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Santrauka

Siame darbe aptariami griidy apdorojimo etapai apima pirminj apdorojima (paruo§ima ir malimg) ir
antring perdirbimo procediirg (pvz., raugy fermentacija). Viena tyrimy dalis skirta skirtingy mety
derliaus kvieciy gridy méginiy iSorinio ir vidinio (po valymo) uzkrétimo mikroskopiniais grybais
jvertinimui ir §iy mikroorganizmy rusiy identifikavimui. Ypatingas démesys skirtas malimo proceso
ir biotechnologiniy veiksniy (mikrobinés fermentacijos) poveikio DON ir kitiems mikotoksinams
kvieciy produktuose jvertinimui.

ISorinio ir vidinio kvieciy griidy méginiy uzsikrétimo mikroskopiniy gryby gentimis tyrimo rezultatai
parodé, kad daugiausia vyravo Fusarium, Alternaria, Penicillium ir Verticillium gentys, i$ kuriy
Fusarium spp. ir Alternaria spp. buvo pagrindinés aptiktos ir vidinio uzsikrétimo atveju.
Frakcionavimas po malimo statistiSkai patikimai (p < 0,05) sumazino deoksinivalenolio (DON)
koncentracija gautose modelinése malimo frakcijose (37,2 — 64,1 %), i smulkiausia frakcija (< 213
um) pereinant maziausiems DON kiekiams. Taciau tyrimas parodé, kad to nepakanka pilnos rizikos
suvaldymui, nes kiti mikotoksinai koncentruojasi smulkesnése malimo frakcijose, o DON daugiausia
licka stambiausiy daleliy frakcijoje (> 500 um). Fermentacija atrinktomis pieno rtigsties bakterijy
padermémis leido visiSkai paSalinti arba efektyviai sumazinti DON kiekj, lyginant su pradine DON
koncentracija: po 48 h fermentacijos DON kiekis sumazéjo 80,5 — 95,2 %, fermentuojant L.
plantarum LUHS135 ir 81,2 — 94,9 %, fermentuojant P. acidilactici LUHS236 didelio uzkrétimo
malimo frakcijas. Taip pat nustatyta, kad fermentuojant mazo uzsikrétimo frakcijas L. plantarum
LUHS135 ir P. acidilactici LUHS236, 15-AcDON, AOH, D3G ir HT-2 toksinai nustatyti Zemiau
aptikimo ribos (p < 0,05).

Apibendrinant tyrimo rezultatus, galima teigti, kad tik kompleksiskai taikant fizinius btudus (grudy
valymas, malimas ir frakcionavimas) griidy apdorojimui ir biotechnologines priemones (fermentacija
atrinktomis pieno riigSties bakterijomis), galima biity Zymiai sumazinti arba visiSkai pasalinti DON
ir kity mikotoksiny kiekius kvietiniuose fermentuotuose pusgaminiuose, taip padidinant kvietiniy
kepiniy saugg.
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Summary

In this work, the stages of grain processing as preparation for milling and fractionation and secondary
process (e.g. sourdough fermentation) been evaluated. One part of the research aimed at evaluating
the external and internal (post-cleaning) contamination of wheat grain samples of different years by
microscopic fungi and identification of these species. Special attention paid to the bread making and
assessment of the influence of milling process and biotechnological factors (microbial fermentation)
on DON and other mycotoxins in wheat products.

Results of analysis of an external and internal infection of wheat grains by microscopic fungi showed
that the main genus were Fusarium spp., Alternaria spp., Penicillium spp. and Verticillium spp., of
which Fusarium spp. and Alternaria spp. were the main contaminants found also in the case of
internal infection of the grains. Fractionation after grinding statistically significantly reduced (p <
0.05) the deoxynivalenol (DON) concentration in the model milling fractions (37.2 — 64.1 %), as the
lowest levels of DON transfer to the smallest fraction (<213 um). However, the study showed that
this is not sufficient to control the risk, as other mycotoxins are concentrated in smaller milling
fractions, while DON remains predominantly in the largest particle fraction (> 500 pum). Fermentation
with selected strains of lactic acid bacteria allowed complete elimination or effective reduction of
DON levels compared to initial levels: after 48 h fermentation, DON levels decreased by 80.5 — 95.2
% during fermentation of high contamination level milling fractions with L. plantarum LUHS135,
and by 81.2 — 94, 9 % during fermentation with P. acidilactici LUHS236. It was been founded that
after fermentation of low contamination level samples with L. plantarum LUHS135 and P.
acidilactici LUHS236, the contents of 15-AcDON, AOH, D3G and HT-2 toxin were detected below
the detection limit (p < 0.05).

Summarizing the results of the study, it can be stated that only by applying physical methods
(cleaning, milling and fractionation) for grain treatment and biotechnological means (fermentation
with selected lactic acid bacteria), it would be possible to significantly reduce or completely eliminate
DON and other mycotoxins in wheat-based fermented products, thus increasing the safety of wheat
bread.
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Santrumpy sarasas
15-AcDON - 15-acetil-deoksinivalenolis
AESCh (angl. HPLC) — auksto efektyvumo skys¢iy chromatografija
AFLB; — aflatoksinas B:
AFLM; — aflatoksinas M1
AR — acto rugstis
AOH - alternariolas

BTR — bendras titruojamais rigstingumas

D3G — deoksinvalenolio-3-gliukozidas

DON - deoksinivalenolis

ENNA — eniatinas A

ENNB;: — eniatinas B:

FB1 — fumonizinas B:

GLI — gliadinai

GLU — gliuteninai

KSV/g — kolonijas sudarantys vienetai grame

L135 — Lactobacillus plantarum LUHS135

L140 — Lactobacillus brevis LUHS140

L236 — Pediococcus acidilactici LUHS236

L29 — Pediococcus acidilactici LUHS29

NIV — nivalenolis

OT — ochratoksinai

OTB — ochratoksinas B

PR — pieno riigstis

PRB — pieno riigsties bakterijos

S.m. — sausosios medziagos

spp. — mikroorganizmy riisis, jeinanti | aukStesnj taksong
UESCh (angl. UFLC) — ultra efektyvioji skys¢iy chromatografija

ZEA — zearelenonas



IVADAS

Gridiniai javai, kaip ir daugelis zemés tikio kultiiry, patiria didelius derliaus ir kokybés nuostolius,
dél mikroskopiniy gryby sukelty ligy. Grybiniai patogenai, issiskiriantys aukstu toksiskumo laipsniu,
ne tik pazeidzia jvairius produktus visuose jy gamybos, perdirbimo ir saugojimo etapuose, bet ir kelia
potencialy pavojy zmoniy ir gyvuliy sveikatai. Svarbiausi ir labiausiai paplit¢ javy griduose yra
Aspergillus, Fusarium, Penicillium gen¢iy mikromicetai [1].

Fusarium genties pelésiais uzkréstuose gruduose susidarancias medziagas galima priskirti
biologiniams inhibitoriams, kurie paveikia duonos, etanolio ir kt. technologinius procesus, susidarant
nepageidaujamiems fermentacijos produktams. Be to, fuzarioziniai griidai kelia pavojy maisto
produkty saugai. Dazniausiai aptinkamas gridiniuose javuose ir jy produktuose yra deoksinivalenolis
(DON). Nors DON maziau toksiskas, jis aptinkamas griidinéje zaliavoje kartu su kitais mikotoksinais,
pasizyminciais didesniu toksiskumu.

IS keturiy mikotoksiny, kuriy kiekiai kviec¢iy produktuose yra reglamentuojami ES, daugiausia
duomeny yra pateikiama DON, o aflatoksinai re¢iau tiriami kvie¢iy perdirbimo procese. Be to, turimi
duomenys apie apdorojimo poveikj yra apibrézti mikotoksinams, kuriy nereglamentuoja ES teisés
aktai, jskaitant modifikuotus ir naujus mikotoksinus, ir tuos, kurie apima DON darinius (DON-3-
gliukozida, monoacetil-DON, norDON, depoksi-DON), nivalenolj, T-2 ir HT-2 toksinus, eniatinus,
moniliforming ir fumonizinus. DON kontrol¢ apsunkina méginio paémimo procediiros sudétingumas
ir efektyviy metody DON analizei trilkumas, todél néra garantijy, kad $is mikotoksinas nepateks ]
maisto gamybos granding. Tod¢l iSlieka aktuali priemoniy paieSka, Sio mikotoksino kiekio
mazinimui, gridy perdirbimo technologinio proceso metu.

Ypatingas démesys turi buti skiriamas kepiniy gamybai, jvertinant kvieciy perdirbimo veiksniy
duonos gamyboje poveikj DON ir kitiems mikotoksinams. Kvie¢iy malimo produkty, gauty i$
endospermo ir baltos duonos atitiktis kokybe reguliuojantiems reglamentams dazniausiai pasiekiama,
taikant geraja gamybos praktika. Viso grudo kvieciy milty, sélenomis ar dideliu kiekiu griidy
praturtinty kvietiniy kepiniy atveju tai atrodo sudétinga ir reikalinga patobulinti perdirbimo
technologijas ir (arba) naudoti aukstos kokybeés griiding Zaliava.

Darbo tikslas — istirti mikroskopiniy gryby genéiy paplitimg tiriamuose kvieciy griidy méginiuose ir
ju poveikj zaliavos technologinéms savybéms, parenkant biotechnologines priemones Sio poveikio
sumazinimui.

Darbe sprendziami uzdaviniai:

1. mikroskopiniy gryby genciy nustatymas ir jy gyvybingumo jvertinimas kvieciy gridy
méginiuose;

2. mikotoksiny Kiekio griidy méginiuose ir jy pasiskirstymo griidy modelinése malimo frakcijose
jvertinimas;

3. jvairaus uzkrétimo lygio kvie¢iy malimo produkty poveikis fermentacijos procesui;

4. biotechnologiniy priemoniy parinkimas mikotoksiny kiekio sumazinimui kvie¢iy produktuose.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1.  Grudinés Zaliaves naudojamos duonos gamyboje charakteristika

Kvieciy gridy gamyba pasauliniu mastu, 2015 m. pagal JAV Zemdirbystés departamenta, sudaré apie
725 min. tony. Kvieciai taip pat yra svarbus Zzmogaus mitybos komponentas, ypa¢ besivystanciose
Salyse. Paprastai kviecio gridg sudaro gemalas (2 — 3 %), sélenos (13 — 17 %) ir endospermas (80 —
85 %). Sélenos yra daugiasluoksné medziaga, sudaryta i§ perikarpio, luobelés, aleurono, gemalo ir
dalies krakmolingo endospermo daleliy [2]. Frakcionavimo ir griidy malimo metu, endospermas
pasiskirsto smulkioje milty frakcijoje, sélenos ir gemalai pasalinami kaip Salutiniai produktai. Tokiu
bidu paSalinama didzioji dalis fitocheminiy medziagy, nes jos susikoncentravusios ne
krakmolingame endosperme, o s¢lenose ir gemaluose. Sélenos ir gemalai, kaip antriniai maisto
produktai, naudojami paSarams ir laikomi zemés ukio atliekomis. Taciau jie turi daug vertingy
komponenty, pvz: mikroelementy, fenoliniy junginiy, netirpaus pluosto (celiulioze, hemiceliulioze,
ligninas) ir fitocheminiy medziagy [3,4]. Taip pat sélenos, kaip maistiné medziaga, naudojamos
storosios zarnos mikrofloros, kurios veiklos pasékoje, iSsiskiria trumpos grandinés riebaly riigstys
(acto, propiono, sviesto), kurios veikia individo sveikatg [5,6].

Krakmolas yra pagrindinis kvieciy polisacharidas (~ 80 % s.m) beveik netirpus $altame vandenyje ir
susideda 1§ dviejy polimery: amilozés ir amilopektino. Amiloze ir amilopektinas yra suskirstytas |
kintan¢ius amorfinius ir kristalinius karkasus, kurie sudaro granules. Kvieciy krakmolas susideda i$
dviejy granuliy tipy: A granuliy, kurios yra disko arba lgsiy formos ir kuriy skersmuo yra 10 um arba
didesnis, bei B tipo granuliy, kurios yra sferinés arba daugiakampés, jy skersmuo mazesnis nei 10
um. Gridy brendimo metu taip pat gali susidaryti C tipo granulés, mazesnés nei 5 pm [7].

Skirtingas amilozes / amilopektino santykis, krakmolo granuliy struktiira ir dydis apsprendzia teslos
tekstirg, stabilumg ir elastinguma. Vienas i§ svarbesniy veiksniy ruoSiant tesla yra krakmolo granuliy
iSsidéstymas glitimo baltymy matricoje. Krakmolas, sudarydamas su baltymais vizkoelasting
struktiira, daugiausiai apsprendzia dujy sulaikyma, teslos kildinimo metu, taip pat stabilizuoja duonos
plutos strukttirag ir maZzina retrogradacijos tikimybe. Taciau per didelis krakmolo kiekis gali sukelti
nepriimting duonos plutos kietumg [8,9].

Kvieciuose yra ~ 5 % lipidy, kurie pasiskirste tarp krakmolo granuliy [10]. Lipidy ir krakmolo
kompleksas sumazina krakmolo virSkinamuma. Be to, Sie kompleksai sumazina granuliy brinkima,
dél padidéjusio hidrofobiskumo. Mazesnés granulés turi didesnj lipidy kiekj, dél didesnio bendro
granuliy pavirsiaus ploto [11].

Kvieciy teslos klampiosios savybés leidzia jas pritaikyti jvairiems fermentuotiems duonos
produktams, ta¢iau reikia atsizvelgti j glitimo baltymus, nes jie apsprendzia kvieciy kepiniy kokybe.
Osborn‘as, pagal tirpumag [12], suklasifikavo kvie¢iy baltymus j albuminus ir globulinus (tirpius
vandenyje ir praskiestuose druskos tirpaluose), gliadinus (tirpius alkoholyje) ir gliuteninus (tirpius
praskiestose rigStyse ar Sarmuose). Glitimas sudaro 80 — 85 % baltymy nuo bendros baltymy mases.
Ji sudaro gliadinai ir gliuteninai bei jy vieninteliai baltymy tipai (a-, B- ir y-) gliadinai bei didelés
molekulinés masés gliutenino subvienetai (DMM-GS) ir maZos molekulinés masés gliutenino
subvienetai (MMM-GS) [13].

Vertinant kepinio kokybe, ypac svarbiis gliuteninai, kurie yra kovalentiSkai sujungti  didelius,
elastingus, vizkoelastinius glitimo tinklus. Gliadinas prisideda prie teslos klampumo, 0 gliuteninas
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prisideda prie teslos elastingumo, todél manoma, kad gliadinas ir gliuteninas yra labai svarbis
uztikrinant glitimo savybiy pusiausvyra (klampumo ir elastingumo). Gliadinas veikia Kkaip
plastifikatorius, kuris paveikia teslos klampumg ir elastingumg. Klampumas ir elastingumas yra
svarbios teslos reologinés charakteristikos [14].

Raugas ruoSiamas milty ir vandens miSinj fermentuojant mielémis ir pieno riigSties bakterijomis
(PRB). Jis naudojamas duonos teslos rauginimui ir gamybai [ 15]. Raugas prailgina kepiniy galiojimo
laika, pagerina produkto savybes, didina bioaktyviy junginiy kiekj ir pagerina duonos skonj bei
aromatg, kuris yra svarbus vartojimg lemiantis veiksnys [16,17]. Pagal technologinj procesa, raugas
klasifikuojamas i keturis tipus. Pirmo tipo rauge mieliy ir PRB fermentacija vyksta spontaniskai, kai
tuo tarpu antro tipo fermentacija vykdoma, naudojant startines kultiras. Trec¢io tipo fermentacija
vyksta kaip antro tipo, tik Siuo atveju, i$ raugo, yra paSalinamas vanduo. Ketvirto tipo fermentacija

vykdoma, sumaiSius pirmo ir antro tipo raugus (dazniausiai vykdoma laboratorinémis sgalygomis)
[18].

PRB vystantis rauge, Zenkliai sumazéja raugo pH, nes vyksta krakmolo ir baltymy hidrolizé. Tuo pat
metu stimuliuojamas mieliy autolizés procesas. Autolizés proceso metu, mielés iSskiria amino riigstis,
kurios padidina PRB augimg. D¢l Sio sinergetinio proceso tarp mieliy ir PRB, produktai, kuriy
gamybai naudojami raugai, turi elastingesne tekstiirg, pasizymi geresniu aromatu bei turi ilgesn;j
galiojimo terming nei produktai, kuriy gamybai naudojamos tik mielés. Taip pat bakteriocinai ir kitos
antimikrobinés medZziagos, kurias i$skiria PRB, prailgina produkto galiojimo terming [19,20].

1.2. Mikroskopiniy gryby iSplitimas javy gruaduose

Pagal Jungtiniy Tauty maisto ir Zemés iikio organizacijos (FAQO) vertinimg, 25 % pasaulio
augalininkystés produkcijos yra uzterSta mikotoksinais, tod¢l kasmet prarandama apie 1 milijardg
tony maisto ir pasary [21]. Bendruosius ekonominius nuostolius lemia: sumazéjes derlius, nuvertéjusi
paséliy verté, gyviiny produktyvumo sumazgjimas ir Zmoniy ir gyviiny sveikatos pablogéjimas bei
papildomos iSlaidos, susijusios su mikotoksiny prevencija, kontrole ir detoksikacija. Tokiu bidu
mikotoksinai turi tvirta ekonominj poveikj visai maisto ir pasary pramonei. Todél uzterSimas
mikotoksinais yra pasauliné problema maisto, pasary ir bioetanolio pramon¢je. Daug metody
intensyviai vystoma, siekiant uzkirsti kelig produkty uzterSimui [22].

KvieCiy griduose labiausiai paplitusios mikroskopiniy gryby gentys yra S$ios: Aspergillus
(produkuoja AFL, OTB), Penicillium (produkuoja OTA), Fusarium (produkuoja trichoteceny tipg A:
HT-2 ir T-2 toksinus, B tipg: DON, taip pat ZEA, fumonizinus By ir B2), Claviceps (produkuoja ergo
alkaloidus) [23,24].

Sékloms dygstant lauko sglygomis, mikromicetais uzkre¢iami dygstantys javai ir sudygusios javy
s¢klos. D¢l didelio mikroskopiniy gryby spory paplitimo, galimybé suvalgyti mikotoksinais uzkréstg
maistg zymiai iSauga tada, kada sglygos augti mikromicetams yra palankios [25,26].

Per vienerius metus gryby sporos, kurios iSplatinamos vé€jo, kolonizuoja augalus. Tada grybai
produkuoja askosporas ir iSskiria konidijas, kurios kolonizuoja kitus augalus ir apsigyvena
dirvoZzemyje. Po derliaus nuémimo, like paséliy stiebeliai yra masyviai uztersti grybais, kurie dar
intensyviau terSia dirvozemj. Antraisiais metais paséliai tampa dar labiau uztersti ir j aplinka
paskleidzia dar daugiau spory su konidijomis. (zr. 1 pav.). Fusarium genties rii§ys yra ypatingai
zalingos gridams, nes geba prasiskverbti iki griido endospermo [28,29].
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1 pav. Mikroskopiniy gryby dauginimosi ciklas [27]

Auginimo metodai, sandéliavimo praktika ir palankios oro salygos (> 15 % drégmes kiekis, 90 — 95
% santykiné drégmé, temperatiira nuo - 8 °C iki 35 °C) nuimant derliy ir sandéliuojant griidus, turi
dideli poveikj mikroskopiniy gryby spory skaiCiaus padidéjimui. Kiti faktoriai, turintys poveiki
mikroskopiniy gryby spory susidarymui: mikromicety genetika, minimalios klimatinés salygos
(drégmés kiekis, temperatira), substratas, jvairiy mikromicety buvimas griiduose bei geografiné
vietoves padétis [30].

Lietuvos klimatinés sglygos pastaraisiais metais mikroskopiniams grybams daugintis yra labai
palankios. Vyrauja $ios mikroskopiniy gryby gentys: Alternaria, Fusarium, Cladosporium (Zr. 2 pav.)
[31]. Vystymosi metu, mikroorganizmai j aplinkg i$skiria jvairias medziagas: organines rugstis,
fermentus, ketonus, esterius, mikotoksinus ir kitus junginius, ta¢iau didziausig susiripinimg kelia
mikotoksinai [32].

Kiti

Penicillium

Aspergillus

Bipolaris

I

]

]
Cladosporium

Fusarium ]

Alternaria ]

Il 1 L L

T T T T

| Il 1

T T T

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% 40% 45% 50%

2 pav. Vyraujanéios mikroskopiniy gryby gentys ant Lietuvos javy laukuose subrendusiy grady [31]
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Mikotoksinai yra reik§mingas pavojus maistui ir maisto grandinei. Zmoneés ilga laika gali bati
veikiami mikotoksiny dviem biidais: tiesiogiai, vartodami augalinés kilmés maistg, ir netiesiogiai,
per gyvuninés kilmés maistg [33]. Potencialts mikotoksinai, galintys patekti j maisto produktus ar
zaliavas pateikti 1 lenteléje.

1 lentelé. Potencialiis mikotoksinai maiste ir paSaruose [34]

Zaliava Aplinkybés Mikotoksinai

Grudai Grybiné¢ infekcija gridams brestant DON, T-2, nivalenolis (N1V), ZEA,
fumonizinai

Kukuriizai, rieSutai Grybiné infekcija gridams brestant Aflatoksinali

Kukuriizai, sorgai Grybiné infekcija gridams brestant Fumonizinai

Sandéliuojami grudai, Drégmé, neadekvacios laikymo salygos Aflatoksinai, ochratoksinai

rieSutai, prieskoniai

Vaisiy sultys Vaisiy pelésis Patulinas

Pieno produktai Gyviiny §érimas pelésiais uzkréstu pasaru Aflatoksinas M1, citromecitinas,
fumonizinai

Mésa ir kiauSiniai Gyvuny $érimas pelésiais uzkréstu pasaru Patulinas, citrininas, ochratoksinai,

citromecitinas, fumonizinai

Aliejingos séklos Grybiné infekcija griidams brestant Tenuazoiné rugstis, alternariolas

Mikotoksinai yra nelakiis, maZzos molekulinés masés junginiai, kurie dazniausiai uZterSia maistg ir
pasarus. Juos vartojant didelémis koncentracijomis su maistu, pasireiskia toksinés reakcijos, kurios
vadinamos mikotoksikozémis [35]. Pagrindinés mikotoksinus produkuojancios gentys, kurios sukelia
daugiausia sveikatos sutrikimy yra: Fusarium, Aspergillus, Claviceps ir Penicillium (zr. 2 lent.).

Kitais atvejais, pvz., nors Cladosporium spp. riiSys produkuoja biologiSkai aktyvius metabolitus
(kladosporinas, izokladosporinas, kladospolidus A, B), ta¢iau Sie néra sietini su toksiSkumu zmonéms
ar gyviinams [36]. Yra mikotoksiny, kurie veikia kaip antimikrobiniai agentai: penicilinas (P.
chrysogenum), cefalosporinas ir grizeofulvinas, taip pat kaip imunosupresinémis reakcijomis
pasizymintys vaistas — ciklosporinas bei cholesterolj maZzinantis vaistas — lovastatinas, priklausomai
nuo mikromicety augimo (stresinés ar jprastos) salygy [37].

2 lentelé. Svarbiausi mikotoksinai ir jy poveikis sveikatai [33]

Mikotoksinai Produktas | Gentis/Risis Veikimas/susirgimas
Ergo alkaloidai: ergotaminas, Javai Claviceps purpurea, Vazokonstrikcija
ergometrinas, ergozinas, ergokristinas, | goros Cl. Fusiformis Gangreninis ir konvulsinis
ergokriptinas, ergokorninas ergotizmas
Aflatoksinai: By, By, G1, G2, M1, M3 Javali, Aspergillus flavus, Kancerogeninis

riesutai, | A parasiticus, Kepeny vézys

prieskoniai . .

figos A. nominus, Imunosupresinis
pienas A. pseudotamarii
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2 lentelés tesinys

Mikotoksinai

Produktas

Gentis/Ruisis

Veikimas/susirgimas

Ochratoksinai: A, B

Javai,

Aspergillus ochraceus,

Nefrotoksinis

vynas, Penicillium carbonarius, P. Neurotoksinis
kava, verrucosum Inkstu vés
prieskoniai Sty ve ys. .
Imunosupresinis
B tipo trichotecenai: DON, ADON, Javai Fusarium graminearum, Imunotoksinis
NIV, ANIV F. culmorum, Stiprus toksiskumas
F. acuminatum,
F. crookwellence,
F. arenaceum
A tipo trichotecenai: T-2, HT-2 Smulkis Fusarium poae, F. Imunotoksinis
grudai sporotrichioides Nervinés sistemos ir
Javai hematologinis sutrikimas
Zearalenonas (ZEA) Javai F. graminearium, Estrogeninis
F. culmorum, Reprodukcinés sistemos
. sutrikimai
F .equiseti
Fumonizinai: FB1, FB; Kukuraizai | Fusarium verticillioides, Stemplés vézys
Javai F. fujikuroi, Sfingolipidy gamybos

F. proliferatum,
F. subglutinans,
F. moniliforme

sutrikdymas
Imunosupresinis

1.3.  Pagrindiniai mikotoksinai, jy struktiira ir toksiSkumas

1.3.1. Deoksinivalenolis

Dazniausiai aptinkamas griidiniuose javuose ir jy produktuose deoksinivalenolis (DON) yra epoksi-
seskviterpenoidas — trichoteceny B klasés mikotoksinas (Zr. 3 lent.), produkuojamas Siy Fusarium
rasiy: F. sporotrichioides, F. acuminatum, F. poae, F. sambucinum, F. equiseti, F. graminearum, F.

culmorum, F. cerealis [38].

3 lentelé. B tipo trichoteceny dariniai [37]

Mikotoksinas/Radikalas R; R: R; R4
Deoksinivalenolis OH H OH OH
Nivalenolis OH OH OH OH
Trichotecinas H OCOCH=CHCHz3 H H
Fusarenonas-X OH OAc OH OH

DON pasizymi tirpumu vandenyje ir poliniuose tirpikliuose — metanolyje ir acetonitrile. Kadangi tai
chemiskai labai stabilus junginys (zr. 3 pav.), jis iSsilaiko visoje maisto gamybos grandingje,
apimancioje zaliavos laikyma, paruosima, perdirbimg ir apdorojima. DON yra termostabilus 120 °C
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temperatiroje ir dalinai atsparus, esant 210 °C; DON islaiko stabilumg silpnai riigs¢ioje aplinkoje,
taciau skyla Sarminéje terpeje [39].

H,C

"o LLLLLITLL
Co
‘?U

3 pav. B tipo trichoteceny struktira [37]

DON daZniausiai aptinkamas mieZiuose ir kvieCiuose ir randamas juose visame pasaulyje. DON
atsiranda griiduose, kai Fusarium genties mikromicetai uzkre¢ia griidy varpas. Apie grudy
uzsikrétima Fusarium genties pelésiais galima spresti iS sunykusios, i§ Zalios | baltg pasikeitusios
griidy varpos spalvos. Yra nustatyta, kad gridams uZzsikrétus Sios genties mikromicetais, zenkliai
sumazéja derlius [39].

DON gali pazeisti organy lasteles, silpninti imuning¢ sistema, sutrikdyti baltymy sinteze bei
membraning funkcija. Taip pat sutrikdyti tarplastelinj rysj, sukelti lasteliy apoptoze, padidinti
oksidacinj stresg bei neigiamai paveikti kalcio homeostaze organizme. Be poveikio Zzmonéms, net ir
santykinai Zemas DON kiekis griiduose turi neigiama poveikj gyvuliams, ypac jautrios Siam toksinui
kiaulés: DON doz¢ 30-200 pg/kg kiino masés pasireiSkia vémimu, svorio maz¢jimu ir diar¢ja. Esant
didesnéms DON dozéms, iSryskéja imunotoksiskas poveikis ir jvairiy audiniy (virSkinimo trakto,
kauly c¢iulpy, limfocity) nekrozé. Nenustatytos DON karcinogeninés ir / ar genotoksinés savybés
[40,41].

Europos bendrijos mokslinio bendradarbiavimo programos (SCOOP) uzduoties ,,Duomeny apie
Fusarium toksiny paplitimg maiste rinkimas ir jy suvartojimo su maistu visy ES valstybiy nariy lygiu
jvertinimas* rezultatai parodé, kad Fusarium toksinai plac¢iai paplit¢ maisto grandinéje. Pagrindinis
su maistu suvartojamy Fusarium toksiny Saltinis yra i§ griidy, ypac i$ kvieciy ir kukuriizy, pagaminti
produktai. Nepalankaus klimato metais, DON kiekis griiduose gali siekti iki 10000 pg/kg. Nors visy
gyventojy ir suaugusiyjy su maistu suvartojamas Fusarium toksiny kiekis dazniausiai nevirSija
atitinkamy toksiny toleruojamos paros dozés (TPD), rizikos grupése, pavyzdziui kidikiy ir mazy
vaiky, §is suvartojamas kiekis beveik lygus TPD, o kai kuriais atvejais netgi ja virsija. Galima rasti
nemazai praneSimy apie Europoje uzaugintuose griiduose randamg DON kiekj, virSijantj ES
reglamente nustatytas ribas [42]

2006 m. ES priimtas naujas reglamentas, nustatantis didziausias leistinas DON normas griduose ir
grudy produktuose, iSskyrus ryZzius ir rugius bei jy produktus, kuris jsigaliojo nuo 2006 m (Zr. 4 lent.).
Taciau vis labiau S§ilt¢jant klimatui, susidaro ypac palankios salygos vis didesniam mikroskopiniy
gryby paplitimui ir vis didé¢ja rizika griidy, uzkrésty maksimaliai leistina norma (1250 pm/kg)
patekimui ] maisto gamybos granding, o uzkrésty daugiau, kaip maksimali leistina norma — griidy
patekimui j pasarus. Tai skatina grudy supirkéjus buti suinteresuotais nustatyti ir pasalinti fuzarioze
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uzkréstus grudus galimai ankstesnése griidy perdirbimo stadijose, o perdirbéjus ieSkoti technologiniy
sprendimy uzkirsti kelig DON patekimui j produktg [43].

4 lentelé. Leistinas DON kiekis griduose ir gridy produktuose [43]

NF DON griiduose ir griidy produktuose, iSskyrus ryZius ir ryZiy Maksimali
" | produktus koncentracija?, (ug/kg)

1. Neperdirbti griidai, iSskyrus durum kviecius, avizas ir kukurtizus 1250

2. Neperdirbti durum kvieciai, avizos ir kukuriizai® 1750
Gridy miltai, jy tarpe kukuriizy miltai, kukurtizy kruopos, kukurtizy

3. . R . A e 750
maistas ir kiti panasiis produktai, kaip kruopmilciai

4, Duona, tortai, sausainiai, uzkandziai ir gridy pusryciai 500

5. Makaronai (sausi) 750

6. Griidy pagrindu pagamintas kudikiy ir mazy vaiky maistas 200

1 Superkami griidai, skirti pirmai perdirbimo stadijai.

2 Visos maksimalios normy ribos pateiktos sausosiomis medziagomis.

Ekologinis tkininkavimas neleidzia naudoti sintetiniy pesticidy ir remiasi atspariy sékly veisliy
naudojimu ir kai kuriy zemés tkio metody, jskaitant sé¢jomaing, tr¢Sima méslu ir Zenkliai mazesnj
tragSy naudojimg. PrieSingai $iam auginimo budui, tradiciniai tikiai vegetacijos laikotarpiu naudoja
mineralines trasas ir pesticidus. Pesticidy naudojimas mikrobiologiniam uzterStumui mazinti gridy
gamybos ir sandéliavimo metu, taip kaip konservanty pridéjimas jvairiuose maisto produkty gamybos
ir platinimo etapuose, gali lemti kenksmingy liku¢iy buvima galutiniuose produktuose. Priesingai,
pesticidy ar konservanty nenaudojimas gali padidinti uzkrétimg mikromicetais ir dél to galutiniuose
produktuose padidinti mikotoksiny kiekj. Yra duomeny, kad ekologiskame maiste daznai yra gana
daug nattraliy toksiSky junginiy, kuriuos gamina grybai ar augalai, o atitinkami tradiciniai maisto
produktai paprastai turi daugiau sintetiniy junginiy, pvz., pesticidy likuéiy. Be to, pesticidy ar
konservanty naudojimas nepakankamu kiekiu gali lemti dar blogesne padét], nes manoma, kad
pelésiai stresinémis sglygomis produkuoja didesnius mikotoksiny Kiekius [44,45]. IS esmés, nors
maisto produktai gauti i§ jprastinés gamybos néra laisvi nuo mikotoksiny, ekologiski maisto
produktai, tam tikromis aplinkybémis, gali kelti didesng uZter§imo rizika. Be to, kadangi yra daugiau
mikroorganizmy rasiy, galinCiy i8sivystyti ekologinés gamybos metu (prieSingai nei tradicine
zemdirbystés praktika), ekologiskuose maisto produktuose gali biti aptiktas platesnis mikotoksiny
spektras nei jprastiniuose [46].

1.3.2. Zearelenonas

ZEA yra baltos spalvos, kristalinés strukturos, tirpsta 164 — 165 °C temperattiroje, netirpus vandenyje,
taciau tirpus Sarme ir organiniuose tirpikliuose (Zr. 6 pav.). ZEA sintezuojamas $iy Fusarium spp.
rasiy: F. graminearum, F. culmorum, F. ceralis, F. crookwellense ir F. Semitectum [47]. Sios rasys
budingos Salims, kuriose vyrauja vidutinis ir Siltas klimatas. Jos randamos beveik visose grudinése
kultirose visame pasaulyje. ZEA pasizymi estrogeniniu poveikiu ir yra zalingas endokrininei
sistemai. ZEA priklauso Fusarium genties mikroskopiniy gryby produkuojamiems toksinams, kurie
randami maiste ir paSaruose; jtariama, kad gali sukelti ankstyvg lytinj brendimg mergaitéms [49].
Zemos temperatiiros (12 — 14 °C) didina mikotoksiny i$siskyrimo lygj. Zinduoliams, ypa¢ kiauléms,
ZEA veikia lytin] brendimg, dél Zenkliai padidéjusio ZEA estrogeninio poveikio, kas pasireiskia
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gimdos, kiausidziy atrofija, nevaisingumu, jei kiaulés su paSaru per parg gauna 1 mg/kg ZEA. Néra
jokiy pranesimy apie hiperestrogenizmg Zzmonéms [50].

OH © CH,

HO

4 pav. Molekuliné zearelenono struktiira [48]
1.3.3. Fumonizinai

Fumonizinai — tai grupé mikotoksiny su labai panasia chemine struktira j sfingozinus (pagrindiniai
sfingolipidy pirmtakai) (Z». 5 lent.). Sie mikotoksinai pagrinde produkuojami Fusarium genties
mikromicety i§ Liseola grupés. Fusarium verticillioides ir F. proliferatum yra pagrindinés rasys,
produkuojancios fumonizinus. Kitos rasys produkuojancios fumonizinus: F. napiforme, F. dlamini ir

F. nygamai. Svarbiausi i§ fumoniziny yra: By, B2, Ba. Labiausiai toksiskas fumonizinas yra B1 (FB1)
[51].

5 lentelé. Fumoniziny dariniai [37]

Mikotoskinas/Radikalas R: R: Rs
Fumonizinas B; OH OH H
Fumonizinas B; H OH H
Fumonizinas Bs OH H H
Fumonizinas Ay OH OH COCH3s

Cheminis FB; pavadinimas — 1,2,3-propantrikarboksiliné riigstis (. 5 pav.). Sis mikotoksinas stipriai
inhibuoja fermento ceramido, atsakingo uz sfingoniny acetilinimg ir sfingoziny perdirbima, sintezg.
Siy procesy sutrikdymas lemia sfingoniny kiekio padidéjima, ko pasékoje jie tampa citotoksiski [52].

HO C\M
4 0 R, OH

HO

OHO,C O

5 pav. Fumoniziny molekuliné strukttra [37]
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1.3.4. Kiti mikotoksinai

Aflatoksinai (AFL) yra priskiriami difuranokumariny grupei, kurivos pagrinde produkuoja dvi
Aspergillus spp. genties riisys: A. flavus, aptinkamas Siltoje, drégnoje vietoje ir A. parasiticus, kuris
produkuoja AFL B; ir G1 [53]. Kitos Aspergillus spp. rasys, kurios produkuoja aflatoksinus, yra A.
nomius, A. pseudotamarii ir A. bombycis. Sie mikotoksinai gali atsirasti maiste dél uZzsikrétimo
mikroskopiniais grybais prie§ derliy bei po derliaus nuémimo. Uzsikrétimo koeficientas ir laipsnis
priklauso nuo daugelio faktoriy: temperatiiros, drégmés, aw, konkurencinés mikrobiotos ir laikymo

salygy [54].

AFLM; yra pagrindinis monohidroksilintas darinys, susidarantis AFB: patekus | kepenis, jj
paveikiant citochromo P450- susijungusiems fermentams. Zinduoliai, kurie suvartoja pasaro, kuris
yra uzkréstas AFLBy, i§skiria 4-hidroksilintg metabolita AFLM; tiesiogiai j pieng [55].

Optimali Aspergillus genties mikroskopiniy gryby augimo ir mikotoksiny produkavimo temperatiira
svyruoja nuo 33 °C iki 35 °C. Aukstesnés temperatiros skatina greitesnj Aspergillus genties
mikromicety augimg ir didesnj aflatoksiny kiekio susidaryma. Minimalios aw vertés A. flavus
mikromicetams produkuoti aflotoksinus yra 0,82 (drégnis 18,4 %). A. flavus minimali bei maksimali
AFL produkavimo temperatiira varijuoja nuo 6 iki 10 °C ir nuo 25 iki 37 °C, tac¢iau AFLB; ir B;
optimali produkavimo temperattra svyruoja nuo 16 iki 31 °C [56,57].

Kadangi aflatoksinas paZeidZia DNR, atsiranda didel¢ tikimybé susirgti onkologinémis ligomis
vartojant maistg, uzterSta Siuo mikotoksinu. Aflatoksinai priskiriami prie turin¢iy kancerogeninj
poveikj Zmogaus organizmui; dazniausiai aptinkami kukurtizuose, rieSutuose ir piene [58].

Aflatoksinas B1 0 Aflatoksinas G1 0O

R, R,

R¢

6 pav. Aflatoksiny Bi, G2 molekulinés strukttiros [37]

Ochratoksinai (OT) yra Aspergillus, Penicillium ir kai kuriy Fusarium genéiy mikromicety apykaitos
produktai. Dazniausiai aptinkami kvieciuose, rieSutuose, kavos pupelése bei razinose. Chemiskai
apibudinami kaip 3, 4-dihidroksimetilizokumarino junginiai, prisijunge prie baltymo amino grupés
L-p-fenilanino (Zr. 7 pav.). Sie junginiai sukelia nefrotoksinj poveikj inkstuose. Labiausiai
toksiSkumu pasizymi ziurkiy, peliy ir viSty organizmuose, o Zmonéms sukelia navikinius susirgimus,
veikia kancerogeniskai. ToksiSkiausias i$ Sios grupés yra ochratoksinas A (OTA), kuris buvo iSskirtas
i§ A. ochraceus, o véliau ir i$ kai kuriy Penicillium genties mikroskopiniy gryby rtsiy (Penicillium
verrucosum, P. nordinum) vidutinio klimato Salyse [59-61].

Minimalus vandens aktyvumas (aw) A. ochraceus produkuoti ochratoksinus yra 0,85 (drégnis 20 %),
minimali ir maksimali augimo temperatiira yra nuo 8 iki 12 °C ir nuo 24 iki 31 °C, o ochratoksiny
optimali susidarymo temperatiira svyruoja tarp 25 ir 31 °C [57].
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Taip pat OT yra stabiliis junginiai ir nesuskaidomi daugelio Zaliavy apdorojimo procesy metu.
I8laikius 250 °C temperatiiroje kelias minutes, $iy mikotoksiny koncentracijas galima sumazinti [62].

Ochratoksinas o

7 pav. Ochratoksino a molekuliné struktiira [37]

1.4.  Uzkrétimo mikroskopiniais grybais poveikis technologiniams procesams

Be ekonominés ir toksikologinés rizikos, kylancios dél mikroskopiniy gryby produkuojamy
mikotoksiny kvieciuose, mikroskopiniai grybai gali sumazinti kvie¢iy griidy technologines savybes.
Fuzarioziné infekcija gali turéti poveikj griidy komponentams: krakmolui ir baltymams bei kepimo
charakteristikoms [63,64]. Wang‘as ir kt. nustaté glitimo baltymy sumazéjimg dél fuzariozés, kas
turéjo poveikj kvieciy kepimo savybiy blogéjimui. Uzkrétus kvieciy gridus dirbtinai mikroskopiniais
grybais, buvo nustatytas sumazéjes tiek bendras gliutenino, tiek didelés molekulinés masés gliutenino
subvienety kiekis, dél to pablogéjo teslos savybés ir gauta nepriimtina duonos kokybé [65].

Biocheminiai grudy sudéties poky¢iai ir fuzariozés sukelti kvieciy kokybés poky¢iai gali atsirasti dél
grybeliniy fermenty ir sumazéjusios griidy komponenty sintezés. Manoma, kad Fusarium spp. i$skiria
fermentus, tokius kaip karbohidrazés ir proteazés, kurie jsiskverbia j branduolj, tokiu biidu skaido
lasteliy sieneliy komponentus ir glitimo baltymus [66]. Fusarium spp. taip pat gali sukelti nenormaly
griidy branduolio i$sivystyma, nes produkuoja micelj, kuris mechanisSkai blokuoja augalo rétinius
indus, ko pasékoje griidas néra apriipinamas pilnavertiskam i$sivystymui reikalingomis medziagomis
[67].

Pastebimas aiskus skirtumas tarp mazai ir labai uzkrésty mikromicetais kvieCiy. Labai uzkrésty
kvieciy kepimo ir baltymy savybeés zenkliai suprastéja, kai tuo tarpu mazai uzkrésty kvieciy tie patys
rodikliai beveik nesiskiria. Fusarium graminearum proteazés in vitro geba suskaidyti GLI ir GLU,
dél jy santykinai didesnio lizino kiekio. Nepakankama GLU subvienety biosintezé vélesniais
branduolio vystymosi etapais ir mikotoksiny, kaip baltymy sintezés inhibitoriy buvimas, taip pat gali
sumazinti jo kiekj uzkréstuose kvieciuose. D¢l iy savybiy gaunamas mazesnis glitimo indeksas ir
gaunami prastesnés kokybés kepiniai [68].

Glitimo indeksas (GI) parodo glitimo tinklo stiprumg ir tod¢l yra pagrindinis parametras duonos
gamybos atzvilgiu. Mikromicetais uzsikréte méginiai Zymiai sumazina GI (glitimo indeksas) verte, o
tai rodo, kad dél grybelinés infekcijos akivaizdziai sumazéja glitimo tinklo stiprumas [69]. Pagal
Marcus‘a ir kt., nors méginiuose su didziausiu uzkrétimo laipsniu nustatyta maziausia GI reikSmé, po
6 savaiciy laikymo nebebuvo pastebimy skirtumy tarp 10 ir 20 % infekuoty meéginiy. Didziausias GI
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sumazéjimas buvo nustatytas 10 % uzsikrétusiam méginiui. Tai parodo, kad net ir mazas uzter§tumo
lygis gali sukelti didelg Zalg [70].

1.5.  Fiziniai mikotoksiny kiekio sumaZinimo biudai
1.5.1. Gridy rasiavimas

Saugomi griidai, kuriy branduoliai suskile ir paZeisti, paprastai, turi didziausiag uZterStumo
mikotoksinais laipsnj [71]. Zemés tikio produkty pirminis perdirbimas jprastai susideda i rii§iavimo,
mirkymo, valymo ir malimo procesy. [prastai griidai riiSiuojami naudojant optinius riiSiavimo
jrenginius, kai grudy srautas nukreipiamas iSilgai optiniy jutikliy, kur branduolys, kuris skiriasi savo
spalva nuo nustatytos, pasalinamas i§ srauto [72]. Grudy uzter§imas mikotoksinais yra nevienalytis,
tod¢l pazeisty branduoliy atskyrimas gali veiksmingai sumazinti uzterStuma. DaZniausiai aflatoksiny
kiekiams sumazinti, gridy riiSiavimas atlickamas naudojant UV S$viesg. Stebima rysSkiai zalsvai
geltonos spalvos fluorescencija, kuri néra tiesiogiai nukreipiama |} aflatoksinus, bet j kojo rtigsties
darinj, reakcijy metu sgveikaujantj su endogenine peroksidaze. Mikotoksinai, kurie nepasiZymi
matomu bruoZu, riboja optinj riiSiavima kaip galima mikotoksiny sumazinimo strategija. Tuo galima
paaiskinti atvejus, kai mikotoksiny kiekio sumazéjimas yra nezymus [73,74].

1.5.2. Griudy malimas ir frakcionavimas

Didzioji dalis pasaulyje iSauginty kvie€iy yra malami ir i§skirstomi j frakcijas. Analizuojant kvieciy
malimo poveikj DON kiekiams malimo produktuose, nustatyta, kad $io proceso metu DON néra
visiSkai paSalinamas [75-78]. Jis persiskirsto ir koncentruojasi tam tikrose malimo frakcijose. DON
uzterSty kvieciy malimas lemia maziau uzterSty maistui skirty frakcijy (milty) vartojimg. Taciau
didesné koncentracija lieka gyviny pasarams naudojamose frakcijose (s¢lenose). Zymiai maZesni
DON kiekiai miltuose gali biiti siejami su séleny sluoksnio, kuris neleidzia DON molekuléms
jsiskverbti j branduolio struktiirg [79].

DON koncentracija iSorinése dalyse kelia susirtipinimg. Nors paprastai $ios dalys beveik visada
naudojamos gyviiny pasarams, kartais jos naudojamos tiesioginiam zmoniy vartojimui dél jy naudos
(pageréjusi storosios zarnos funkcija sulétina virSkinimg ir absorbuoja angliavandenius ir riebalus,
taip sumazina tam tikry ligy rizikg). Atlikto tyrimo Ispanijoje su kvieciais metu buvo nustatyta, kad
kvieciy sélenos gali biiti DON $altinis. Buvo nustatyta, kad 19 % kvieciy séleny méginiy virSijo DON
ES leisting ribg (> 750 pg/kg apdorotiems kvie¢iams) [80].

Naujausi tyrimai, atlikti AESCh jranga, analizuojant natiraliai ir dirbtinai uzkréstus kvie¢ius (DON
kiekis nuo mazo (0,001 pg/kg) iki auksto (3672 pg/kg)) bei skirtingus malimo metodus, parodé DON
kiekio pasiskirstyma, priklausomai nuo jvairiy faktoriy. DON per¢jimas | milty frakeija po malimo
yra labai skirtingas: nuo labai didelio (> 80 %) iki minimalaus (4 %). Sis pasiskirstymas priklauso
nuo grudy uzsikrétimo DON lygio: kuo didesné pradiné DON koncentracija, tuo didesnis procentinis
DON koncentracijos sumaz¢jimas, tuo mazesnis DON kiekis yra isfrakcionuotuose griidy
produktuose — miltuose, nes didesné dalis DON licka sélenose [81,82]. Tadiau, esant didesniam
uzkrétimui, didéja rizika, kad po malimo j miltus pereis santykinai didesnis DON Kkiekis. Kitas
faktorius gali biti pelésiy jsiskverbimo j griiddus gylis. Nors iSoriniuose griidy sluoksniuose paprastai
yra daugiau DON, pelésiai gali jsiskverbti j griidus, o tai baigtysi didesne DON koncentracija vidingje
dalyje ir mazesniu DON sumazéjimu galutiniuose miltuose nei sélenose [83-85].
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1.5.3. Griuduy mirkymas aukStoje temperatiiroje

Mirkymas aukstoje temperatiiroje yra pirmasis etapas kukuriizy slifavimo stadijoje ir apima kukurtizy
mirkymg 36 — 50 val. 50 °C temperatiiros vandenyje. Siekiant palengvinti gemaly atskyrima ir
baltymy matricos skaidyma, j vandenj pridedama nuo 0,1 iki 0,2 % SO [86]. SO2 pridéjimas taip pat
skatina pieno riigSties gamybg, kurios panaudojimas gali biiti laikomas cheminiu apdorojimu. Po
mirkymo pusé aflatoksiny kiekio kukurtizuose galimai pereina j skystj [86]. Fumonizinai, kurie yra
labai poliniai junginiai, taip pat migruoja i$ branduoliy j vandenj [87]. Mirkant kukuriizy branduolius
0,2 % SO tirpale (60 °C temperatiiroje, 6 valandas), galima veiksmingai sumazinti FB1. OTA
vienodai pasiskirsto tarp tirpalo ir kukurtizy branduoliy [88]. Sorgo griidy mirkymas 0,2 % 60 °C
NaOH tirpale sumazino aflatoksiny, fumoniziny, ZEA ir DON koncentracija Zemiau aptikimo ribos
[89].

1.5.4. Kepimas

Mokslinéje literattiroje iSlieka prieStaringa nuomoné dél terminio apdorojimo poveikio mikotoksiny
sumazinimui. Teigiama, kad uzterSty grudy, milty ir séleny terminis apdorojimas gali sumazinti
mikotoksiny kiekj juose. Tiriant OTA uzterStus miltus, nustatyta, kad Sis mikotoksinas yra stabilus
aukstoje temperattroje. Jo koncentracija kepimo metu nesumazéja [90,91]. Kiti tyrimai parode, kad
DON yra stabilus griidy perdirbimo etapuose, susijusiuose su auksta temperatira [92,93]. Taip pat
duonoje, pagamintoje i$ balty milty, po kepimo DON koncentracija sumazéjo iki 74 %, nors Lancov
ir kt. [94], Pacin‘as ir kt. [95] tyrimai parod¢, kad kepimo metu DON koncentracija sumazéjo labai
nezymiai. DON stabilumo poky¢ius kepimo proceso metu gali paveikti temperatiira, trukmé ir duonos
ruoSinio dydis. DidZiausia DON degradacija gali vykti duonos plutoje, kur temperatiira kepimo metu
pasiekia auks¢iausig taska [91].

1.5.5. Ekstruzija

Ekstruzija yra viena i$ sparCiausiai auganciy maisto perdirbimo procesy, dél savo privalumy, lyginant
su tradiciniais metodais. Kukurtizy kruopy ekstruzijos metu galima pasalinti fumoniziny, aflatoksiny
ir ZEA koncentracijas, atitinkamai apie 100, 95 ar 83 %, bet maZesniu lygiu pasalinama DON,
ochratoksino A ir moniliformino kiekiai (atitinkamai 55, 40 ir 30 %) [96]. Accerb‘as ir kt. [97] tyrimo
metu pastebétas 62 % DON kiekio sumazéjimas kvieCiuose ekstruzijos metu, naudojant natrio
bisulfata, kaip tirpiklj. Nebuvo pastebétas DON kiekio sumaz¢jimas, naudojant tradicinj kvieciy milty
ekstruzijos biida [98].

1.6. Biologiniai mikotoksiny kiekio sumazinimo biidai

Mikotoksiny mazinimo biologiniy priemoniy kiirimas apima fermenty ir/ar funkciniy bakteriniy
rasiy, iSskirty i$ natdraliy terpiy, atranka, taip pat atskiry padermiy, pasizyminéiy mikotoksiny
biotransformacijos geba iSskyrimg ir identifikavima, Siy padermiy fiziologiniy charakteristiky
jvertinima, funkcinio poveikio mikotoksiny dezaktyvavimui pasary / maisto gamyboje jvertinima.

1.6.1. Fermenty panaudojimas

Kadangi trichotecenai yra stabilios molekulés, jas veikiant skirtingais budais, tiek terminiais tiek
cheminiais, pasiekiamas nezymus sumaZzéjimas arba nepastebimas joks koncentracijos pokytis. Kai
kurie tyrimai rodo, kad mikroorganizmai, i$skirti i$ jvairios aplinkos, pvz: prieskrandzio, dirvozemio,
gali 1$skirti fermentus, kurie skaido trichotecenus j deacetilintus ar epoksiduotus produktus [99].
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Didziajai daliai (Sia tema susijusiy) tyrimy nepavyko identifikuoti uz trichoteceny biotransformacija
atsakingy fermenty, tafiau remiantis nustatytais reakcijos produktais, manoma, kad Siame procese
veikia tokie fermentai kaip: acetilazés, deacetilazés arba epoksidazés. Pastaruoju metu atlikti tyrimai
parodé, kad Sphingomonas spp. bakterijy (EC 1.14) KSM1 S§tamas buvo rekonstruotas in vitro ir
parodé geba hidroksilinti DON, NIV ir 3-acetil-DON. Si padermé DON katabolinj produkta 16-
HDON naudoja kaip anglies Saltinj. Buvo jrodyta, kad §i sistema mazina DON fitotoksiSkuma
kvieciuose [100].

Vystant ZEA ir iSvestiniy jo formy detoksikacijos strategijas, siekta sutrikdyti jy estrogeninj
aktyvuma [101]. Naudojant Streptomyces coelicolor lakazg kartu su fenotiazin-10 propiono rtgstimi
arba metilsiringatu, kaip redokso mediatoriais, galima visiskai pasalinti ZEA 37 °C temperattiroje per
24 val. Lakazés ZEA detoksikuojantis pajégumas buvo jvertintas, veikiant méginius, kurinose ZEA
koncentracija buvo 6210 pg/ml, lakaze (0,4 mg/ml) 4 val. 30 °C, taip pasiekiant ZEA suskaidymg iki
81,7 % [102,103].

1.6.2. Mikrobiné fermentacija

Pramoniniu poziiiriu svarbios pieno rugsties bakterijy (PRB) raisys yra Lactococcus, Enterococcus,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Leuconostoc ir Lactobacillus spp. [104]. PRB vaidina
svarby vaidmenj pasaulinéje maisto gamyboje, atlieka svarbiausias biokonversijas fermentuotuose
pieno produktuose, darzovése bei mésoje. Jos taip pat batinos siloso, kavos, vyno ir daugelio
fermentuoty maisto produkty gamybai [105-107]. PRB pagerina maisto produkty skonj, tekstiirg ir
prailgina galiojimo laika [108].

Yra zinoma, kad naudojant atrinktas PRB, galima sumazinti toksigeniniy gryby augimg. Paprastai Sis
antagonistinis poveikis yra susijes su PRB pagamintais mazos molekulinés masés junginiais, tokiais
kaip organinés riigStys (acto ir pieno), vandenilio peroksidas, peptidai, reuterinas, hidroksilinés
riebaly riigstys ir fenoliniai junginiai. Organinés rtigStys gali nattiraliai susidaryti maiste arba gali biti
pridedamos papildomai [109-113].

Ruigstys yra angliavandeniy apykaitos produktai ir yra saugios naudoti maisto konservavimui. Pieno
rugstis mazina pH, kuris slopina jvairiy mikroorganizmy augimg arba netgi sunaikina jautrias
bakterijas [107]. Heterofermentinio proceso metu, PRB gali gaminti acto rigstj ir mazesniais kiekiais
propiono rugstj. PRB taip pat veikia mikromicety membranas, tokiu biidu slopindamos aminoriigs¢iy
absorbcija. Zemas pH taip pat padidina jvairiy propiono riigsties drusky antigrybinj poveikj. Ypa¢
didelio susidoméjimo, dél gryby augimo slopinimo, sulaukia reuterinas — glicerolio fermentacijos
produktas, kurj gamina jvairios PRB anaerobinémis sglygomis [114]. Reuterinas slopina Fusarium ir
Aspergillus spp. rasiy augimg, slopindamas ribonukleazés fermento, dalyvaujan¢io DNR
biosintezéje, aktyvuma [115].

PRB gali gaminti jvairiy rasiy riebaly rigstis, kurios pagerina fermentuoty produkty juslinius
rodiklius. Viena i$ tokiy riebaly rtgs¢iy — kaprono riigstis, turi stipry priesgrybinj poveikj. Ji gali
veikti sinergetiniu veikimu kartu su propiono, sviesto arba valerijono riig§timis [116].

Optimali fermentacijos trukmé, leidzianti efektyviai slopinti toksinus formuojanéius grybus, yra 48
val. Kadangi optimali fermentacijos temperatira yra 25 — 30 °C, Sios salygos skatina organiniy
rugsciy gamyba, o tai savo ruoztu slopina patogeniniy gryby augimag [117]. Franc‘as ir kt. [118]
nustaté, kad naudojant L. plantarum, L. pentosus ir L. paracasei, galima sumazinti DON
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koncentracija terpéje 47 — 67 %. Zou‘as ir kt nustaté, kad 48 — 72 val. fermentacijos L. lactis, L.
brevis, L. casei ir L. plantarum metu, DON ir T-2 kiekiai sumazé&jo nuo 100 iki 0,8 pg/ml [119].

Organinés rugstys, tokios kaip acto, propiono, sviesto, pieno ir kt. pagal savo poveikj gali buti
skirstomos j dvi grupes: pirmajai grupei priklausancios riigstys (pieno r. ir kt.) apibudinamos kaip
pasizymincios netiesioginiu poveikiu bakterijy populiacijoms, dél pH sumazinimo, tuo tarpu antrajai
grupei priskiriamos riigStys (skruzdziy, acto, propiono, sorbo r.) turi tiesioginj poveikj gramneigiamy
bakterijy sienelei, kai virSkinamajame trakte sumazé¢ja pH [120,121]. Aukstesne pKa turincioms
organinéms rigstims budingas didesnis antimikrobinis aktyvumas. Taip pat antimikrobinis organiniy
rugscéiy aktyvumas stipréja, ilgéjant jy grandinei ir didéjant neprisotinimo laipsniui [122].
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2. MEDZIAGOS IR TYRIMO METODAI
2.1. Pagrindinés tyrimy kryptys

Darbas skirtas iSanalizuoti DON ir kity mikotoksiny pasiskirstyma modelinése jvairaus uzkrétimo
laipsnio kvieciy gridy malimo frakcijose bei biopremoniy parinkimg §ios rizikos sumazinimui.

Pirmojo etapo metu tirtuose kvie¢iy meéginiuose (n=13) jvertintas uzkrétimas DON (ELISA) bei
mikroskopiniy gryby sporomis, atliktas griidy iSorinio bei vidinio uZzsikrétimo mikroskopiniais
grybais vertinimas ir jy genciy identifikavimas. Grudai suskirstyti j grupes pagal uzkrétimo DON lygj
ir naudoti malimo modeliniy sistemy sudarymui bei PRB fermentacijos eksperimentuose.

Antrojo etapo metu analizuotas DON kiekio pasiskirstymas modelinése gridy malimo frakcijose
(séleny ir milty), jvertinant Zaliavos drégnj, baltymy bei peleny kiekius. Atrinktos malimo frakcijos
fermentacijos PRB eksperimentui atlikti.

TreCiojo etapo metu analizuotos biotechnologinés priemonés mikotoksiny detoksikacijai kvieciy
produktuose, naudojant PRB padermes, kurios pasizymi antigrybiniu poveikiu [123]. Eksperimento
metu vertintas jvairaus uzkrétimo lygio kvie¢iy malimo produkty poveikis fermentacijos procesui
(pH, BTR ir pieno bei acto ragsciy susidarymui (UESCh metodu), optimizuotos fermentacijos
salygos ir parinktos PRB padermés, pasizymincios didziausiu detoksikuojanc¢iu poveikiu DON ir
kitiems mikotoksinams, kuriy kiekiai buvo vertinti ELISA ir AESCh (angl. HPLC).

Pagrindiniy tyrimy schema pateikta 2.1 paveiksle.
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2.2. Medziagos

Gridiné Zaliava. Eksperimentui naudoti 2017 (n=10) ir 2018 (n=3) mety derliaus kvieciy gridy
méginiai, gauti i$ AB ,,Kauno gridai“ maltno (zr. 2.1 lent.). Méginiai laikyti - 18 °C temperatiiroje
iki tyrimy atlikimo pradzios. Eksperimentui atlikti, kvieciy gridy méginiai (200 g) sumalti
laboratoriniu valciniu maliinu (Miag Braunschweig, Masch. Nr 960082, Vokietija) ir isfrakcionuoti j
tris frakcijas, naudojant sieting purtykle (Haver EML Digital plus, Haver & Boecker, Vokietija), kur
susmulkintos griidy dalys horizontalioje plokStumoje, pusapskritimiu sukiojamos 3 minutes,
vibracijos amplitudei esant 2,5. Gautos frakcijos: | frakcija — surinkta ant 500 pum diametro akuciy
sieto, Il frakcija — praéjusi pro 500 um ir likusi ant 213 um diametro akuéiy sieto; III frakcija —
pragjusi pro 213 um diametro akuciy sietg. Kiekviename méginyje nustatyti pagrindiniai chemingés
sudéties komponentai ir jvertintas deoksinivalenolio (DON) kiekis ELISA metodu. Gautos kvieciy
malimo frakcijos laikytos 4 °C temperatiroje plastikingje pakuotéje.

2.1 lentelé. Gauty méginiy charakteristika

Még. | Baltymai, | Drégnis, | Glitimas, | Sedimentacija, | Krakmolas, | Hektolitro Kritimo
Nr % % % ml % masé, kg/hl | skaicius, s
2017 m.
1. 13,37 14,01 26,8 49,4 66,7 78,1 138
2. 13,7 13,2 25,5 49,5 66,6 77,8 180
3. 12,8 15,01 26,8 40,9 68,2 80,8 351
4. 13,7 13,4 21,2 48,4 65,2 75,9 439
5. 14,7 16,2 30,6 63,9 65,5 75,5 283
6. 13,7 13,4 21,2 48,8 65,2 75,9 439
7. 13,6 17,9 24,3 60,1 67,4 72,01 417
8. 13,3 14,7 21,7 44,3 65,6 74,9 319
9. 14,2 15,4 28,9 56,4 67,6 78,6 356
10. 13,2 14,1 26,1 47,8 67,2 80,9 416
2018 m.
1. 14,1 13,8 28,4 52,4 65,7 79,2 317
2. 14,3 13,6 28,6 50,3 66,9 75,3 297
3. 13,7 12,3 28,2 55,7 65,6 81,4 411

Mikroorganizmai. Kvie¢iy zaliavos fermentacijai naudotos pieno riigSties bakterijy Pediococcus
acidilactici LUHS29 ir LUHS236 (L29 ir L236), bei Lactobacillus brevis LUHS140 (L140), ir
Lactobacillus plantarum LUHS135 (L135) padermés, gautos i8 LSMU kolekcijos [124].
Mikroorganizmai laikyti - 80 °C temperatiiroje (Microbank, PRO-LAB DIAGNOSTICS), pries$
naudojimg atgaivinti, kultivuojant 24 val. MRS terp¢je (CMO0359, Oxoid Ltd) 35 °C temperatiiroje.
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2.3.  Tyrimo metodai
2.3.1. Drégmés nustatymas

Drégnis nustatytas pagal LST EN ISO 712:2010 [125], dziovinant méginj 105 °C temperattroje iki
pastovios masés. Drégmeés kiekis apskaiciuotas i§ méginio masés skirtumo po dziovinimo santykio
su méginio mase prie§ dziovinimg ir iSreikstas g/100 g méginio pagal formule:

Drégmes kiekis % = "= % 100; 1)

v

cla:

Mo — tirlamosios éminio dalies masé prie§ dziovinimg gramais; M — iSdziovintos tiriamosios ¢éminio dalies
masé gramais.

2.3.2. Peleny kiekio nustatymas

Peleny kiekis nustatytas pagal AOAC metodg [126]. Méginiai (5 g) pasverti 0,001 g tikslumu ir
kaitinti tigliuose, mufelingje krosnyje 550 °C temperatiiroje 24 val. Gauti pelenai po atvésinimo
pasverti ir jvertintas jy kiekis méginyje pagal formulg:

Susidariusiy peleny masé
1 PEeTU A% % 100 2)
Pasverto méginio masé

Peleny kiekis (%) =

2.3.3. Baltymy kiekio nustatymas

Baltymy kiekis griiduose nustatytas Kjeldalio metodu (AOAC 960.5209) [127]. Tiriamojo produkto
méginys (1 £ 0,01 g) mineralizuotas 20 ml koncentruota H.SO4, naudojant katalizatoriy. Gautas
tirpalas distiliuotas (Behr, Labor-Technik GmbH, Vokietija). Distiliatas nutitruotas 0,1N HClI tirpalu,
lasinus TaSiro indikatoriaus (indikatorius titravimo metu zalia spalva pakinta j violeting). Lygiai
tomis paciomis sglygomis nudistiliuotas ir nutitruotas toks pat kickis koncentruotos sieros rugsties
(tusCias méginys). I§ tiriamojo produkto méginio iSsiskyres azoto (N) kiekis apskaiCiuotas pagal
formule:

1,4xn+xk*x(V, =V,
N (i = Vo)

(%)
Baltymy kiekis= N x5,70 (%)

¢ia: 1,4 — azoto kiekis, kurj sujungia 1 ml 0,1 N HCIL; Vi1 — 0,IN HCI kiekis, sunaudotas i§
distiliuojamo mineralizato i$siskyrusiam amoniakui sujungti, ml; Vo — 0,1 N HCI kiekis, sunaudotas
tus¢iajam meéginiui nutitruoti, ml; n — HCI moliné ekvivalenty koncentracija, N; k — koeficientas,
lygus 1; 5,70 — koeficientas, naudojamas azoto kiekiui perskai¢iuoti j baltymy kiekj kviec¢iuose; m —
analizei pasvertas medziagos kiekis, g.

2.3.4. ISorinio ir vidinio uZsikrétimo mikroskopiniais grybais nustatymas

ISorinio ir vidinio uZsikrétimo mikroskopiniais grybais vertinimas atliktas tiesioginio s¢jimo ant
mieliy-gliukozés agaro su chloramfenikoliu (angl. Yeast glucose chloramphenicol agar) (Liofilchem
srl, Italija) [128]. ISoriniam uzsikrétimui jvertinti, i§ kiekvieno gridy méginio, atsitiktiniu biidu
atrinkta 10 griidy ir steriliu pincetu tolygiai iSdéliota Petri 1ékstelése ant terpés su chloramfenikoliu.
Vidiniam uzsikrétimui jvertinti, pasvertas grudy méginys (10 g) sudétas j marlinj maiselj,
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dezinfekuotas 70 % etilo spiritu 3 min. Tuomet praplautas distiliuotu vandeniu ir atsitiktiniu btadu
atrinkti gradai (10 vnt.) steriliu pincetu iSdélioti ant agaro su chloramfenikoliu Petri 1ékstelése (9
grudai aplink 1ékstele ir 1 viduryje). Lékstelés inkubuotos 7 — 10 pary 25 £ 2 °C temperatiiroje.
Mikromicety morfologiniai pozymiai vertinti Sviesiniu mikroskopu, identifikuojant gryby genciy
kolonijas pagal Lugauskas ir kt. [129] rekomendacijas. Identifikuoty mikroskopiniy gryby genciy
kolonijy Kiekis procentais apskaiciuotas pagal jomis uzkrésty griidy skaiciy.

2.3.5. Gyvybinguy mikroskopiniy gryby spory skai¢iaus nustatymas

Kvie€iy uzterStumas gyvybingomis mikroskopiniy gryby sporomis nustatytas skiedimo metodu,
naudojant mieliy-gliukozés agarg su chloramfenikoliu (angl. Yeast glucose chloramphenicol agar)
(Liofilchem srl, Italija) pagal LST ISO 21527-1:2008 [128].

Tyrimui atlikti, griidy méginys (10 g) steriliomis saglygomis purtomas su 90 ml steriliu, distiliuotu
vandeniu, 20 min. kambario temperatiiroje. Mégintuvéliuose atliekami atitinkami gryby spory
suspensijos skiedimai. Atliekami trys lygiagretiis s¢jimai j Petri 1ékSteles su agaru uzpylimo budu,
naudojant po 1 ml gauto tirpalo. Lékstelés inkubuotos 10 pary 25 + 2 °C temperatiiroje. UZaugusios
kolonijos skaiciuotos ir vertintos 7 — 10 mikroskopiniy gryby vystymosi paromis.

2.3.6. DON kiekio nustatymas ELISA metodu

DON koncentracija gridy malimo frakcijose nustatyta, naudojant RIDASCREEN® FAST DON
ELISA testa. Tai fermentinis imunologinis tyrimo metodas, skirtas greitam DON kiekio nustatymui,
kurio pagrindas yra antigeno-antikiino sgveika. Testo akutés yra padengtos fiksuojanciais antikiinais,
nukreiptais prie§ DON antikiinus. DON standartai supilstomi j testo akutes koncentracijos didé¢jimo
tvarka. Paeiliui supilstomi méginiy filtratai, gauti 5 g méginio sumaisius su 95 ml distiliuoto vandens
ir mai$ant 5 min magnetine maisykle ir gautg skystj nufiltruojant pro Whatman No.1 filtrg. Analizei
1 testo akutes jpilamas konjugatas ir DON antikiinai. Po 5 minuciy, skystis nupilamas ir pridedama
po 250 pl praplovimo buferio, po purtymo, buferis nupilamas, o procediira pakartojama du kartus.
Pasalinus visg skystj, ] testo akutes pridedama po 100 pl substrato/chromogeno tirpalo, purtoma ir
inkubuojama 3 min kambario temperattiroje tamsoje. Po 3 min pridedama po 100 pul,,STOP* reagento
1 kiekviena testo akute ir purtoma. Absorbcijos vertés iSmatuojamos per 10 min nuo ,,STOP* reagento
1déjimo, naudojant mikroploksteliy skaitytuva (Fluostar Omega BMG Labtech, KT 11891694), esant
A = 450 nm bangos ilgiui. Pagal sudaryta DON standartinés tiesés lygtj (y = - 0,0001x + 1,7723; R?
= 0,9998) apskaiciuojamas DON kiekis méginiuose.

2.3.7. Mikotoksiny Kkiekio analizé AESCh-TOF-DSGMS (Auksto efektyvumo skys¢iy
chromatografija-didelés skiriamosios gebos masiy spektrometrija) metodu

Meéginio paruoSimas. Méginiai buvo paruosti, naudojant modifikuota GLPEPS (greitas, lengvas,
pigus, efektyvus, patikimas, saugus), (angl. QUEChERS — quick, easy, cheap, effective, rugged, and
safe) metoda [130]. Tiriamasis (5 g) méginys sumaiSomas su 10 ml acetonitrilo ir 20 ul skruzdziy
ragstimi. Misinys maiSomas 10 min. Po to pridedama: 4 g MgSQg4, 1 g NaCl, 1 g tribazinio citrato
dihidrato ir 0,5 g dvigubo natrio citrato seskvihidrato. MaiSoma ir centrifuguojama 10 min, esant
3000 aps/min. Po to 6 ml acetonitrilo ekstrakto i$skiriama j kietg faz¢ (d-SPE) (j vamzdelj, kuriame
yra 450 mg PAS, 900 mg MgSOQOs anhidrido ir 150 mg Cis sorbento). Faz¢ maiSoma 1 min ir
centrifuguojama, esant 3000 aps/min. Supernatantas (4 ml) iSgarinamas azoto sraute, esant 50 °C
temperatiirai. Sausas ekstraktas iStirpinamas 150 pl vandens/metanolio tirpale (6/4 v/v), turiniame
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0,1 % skruzdziy riig§ties. MiSinys maiSomas 5 min. PrieS§ analiz¢ méginiai nufiltruojami per 0,20 pm
PVDF filtrg ir analizuojami.

Mikotoksiny AESCh - DSGMS (HPLC-TOF-HRMS), su lékio trukmés masiy analizatoriumi (angl.
time of flight - TOF) (Bruker, Vokietija), analizei atlikti naudota UltiMate 3000 (Thermo Fisher
Scientific, Vokietija) AESCh (HPLC) sistema. Chromatografinis junginiy atskyrimas atliktas,
naudojant atvirkstinés fazés analitine kolonéle (Kinetex C18, 1,7 um, 100 A, 50 x 3,00 mm;
Phenomenex, JAV), esant 0,35 ml/min srautui. Judanti fazé sudaryta i 0,5 mM amonio acetato ir 0,1
% vandeninio skruzdziy rugsties tirpalo (A komponentas) ir 0,5 mM amonio acetato su 0,1 %
skruzdziy rugStimi metanolyje (B komponentas). Mikotoksiny atskyrimas buvo atliekamas C18
kolon¢léje izokratiniu rezimu eliuuojant B ir A komponenty judriomis fazémis. Automatinio méginiy
émiklio temperattra 14 °C, o kolonélés temperattira 40 °C. Injekcijos tiiris 15 pL.

Analizé atlikta pilno nuskaitymo rezimu, kai m/z teigiamy jony skenavimo diapazonas nuo 50 iki
1000. Saltinio parametrai buvo tokie: kapiliariné jtampa 4,5 kV; desolvacijos dujy temperatiira 200
°C; azoto srautas 10 I/min; purkstuvo dujy srauto slégis 2 bar. Nuo analizés priklausomi parametrai
yra iSvardyti 1 priede. Masés tikslumas, lyginant su teorinémis vertémis, buvo priimtinas, esant
rekomenduojamam diapazonui <5 ppm m/z >200 [131].

2.3.8. Fermentuoty produkty ruoSimas

Analizuojant DON poveikj raugy fermentacijos procesui, taikyta fermentacija (masés drégnis < 65
%) Pediococcus acidilactici (L29 ir L236), Lactobacillus brevis (L140), L. plantarum (L135) pieno
rugsties bakterijy padermémis, pasizyminc¢iomis antigrybiniu aktyvumu [132]. Analizei atrinkti 2017
m. derliaus didziausig, vidutinj ir mazg DON kiek;j turiniy kvieciy malimo frakcijy méginiai bei
meéginys 1§ 2018 m. derliaus (100 = 0,01 g) palyginimui. Méginiai sumaiSyti su dist. vandeniu
santykiu 1:2 ir, jpylus 2 % (w/v) gryny pieno rugsties bakterijy suspensijos, fermentacija vykdyta
termostate anaerobinémis salygomis (Sheldon Manufacturing, Inc, Bactron
Anaerobic/Environmental Chamber, Olandija), 35 * 1 °C temperatiiroje. Méginiai atrinkti po 24 ir 48
val pH, bendro titruojamo riigstingumo bei DON kiekybinei analizei, bei po 48 h fermentacijos
platesnei mikotoksiny spektro analizei atlikti.

2.3.9. pH ir titruojamojo riigstingumo nustatymas

Analizei atlikti, méginys (5 g) sumaiSytas su 50 ml dist. vandens ir filtruotas pro popierin; filtra. pH
matuotas tiesiogiai elektrodu, naudojant pH-metra. Titruojamasis rigstingumas nustatytas pagal LST
1553:1998 [133], titruojant 0,1 N NaOH, naudojant fenolftaleino indikatoriy, ir iSreikStas 1 N NaOH
ml kiekiu, reikalingu nutitruoti rigStims, esan¢ioms 100 g méginio.

2.3.10. Pieno ir acto riigs¢iy kiekybinis jvertinimas

Organiniy rigsciy nustatymui 10 g méginio ir 40 ml distiliuvoto vandens homogenizuota (9500
aps/min; 2 min) ir centrifuguota (2500 aps/min; 20 min). Supernatantas atskirtas ir filtruotas per 0,22
um pory membraninj filtra ir naudotas chromatografinei analizei. Etaloniniai organiniy ragsciy
standarty tirpalai ruosti, iStirpinus atitinkamg organinés riigsties standartg (Sigma-Aldrich, Vokietija)
distiliuotame vandenyje, skiedziant iki 100 ml (L-pieno rugsties koncentracija 3,307 g/L; acto
rugsties — 2,136 g/L). Organiniy rigsciy kiekybinis tyrimas atliktas ultra efektyviosios skysCiy
chromatografijos (UESCh) (angl. UFLC) metodu, naudojant Shimadzu LC-20AD chromatografing
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sistemg su diody matricos detektoriumi ir Lab Solutions programine jranga (Shimadzu Corp.,
Japonija). Tiksliniams junginiams atskirti naudota atvirksciy faziy kolonélé Hydrosphere C18 (5 pm,
12 nm), 150 x 4.6 I.D. (YMC Co., Ltd., Japonija). Judancioji fazé: 20 mM NaHPO4 buferis, pH
reguliuojamas fosforo riigstimi iki 2.5. Eliuento tekéjimo greitis 1,0 ml/min, temperatiira 40 °C,
injekcijos turis 5 pl, UV detekcijos bangos ilgis 210 nm.

2.3.11. Duomeny matematiné statistiné analizé

Tirtyjy rodikliy vidutinés vertés, vidutiniy verciy paklaidos (%) ir standartinio nuokrypio vertés (o)
apskaiciuotos, naudojant MS Excel 2013 programinj paketg. Rysio tarp matuojamy rodikliy stiprumui
nustatyti naudota dvinaré¢ koreliacin¢ analizé ir grafiné duomeny iSraiSka, naudojant statistinés
programos OriginLabPro 8 (OriginLab Co., One Roundhouse Plaza, Northampton, MA 01060, JAV).
Koreliacijos stiprumas matuotas pagal Pearson‘a. Matuojamy parametry vidurkiy tarp duomeny
grupiy jvertinimui taikyta vieno faktoriaus dispersiné analizé (ANOVA). Faktoriaus reik§mingumo
lygmuo nustatytas pagal Fiserio (F) kriterijy, esant patikimumui 95 %. Rezultatai laikomi statistiskai
patikimais, kai p < 0,05.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Siame darbe atlikti tyrimai, siekiant jvertinti gridy pirminio apdorojimo (paruodima ir malima) ir
antrinio perdirbimo proceso (raugy fermentacijos) poveiki DON ir kity mikotoksiny kiekiui kvieciy
produktuose bei pasirinkty biologinés kilmés priemoniy panaudojimg Siai rizikai sumazinti.

3.1.  Mikroskopiniy grybuy genciy nustatymas ir ju gyvybingumo jvertinimas kvieciy
meéginiuose

3.1.1. Kbvieciy gridy modeliniy malimo frakcijuy charakterizavimas

Atlikus modeliniy kvie¢iy malimo frakcijy analize, nustatyta, kad 1-oje (> 500 um) ir 2-oje (213 —
500 pum) frakcijose drégmeés kiekis svyravo, atitinkamai nuo 13,77 £ 0,35 g/100 g (o = 1,13) iki 12,66
+0,38 9/100 g (6 = 1,2) (zr. 3.1 A). Maziausias drégmés kiekis nustatytas 3-oje malimo frakcijoje (<
213 pum), vidutiniskai 11,07 = 0,3 g/100 g (c = 0,95).

Baltymy kiekis malimo frakcijose kito ribose nuo 13,67 + 0,4 ¢/100 g (6 = 1,27) iki 15,71 £+ 0,38
0/100 g (o = 1,2) (zr. 3.1 B). Maziausiu baltymy kiekiu pasizyméjo stambiausiy daleliy frakcija (>
500 pm) (13,67 + 0,4 g/100 g s.m (c = 1,27)). Vertinant baltymy pasiskirstymg malimo frakcijose,
nustatyta, kad 2-oje frakcijoje (213 — 500 pum) baltymy kiekis yra vidutiniskai 2,9 % (p < 0,02), o 3-
ioje frakcijoje (< 213 um) — 14,9 % (p < 0,04) didesnis, lyginant su 1 frakcija (> 500 pm).

Peleny kiekio tyrimo rezultatai (. 3.1 C pav.) rodo, kad vidutiniS8kai didziausiu peleny kiekiu
pasizymi 1-a frakcija (> 500 um), vidutini$kai 3,13 + 0,01 g/100 g s.m (¢ = 0,31), 0 2-0je (213 — 500
pm) ir 3-0je (< 213 pum) nustatyti, atitinkamai 38,6 % ir 78,9 % mazesni kiekiai (p < 0,05).
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3.1 pav. Drégmés (A), baltymy (B) ir peleny (C) kiekio pasiskirstymas kvie¢iy gridy méginiy (Nr. 1 — 10)
malimo frakcijose: 1 frakcija: > 500 um; 2 frakcija: 213 — 500 um ir 3 frakcija: < 213 um

Duomeny koreliaciné analizé parodé¢, kad drégmés kiekis reikSmingai koreliavo su daleliy dydziu
modelinése gridy malimo frakcijose. Gautas reik§mingas koreliacijos koeficientas (r = 0,7912, p <
0,006) rodo, kad did¢jant frakcijos daleliy dydZiui, drégmes kiekis frakcijose reikSmingai didéja (Zr.
3.2 pav.).
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<213 -500 pym
Pearson'sr 0.7912
Adj. R-Square 0.57924
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3.2 pav. Drégmes kiekio malimo frakcijose priklausomybé nuo frakcijos daleliy dydzio

Vertinant baltymy kiekio pasiskirstymg modelinése malimo frakcijose (Zr. 3.3 pav.), nustatyta, kad
baltymy kiekis reikSmingai mazéjo. Gautas reikSmingas koreliacijos koeficientas (r = - 0,9327, p <
0,006), rodo, kad did¢jant frakcijos daleliy dydziui, baltymy kiekis maz¢ja statistiSkai reikSmingai.

<213 - 500 pym
Pearson's r -0.93275
Adj. R-Square 0.85378
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3.3 pav. Baltymy kiekio malimo frakcijose priklausomybé nuo frakcijos daleliy dydzio

Rezultaty koreliaciné analizé taip pat parode, kad didéjant frakeijy daleliy dydZiui, peleny kiekis
reikSmingai didéja, r = 0,8897 (p < 0,003) (zr. 3.4 pav.).
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Adj. R-Square 0.76558

N
N

<213 - 500 ym

=Y
i
[

26 28 30 32 34
>500 pm

3.4 pav. Peleny kiekio malimo frakcijose priklausomybé nuo frakcijos daleliy dydzio
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Panasias tendencijas gauna Sezer‘as ir kt [134]. Mokslininkai aiSkina, kad tokios tendencijos
priklauso nuo kvie¢iy auginimo sglygy, séleny uzterStumo sunkiaisiais metalais ir kitais neorganiniais
junginiais. Kuo daugiau sunkiyjy metaly sukaupia griidas s¢lenose, tuo didesni peleny kiekiai juose
nustatomi. Baltymy kiekiai daugiausiai griide koncentruojasi endosperme, todé¢l baltymy didziausias
kiekis ir nustatytas smulkiausioje frakcijoje (<213 um) o didesni drégmés kiekiai kaupiasi iSoriniuose
griido sluoksniuose.

3.2.  Kyviediy gridy méginiy uzsikrétimas mikroskopiniais grybais
3.2.1. Mikroskopiniy grybuy gyvybingu spory jvertinimas kvieciy griidy méginiuose

Kvie¢iy gridy méginiai, gauti po 2017 m. derliaus nuémimo, buvo auginti vyraujant Siltam ir
drégnam orui. Palyginimui tirti 2018 m. kvieciy gridy méginiai, kuriy augimo ir derliaus nuémimo
metu oro temperatiira buvo zemesné bei mazesnis krituliy kiekis, lyginant su 2017 m. Pagal Van Der
Fels‘a ir kt. [135], DON ir kity mikotoksiny koncentracijos kvie€iuose gali padidéti esant auksStesnei
temperatirai, didesniam santykiniam drégniui ir krituliy kiekiui javy augimo metu, todél per
pastaruosius du deSimtmecius jy nustatoma vis daugiau ir didesnémis koncentracijomis.

Atliekant kvieciy gridy méginiy morfologinius mikroskopiniy gryby tyrimus, 2017 m. kvie¢iy grudy
méginiai (n=10) buvo suskirstyti j Il grupes pagal nustatytas deoksinivalenolio (DON)
koncentracijas: I grupé — DON kiekis nuo 0 iki 600 pg/kg s.m., II grupé — DON kiekis nuo 601 iki
2300 pg/kg s.m., ir 11l grupé — DON kiekis nuo 2301 iki 5000 pg/kg s.m. Grady uzsikrétimo
mikroskopiniy gryby gyvybingomis sporomis tyrimo rezultatai pateikti 3.5 A paveiksle. DON 2018
m. maistiniy kvie¢iy méginiuose nebuvo nustatytas taikant ELISA metoda (DON aptikimo riba < 200
Mg/kg), todél buvo prilygintas 0 (7. 3.5 B pav.).

Gyvybingy mikroskopiniy gryby spory skaicius 2017 m. | grupés griidy méginiuose sudaré (1,07 =
0,23) x 10* KSV/g (6 = 0,4), 1T grupés — (2,86 + 1,12) x 10°KSV/g (6 = 1,95) ir I1I grupés méginiuose
nustatyta (25,23 + 15,66) x 10*KSV/g (¢ = 31,32) (2r. 3.5 A pav.)
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3.5 pav. Bendras gyvybingy mikroskopiniy gryby spory skai¢ius ir DON koncentracijos 2017 m. (A) ir 2018
m. (DON < 200 pg/kg) (B) kvieéiy grudy méginiuose

Mikroskopiniy gryby gyvybingy spory skaicius nustatytas 2018 m. derliaus kvie¢iy méginiuose
sudaré nuo (2,33 +0,33) x 103 (6 = 0,57) iki (4,33 = 0,33) x 103 KSV/g (c = 0,57) (¢r. 3.5 B pav.).
Palyginus skirtingy mety derliaus maistiniy kvie¢iy méginiy grupes, mikroskopiniy gryby spory 2017
m. derliaus méginiuose buvo nustatyta 32,7 kartus daugiau (p > 0,05) nei 2018 m. méginiuose.

Galima teigti, kad uzsikrétimas mikroskopiniy gryby sporomis reik§mingai priklauso nuo aplinkos
salygy gridy augimo ir derliaus nuémimo metu ir tai gali potencialiai padidinti mikotoksiny
susidarymo gridy sandéliavimo metu rizika.

Atlikus visy grudy méginiy tyrimo rezultaty statistine analizg (Zr. 3.6 pav.), pastebétas galimas DON
koncentracijos padid¢jimas 2017 m. griidy méginiuose, didéjant uzsikrétimui mikroskopiniy gryby
sporomis, taciau stipri koreliaciné priklausomybé¢ nenustatyta (r = 0,3818, p > 0,05).

Deoksinivalenolio koncentracija, pg/kg s.
Pearson's r 0.38175
Adj. R-Square 0.03895
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3.6 pav. Koreliacija tarp mikromicety spory skai¢iaus ir DON koncentracijos kvie¢iy gridy méginiuose
(2017 m.)
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Siekiant tiksliau jvertinti gautas tendencijas, atlikta duomeny regresiné analizé atskirose 2017 m.
kvieCiy méginiy grupése (Zr. 3.7 pav.). Stipri koreliaciné priklausomyb¢ tarp DON kiekio ir
gyvybingy mikroskopiniy gryby skai¢iaus nustatyta I-oje grupéje (atitinkamai r = 0,9190, p > 0.05)
(zr. 3.7 A pav.), taCiau Il-oje grupéje nustatyta atvirkstiné¢ priklausomybé tarp uzsikrétimo
gyvybingomis sporomis ir DON kiekio (r = - 0,9972, p < 0,05) (zr. 3.7 B pav.), o lll-ioje grupéje
nustatyta vidutinio stiprumo atvirkstiné priklausomybé (r = - 0,4154, p > 0,05) (¢r. 3.7 C pav.) tarp
analizuojamy parametry. Tai rodo, kad esant dideliam mikroskopiniy gryby spory skai¢iui po derliaus
nuémimo, kuris yra nereglamentuojamas ir netikrinamas, pradinis DON kiekis kvieciy gruduose gali
biiti mazas ir zenkliai padidinti mikotoksiny susidarymo tikimybe, griidy sandéliavimo metu.

DON koncentracija, pg/kg s.m DON koncentracija, pg/kg s.m
Pearson's r 0.91905 Pearson's r -0.99725
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3.7 pav. Priklausomybés tarp DON koncentracijos ir mikroskopiniy gryby gyvybingy spory skai¢iaus grudy
méginiy grupése: I grupé — DON kiekis 0 — 600 pg/kg s.m. (A), I grupé — DON kiekis 601 — 2300 pg/kg
s.m. (B) ir III grupé — DON Kkiekis 2301 — 5000 pg/kg s.m (C)

Kaip aiskina Fredlund ir kt. [136] tokios koreliacijos tarp DON ir mikroskopiniy gryby spory
skaiCiaus priklauso nuo klimato veiksniy, turinCiy poveikj mikromicety riisiy geografiniam
pasiskirstymui. Net jei klimato zona yra palanki mikromicety sporoms plisti (Silta, drégna, véjuota),
nereiSkia, kad mikroskopiniai grybai kolonizave augalus pradés iSkart produkuoti mikotoksinus.
Mikotoksinus mikromicetai pradeda produkuoti tada, kada bando pazeisti sveiko augalo vaisiaus,
Siuo atzvilgiu grido gynybinius mechanizmus ir pasiekti griido maistines medziagas.
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Remiantis gautais rezultatais galima biity teigti, kad esant dideliam kvieciy gridy uzsikrétimui
mikroskopiniy gryby sporomis, ne visais atvejais zaliavoje bus aptiktas didesnis DON kiekis. Bet taip
pat, esant drégnam klimatui ir tinkamai temperatiirai, visais atvejais did¢ja rizika kvieciy griidams
(skirtiems tiek maistui, tick pasarams) uzsikrésti ne tik mikroskopiniais grybais, bet ir mikotoksinais.

3.2.2. Mikroskopiniy grybu padermiy kvie¢iy méginiuose identifikavimas ir uZsikrétimo
jomis jvertinimas

Vertinant griidy iSorinj uzterStuma mikroskopiniais grybais nustatyta, kad tirti griidy méginiai buvo
uzkrésti 7 skirtingomis mikromicety gentimis. Taip pat nustatyta, kad visi analizuoti gridy méginiai
buvo uzsikréte bent viena mikroskopiniy gryby gentimi. ISorinio ir vidinio kvieciy gridy méginiy
uzsikrétimo mikroskopiniy gryby gentimis rezultatai pateikti 3.8 paveiksle.

Identifikuotos mikroskopiniy gryby gentys iSvardintos mazéjancia grudy uzkrétimo tvarka: Fusarium
spp., Alternaria spp., Penicillium spp., Verticillium spp., Mucor spp., Aspergillus spp. ir Rhizopus
spp. Labiausiai vyraujancios mikroskopiniy gryby gentys, vertinant iSorinj uzsikrétima yra: Fusarium
spp. (100 % méginiy), Alternaria spp. (60 % méginiy), Penicillium spp. bei Verticillium spp. (50 %
méginiy).

Vidinés gruidy infekcijos analizé parodé, kad griidy méginiai labiausiai buvo uzkrésti Fusarium spp.
gentimi, nors gruady pavirSius prie§ tyrimg buvo sterilizuotas. Identifikuotos griidy vidinio
uzsikrétimo mikroskopiniais grybais gentys iSvardintos mazéjancia uzkrétimo tvarka: Fusarium spp.,
Penicillium spp., Aspergillus spp., Alternaria spp., Verticillium spp. ir Mucor spp. Labiausiai
paplitusios mikromicety gentys vidinio uzkrétimo mikromicety sporomis atveju buvo: Fusarium spp.
(100 % méginiy), Alternaria spp. (80 % méginiy), o kiti mikroskopiniai grybai uztersé apie 70 %
griidy méginiy.
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3.8 pav. Kvieéiy griidy méginiy nr. 1 — 10 i$orinis ir vidinis uzsikrétimas mikroskopiniais grybais

Analizuojant 2018 m. griidy méginius, nustatyta, kad 57 % tirty griidy, vidinio uZsikrétimo atveju,
nebuvo uzsikréte jokia mikroskopiniy gryby gentimi (. 3.9 B pav.). ISorinio uzsikrétimo
mikroskopiniais grybais atveju nustatyta, kad didziausig dali (89 %) kvie¢iy méginiuose sudare Sios
mikroskopiniy gryby gentys: Alternaria spp. (42 %), Verticillium spp. (26 %) bei Rhizopus spp. (21
%) (zr. 3.9 A pav.). Vidinio uzsikrétimo mikroskopiniais grybais atveju nustatyta, kad didziausig dalj
(26 %) sudaré Sios mikroskopiniy gryby gentys: Rhizopus spp. (13%), Aspergillus spp. (7 %) ir

Vertticilium spp. (6 %).

UZsikrétimo lygis, %
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3.9 pav. 2018 m. derliaus kvie¢iy grudy iSorinis (A) ir vidinis (B) uzsikrétimas mikroskopiniy gryby
gentimis

Tirty kvieciy griidy meginiy atveju Siltesnis ir drégnesnis oras vyravo 2017 metais. Vidutinis metinis
krituliy kiekis 2017 m. Lietuvoje (66,66 mm) buvo 1,72 karto didesnis, lyginant su 2018 m. (35,58
mm), o vidutiné metiné oro temperatira (12 °C) 2018 m. buvo 3,1 °C Zemesné¢, nei 2017 mety
vidutiné metiné oro temperatiira [137]. Tai galéjo paveikti ne tik uzkrétimo mikroskopiniy gryby
sporomis, bet ir mikotoksinais skirtumus.

Siuo metu renkami ir apdorojami rezultatai rodo, kad besikei¢iantis klimatas gali padidinti pasaulinés
svarbos augaly ligy spektrg ir sunkumg per ateinanc¢ius 20 mety. Anot Huntingford‘as ir kt.[138],
prie§ derliaus nuémimg, klimato kaitos poveikis mikotoksinams gali pasireiksti per gryby spory
sgveikg. Javai gali tapti dar jautresni mikroskopiniams grybams, kas pasibaigty didesne DON
koncentracija juose. Nepaisant to, tokig rizikag sunku jvertinti, nes trumpalaikiai sezoniniai
svyravimai, gali slépti ilgalaikius, Zmogaus sukelty aplinkos pokyc¢iy poveikius, augaluose esanciai
mikotoksiny koncentracijai. Uzsléptas mikroskopiniy gryby, po griido luobele, skaicius pries derliaus
nuémimg gali i§ esmés situacijg pakeisti jei griidai bus sandéliuojami ir tvarkomi mikromicetams
palankiomis salygomis. Tokiu atveju mikotoksiny koncentracijos Zenkliai padidéty ir atsirasty
pavojus vartotojy sveikatai.

3.3. Mikotoksiny kiekio gridy méginiuose ir juy pasiskirstymo gridy modelinése malimo
frakcijose jvertinimas

Kvieciy griidy méginiy chromatografiné analizé (zr. 3.10 pav.) parodé¢, kad tirti gridy méginiai
uzkrésti DON, ZEA ir dar 9 mikotoksinais (Z7. 2 prieda). Septyniuose i§ deSimties analizuoty méginiy
DON kiekis virsijo didziausig leisting koncentracija (1250 pg/kg) [43], kituose méginiuose DON
koncentracija nustatyta 202 — 570 pg/kg s.m. ribose. Taip pat 5-iuose i$ jy virSyta leistina ZEA
koncentracija (> 100 pg/kg) [43].

2017 m. kvie¢iy grudy meéginiuose nustatyti tokie mikotoksinai (z7. 3.10 pav.), iSvardinti pagal
nustatytas vidutines koncentracijas: DON (2724,8 + 609 pg/kg s.m., n = 10), D3G (264,56 + 57,01
pg/kg s.m., n = 10), ZEA (227,1 £ 75,32 pg/kg s.m., n = 7), ENNB (223,14 + 74,97 ug/kg s.m., n =
10), ENNB; (78,54 + 26,86 pg/kg s.m., n = 10), 15-AcDON (28,61 * 8,96 pg/kg s.m., n =5), AOH
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(20,65 = 5,79 pg/kg s.m., n = 5), ENNA (11,18 + 2,81 pg/kg s.m., n = 10), HT-2 toksinas (8,34
2,73 pg/kg s.m., n =7), T-2 toksinas 1,43 £+ 0,38 pg/kg s.m., n = 2).
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3.10 pav. Mikotoksiny koncentracijos tirtuose 2017 m. kviec¢iy gridy méginiuose (AESCh)

DON pasiskirstymas kvie¢iy gridy modelinése malimo frakcijose vertintas ELISA (Zr. 3.11 pav.) ir
chromatografiniu (AESCh) (zr. 3.12 pav.) metodais. Eksperimentai parodé¢, kad esant dideliam grady
uzsikrétimui DON (nr. 1, 2, 4-8 griidy méginiai), po malimo ] visas frakcijas per¢jo dideli
mikotoksino kiekiai (zr. 3.11 pav.). Taip pat pastebéta, kad esant mazam gruady uzsikrétimui (200 —
300 pg/kg), DON lieka stambiausioje frakcijoje (> 500 pm) (3.1F, 9.1F ir 10.1F frakcijos) ir j
smulkesnes frakcijas nepereina. Atlikti tyrimai parodé, kad kuo didesné DON pradiné koncentracija,
tuo didesnis sumazéjimas pastebimas smulkiausioje malimo frakcijoje (< 213 um) (4.3F, 5.3F ir 6.3F
frakcijos): 53,8 % méginiuose, kuriuose DON kiekis 600 — 2300 pg/kg s.m. ir 70,3 % méginiuose,
kuriuose DON kiekis 2300 — 5000 pg/kg s.m., o didesni kiekiai lieka stambiausioje frakcijoje (> 500
pm), atitinkamai 70,01 %. Tai parodo, kad esant nepalankioms klimatinéms salygoms, mikotoksinai
po derliaus nuémimo galimai kaupiasi grido virSutiniuose sluoksniuose.

Remiantis Edwards‘o ir kt. tyréjy rezultatais [139], tendencijos panaSios. Kai stebimas didesnis
meéginio uzsikrétimas DON, pastebimas didesnis sumaz¢jimas smulkesnése malimo frakcijose. Taip
pat autoriai pabrézia, kad labai svarbus procesas yra Svarus didesniy daleliy atskyrimas nuo
smulkesniy frakcijy. Tam tikrais atvejais, kai uzterSiamos smulkesnés dalelés stambesniy frakcijy
dalelémis, gaunamos padidéjusios vertés milty frakcijoje. Tyrimo metu, mokslininkams, pavyko
nustatyti tarp smulkiausios frakcijos ir nefrakcionuoto méginio (DON > 5000 pg/kg) 73 % DON
koncentracijos skirtumg.
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3.11 pav. DON kiekio pasiskirstymas 2017 m. kvie¢iy méginiuose ir jy malimo frakcijose (ELISA)

Vertinant malimo ir frakcionavimo poveikj DON pasiskirstymui modelinése malimo frakcijose (Zr-
3.11 pav.), nustatyta, kad frakcionavimas reik§mingai (p < 0,05) sumazino DON kiekj 1-0je (< 230
pum), 2-oje (213 — 500 pum) ir 3-oje (> 500 um) frakcijose, atitinkamai 30,6 %, 48,2 % ir 67,4 %,
lyginant su nefrakcionuotu méginiu.

Analogiski rezultatai gauti, analizuojant meéginius AESCh metodu (Zr. 3.12 A pav.). Didziausi DON
kiekiai, kaip ir pirmuoju atveju, nustatyti 1-oje malimo frakcijoje (> 500 um) 97,8 % (p < 0,05). Po
malimo ir frakcionavimo 1 (> 500 pm), 2 (213 — 500 pum) ir 3 (< 213 pm) malimo frakcijose DON
koncentracija sumazéjo, atitinkamai 28,7 %, 41,2 % ir 60,7 % (p < 0,05).
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3.12 pav. Deoksinivalenolio (DON) (A) ir kity mikotoksiny (B) koncentracija (AESCh metodas) 2017 m.
gridy méginiuose ir jy malimo frakcijose

Ivertinus kity mikotoksiny peré¢jima j malimo frakcijas (Zr. 3.12 B pav.) nustatyta, kad vidutiniskai
daugiausia, po frakcionavimo, 1-oje frakcijoje (> 500 um) lieka: 93,9 % 15-AcDON, 85,2 % HT-2,
64,4 % D3G, 15,7 % ENNB toksiny (p > 0,05), 2-0je frakcijoje (213 — 500 pum): 90,2 % ZEA, 67,7
% AOH, 65,1 % ENNB, o D3G ir 15-AcDON atitinkamai 44,9 % ir 47,5 % (p > 0,05). Po
frakcionavimo maziausia 1-oje frakcijoje aptikta Siy toksiny: 25,4 % ZEA, 21,1 % ENNA, 15,4 %
ENNB: (p > 0,05), 0 2-0je frakcijoje maZziausia nustatyta 27,8 % ENNB; toksino koncentracija (p >
0,05). Taip pat nustatyta, kad vidutiniskai daugiau, 2-0je frakcijoje lyginant su 1-a frakcija, buvo siy
toksiny: 2,4 karto ENNB, 1,79 karto ENNBy, 3,5 karto ZEA ir 3,7 karto ENNA (p > 0,05). Nustatant
frakcionavimo poveikj kity mikotoksiny sumazinimui miltuose (3 frakcija, < 213 pum), nustatyta, kad
vidutini$kai daugiausia sumazgjo: 2,02 karto 15-AcDON, 1,09 karto D3G ir 1,5 karto AOH (p <
0,05), o maziausia ZEA — 1,05 karto. Taip pat nustatyta, kad 3-oje frakcijoje koncentruojasi ENNB,
ENNB31, HT-2 toksinai, atitinkamai 24 %, 11,5 % ir 18,5 % jy buvo nustatyta daugiau, lyginant su
nefrakcionuotu méginiu (p > 0,05).

Tai parodo, kad pirminio gridy valymo ir frakcionavimo neuZtenka mikotoksiny rizikos
sumazinimui, nes mikotoksinai nevienodai pasiskirsto malimo frakcijose: atvejais, kai stebimas DON
koncentracijos mazéjimas, mazéjant frakcijy daleliy dydziui, pastebimas kity mikotoksiny
koncentracijos did¢jimas Siose frakcijose. Todél esant maZesnéms mikotoksiny koncentracijoms
s¢lenose, atsiranda tikimybé susidaryti didesnéms jy koncentracijoms miltuose, ko pasé¢koje did¢ja
rizika Siy toksiny patekimui } maisto produktus

Priklausomybiu jvertinimas. Atlikus abiejy metody (ELISA ir AESCh) palyginamajj jvertinima,
gauta stipri statistiSkai reikSminga priklausomybé¢ tarp nustatyty DON koncentracijy: gautas aukStas
koreliacijos koeficientas (r = 0,9946, p < 0,05) patvirtina gauty tendencijy patikimuma (zr. 3.13 pav.).
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3.13 pav. Koreliacija tarp nustatytos DON koncentracijos AESCh ir ELISA metody

Ivertinus priklausomybes tarp DON ir kity mikotoksiny kiekiy, gauti vidutinio stiprumo statistiskai
patikimi rysiai (p < 0,05) tarp DON ir 15-AcDON bei D3G, atitinkamai r = 0,8449 ir r = 0,7976 (zr.
3.14 pav.). Remiantis gautomis priklausomybémis, galima teigti, kad esant dideliam DON kiekiui
meéginiuose, padid¢ja galimybe ir kity mikotoksiny susidarymui. Nors $ie mikotoksinai §iuo metu
néra reglamentuojami, taciau vis daugéja studijy apie jy toksikologinj efekta gyvuliy ir Zmoniy
sveikatai [140].
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3.14 pav. Koncentracijy priklausomybés tarp DON ir 15-AcDON (A) bei DON ir D3G (B)
nefrakcionuotuose méginiuose

Statistiskai patikimy (p > 0,05) koreliacijy tarp kity mikotoksiny ir DON koncentracijos nenustatyta
(zr. 3.15 pav.). Todél galima manyti, kad esant dideliam DON kiekiui méginiuose, kity mikotoksiny
koncentracijos gali svyruoti jvairiose ribose.
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3.15 pav. Priklausomybés tarp DON ir kity mikotoksiny: ZEA (A), ENNA (B), ENNB (C), ENNB; (D),
AOH (E) bei HT-2 (F) koncentracijy nefrakcionuotuose kvieéiy méginiuose

Gauti tyrimai parodé, kad malimo proceso metu DON néra visiskai pasalinamas. Jis persiskirsto ir
koncentruojasi tam tikrose malimo frakcijose. Maistiniy kvieciy, kuriuose DON koncentracija gali
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biiti mazesné uz reglamentuojamg, malimas lemia maziau uzterSty maistui skirty frakcijy (milty)
gavimg. Taciau didesné koncentracija gali likti gyviiny pasarams naudojamose frakcijose (sélenose).
DON gali koncentruotis iSorinése grido dalyse. Nors paprastai $ios dalys beveik visada naudojamos
gyviny pasarams, kartais jos naudojamos tiesioginiam Zmoniy vartojimui, siekiant papildyti mitybos
raciong skaidulomis. DON peréjimas j milty frakcija po malimo yra labai skirtingas: nuo > 70 % iki
53 %. Sis pasiskirstymas priklauso nuo griidy uzkrétimo DON lygio: kuo didesné pradiné DON
koncentracija, tuo didesnis procentinis DON koncentracijos sumaz¢jimas, tuo mazesnis DON kiekis
yra isfrakcionuotuose grudy produktuose — miltuose, nes didesné dalis DON lieka s¢lenose [81,82].
Taciau, esant didesniam uzsikrétimui, didéja rizika, kad po malimo j miltus pereis santykinai didesnis
DON kiekis. Kitas faktorius gali biti pelésiy jsiskverbimo  gridus gylis. Nors iSoriniuose gridy
sluoksniuose paprastai yra daugiau DON, pelésiai gali jsiskverbti j griidus, o tai baigtysi didesne DON
koncentracija vidinéje dalyje ir mazesniu DON sumazéjimu miltuose nei sélenose [83-85]. Todél
svarbus kompleksiniy priemoniy taikymas mikotoksiny, tame tarpe DON, detoksikavimui maisto
gamybos grandingje.

Toliau analizuotos DON detoksikacijos galimybés raugy fermentacijos duonos gamyboje metu,
parenkant mikroorganizmus ir fermentacijos salygas efektyviam mikotoksiny kiekio sumazinimui.
Eksperimentui atlikti pasirinkti auksto uzkrétimo lygio griidy méginiai nr. 2 (DON 4770 pg/kg), nr.
5 (DON 2277 pg/kg) ir nr. 7 (DON 2861 pg/kg).

3.4.  Skirtingo uzsikrétimo kviefiy malimo produkty poveikis fermentacijos procesui

Vertinant skirtingo uzsikrétimo DON kvieCiy zaliavos poveikj fermentacijos pieno ragsties
bakterijomis (PRB) procesui, fermentuojant nefrakcionuotus griidy méginius ir jy malimo 1 (> 500
pm) ir 2 (213 — 500 pum) frakcijas, nustatyta, kad tiek terpé, tick PRB padermé turéjo poveikj rigscéiy
susidarymui fermentacijos metu (Zr. 3.16 — 3.18 pav.).

pH ir BTR pokyciai fermentacijos terpéje. Pirmajame etape, analizuojant skirtingy gridy méginiy
malimo frakcijy fermentacijos P. acidilactici LUHS29 ir L. brevis LUHS140 procesa (7. 3.16 pav.),
nustatyta, kad geriausiai fermentavosi 5.1 ir 5.2 bei 7.2 frakcijos, kuriuose po frakcionavimo buvo
maziausios DON koncentracijos (1355 ir 1286 pg/kg), o blogiau fermentavosi gridy méginio nr. 2
frakcijos, kuriose DON koncentracija buvo 3052 ir 3571 pg/kg. Rezultatai parodé, kad po 24 h L.
brevis ir P. acidilactici fermentuoty visy frakcijy pH vertés sumazéjo vidutiniskai 49,8 % (p < 0,05),
lyginant su kontrolinio méginio vidutine verte (pH 4.87), o po 48 h fermentacijos nustatytas pH verciy
padidéjimas, lyginant su 24 h fermentacijos periodu (zr. 3.16 B pav.), t.y. 3,8 — 7,9 %, fermentuojant
L. brevis, ir 6,4 —8,4 % (p > 0,05), fermentuojant P. acidilactici. Tai reiskia, kad uzkréstoje zaliavoje
rugsc¢iy susidarymas nebuvo intensyvus.

Taip pat nustatyta, kad pH vertés po 48 h fermentacijos priklausé nuo DON kiekio méginyje. Frakcijy
5.1 ir 5.2 bei 7.1 ir 7.2 terpés pH vertés, fermentuojant L. brevis vidutiniskai padid¢jo, atitinkamai
5,91ir 8,1 % bei 5,8 ir 4,9 %, o fermentuojant P. acidilactici, atitinkamai 4,1 ir 10,3 % bei 3,1 ir 1,7
% (zr. 3.16 B pav.) (p < 0,05).
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3.16 pav. pH vertés po 24 h (A) ir 48 h (B) kvietiniy milty terpéje, fermentuojant skirtingomis PRB: L29 —
Pediococcus acidilactici LUHS29; L140 — Lactobacillus brevis LUHS140. K — neuzkrésty DON viso grido
kvieciy grudy milty terpé

Ivertinus BTR tyrimo rezultatus (zr. 3.17 pav.), nustatyta, kad fermentuojant L. brevis ir P.
acidilactici 24 h, BTR vertés 2.1, 5.1 ir 7.1 méginiuose (< 230 um frakcija) kito vidutiniskai nuo 14,8
°N iki 20,5 °N, o méginiy 2.2F, 5.2F ir 7.2F (230 — 500 um frakcija) BTR vertés fermentuojant L.
brevis, padidéjo iki 11,4 — 18,9 °N, o fermentuojant P. acidilactici, BTR padidéjo iki 14,3 — 20 °N
lyginant su kontrolinio méginio verte (11,2 °N). 48 h fermentacija padidino BTR vertes 1,9 — 2,0
karto (2.1F, 5.1F ir 7.1F frakcijos), o fermentuojant 2.2F, 5.2F ir 7.2F frakcijas $is padidéjimas gautas
2,12 (P. acidilactici) ir 1,87 karto (L. brevis) (p < 0,05). Statistiskai reik§mingy skirtumy tarp
kontrolinio méginio ir fermentuoty tiek P. acidilactici, tiek L. brevis frakcijy BTR ver¢iy po 24 h
nenustatyta.

25

BTR, °N

3.17 pav. BTR vertés po 24 h (A) ir 48 h(B) kvietiniy milty terpéje, fermentuojant skirtingomis PRB: L29 —
Pediococcus acidilactici LUHS29; L140 — Lactobacillus brevis LUHS140. K — neuzkrésty DON viso griido
kvieciy grudy milty terpé

Antrojo eksperimento metu, analizuotas smulkiausiy malimo frakcijy, 48 h fermentacijos
Lactobacillus plantarum LUHS135 ir Pediococcus acidilactici LUHS236 padermémis procesas (zr.
3.18 pav.). Sio eksperimento metu nustatyta, kad 1.3, 2.3 ir 3.3 frakcijy terpés, fermentuotoje L.
plantarum ir P. acidilactici rigstingumas buvo mazesnis, nei pirmojo eksperimento atveju (kai
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fermentuotos stambesnés frakcijos): Siy méginiy pH vertés nustatytos didesnés, atitinkamai 23,5 —
31,8% ir 28,8 —32,2 %, o BTR mazesnés vidutiniskai 15,2 ir 36,2 % (Zr. 3.18 A, B), nei fermentuojant
didesniy daleliy malimo frakcijas (zr. 3.16 — 3.17 pav.). Nenustatyti reikSmingi skirtumai tarp pH ir
BTR ver¢iy, lyginant atskiry méginiy frakcijas (Zr. 3.18 pav.).
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3.18 pav. pH (A) ir BTR (B) vertés kvietiniy milty terpéje po 48 h fermentacijos skirtingomis PRB: L135 —
Lactobacillus plantarum LUHS135 ir L236 — Pediococcus acidilactici LUHS236

Apibendrinant, pirmajame etape analizuoty kvieciy grudy méginiy frakcijose DON koncentracija
sudaré 1286 — 3571 pg/kg s.m, o antrojo eksperimento atveju nuo 0 iki 1731 pg/kg s.m. Palyginus I-
0 ir ll-o etapo fermentacijos po 48 h rezultatus tarp $iy grupiy, matyti, kad fermentuojant méginius
su didesne DON koncentracija, pH vertés gaunamos mazesnés vidutinisSkai 1,5 karto (p < 0,05)).
Tokia pat tendencija nustatyta tarp BTR verciy Siose grupése, atitinkamai didesné BTR verte
nustatyta I-oje grupé¢je, ribose nuo 1,56 iki 1,61 karto (p < 0,05).

Atlikus duomeny regresing analize, nustatyta stipri neigiama tiesiné priklausomybé (r = - 0,9376, p <
0,05) tarp DON kiekio méginiuose ir terpés pH, kuri parodé, kad didéjant DON kiekiui méginiuose,
pH vertés mazéja (Zr. 3.19 A pav.). Atitinkamai, gauta teigiama priklausomybé tarp DON kiekio ir
terpés BTR verciy (r = 0,9605, p < 0,05) (zr. 3.19 B pav.).
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3.19 pav. Priklausomybés tarp DON koncentracijos méginiuose ir fermentacijos terpés pH (A) ir BTR (B)
verciy

48



Apibendrinant gautus rezultatus, galima teigti, kad pH ir BTR vertés fermentuojamuose méginiuose
daugiausia priklaus¢ nuo DON koncentracijos, taip pat naudotos PRB padermés ir fermentacijos
trukmeés. Remiantis statistinés analizés rezultatais, dideliu DON kiekiu uZkréstuose méginiuose PRB
intensyviau produkuoja terpe rugstinancius metabolitus. Kaip jau pastebéta anks$ciau, lyginant
skirtingo uzkrétimo DON griidy meéginiy grupes, Zemesnés pH vertés nustatytos meéginiuose,
kuriuose DON koncentracija didesné. Taip pat, jvertinus fermentacijos trukmés poveikj pH ir BTR
pokyciams pastebéta, kad mazesnés pH ir didesnés BTR vertés nustatytos po 48 h fermentacijos.

Toliau atliktas eksperimentas skirtas raugy gamybos proceso poveikio griidy malimo frakcijose
esan¢iy mikotoksiny detoksikacijai jvertinimui ir labiausiai mazinanéiy mikotoksiny kiekius PRB
padermiy parinkimui ir fermentacijos salygy nustatymui.

3.5.  Mikroorganizmy parinkimas mikotoksiny kiekio sumazinimui kvieciy produktuose

Tyrimo rezultatai rodo (zr. 3.20 pav.), kad fermentuojant PRB uzkrésty DON griidy méginiy nr. 2,
nr. 5 ir nr. 7 malimo frakcijas L. brevis LUHS140 paderme, DON koncentracijg 2.1F, 5.1F ir 7.1F
malimo frakcijoje (> 500 um) pavyko sumazinti vidutiniSkai 40,9 % (p>0,05), o 2.2F, 5.2F ir 7.2F
(213 — 500 pm) méginiuose — vidutiniskai 47,4 % (p > 0,05). Fermentuojant P. acidilactici LUHS29,
DON kiekis 2.1F, 5.1F ir 7.1F frakcijose sumazéjo 53,9 (p > 0,05), o0 2.2F, 5.2F ir 7.2F frakcijose —
40,2 % (p>0,05).

Jvertinus gautus rezultatus, pastebéta, kad fermentuojant L. brevis LUHS140 ir P. acidilactici
LUHS29 grudy méginius, kuriuose nustatytas didelis DON kiekis (> 1400 pg/kg s.m) nepavyko
sumazinti DON iki leidziamy, Komisijos reglamente 1881/2006 nustatyty, kiekiy (750 pg/kg
apdorotiems kvie¢iams) [43]. Tac¢iau, fermentuojant atrinktomis PRB gridy méginius, kuriuose DON
koncentracija nevirSija 1400 pg/kg, galima biity sumazinti §io mikotoksino didesniy kiekiy patekimo
1 produkta rizika. Méginiuose, kuriuose DON koncentracija nustatyta mazesné kaip < 1400 pg/kg
s.m, fermentuojant P. acidilactici LUHS29, DON koncentracija galima sumazinti 44,6 — 55,9 % (5.1
ir 7.2 méginiai) iki, atitinkamai 597 ir 712 pg/kg s.m (p < 0,05) (zr. 3.20 pav.). Ivertinus L. brevis
LUHS140 pajéguma sumazinti DON koncentracijg atitinkamose frakcijose, nustatytas 35,2 % ir 34,9
% DON koncentracijos sumazéjimas 5.1 ir 7.2 frakcijose.
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3.20 pav. Skirtingy PRB poveikis DON kiekiui (ELISA), fermentuojant 48 h grady méginiy malimo
frakcijas (DON 1280-3600 pg /kg s.m). F — modelinés malimo frakcijos; L140 — Lactobacillus brevis
LUHS140; L29 — Pediococcus acidilactici LUHS29
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Ivertinus fermentacijos kitomis PRB poveikj DON kiekiui (zr. 3.21 A pav.), nustatyta, kad L.
plantarum LUHS135 ir P. acidilactici LUHS236 labai efektyviai mazino DON koncentracija didelio
uzsikrétimo frakcijose (1873 — 2874 pg/kg s.m): 1.2F ir 1.3F po fermentacijos, minétomis
padermémis, frakcijose DON kiekis sumazéjo vidutiniskai 95,2 % (p < 0,05). Ivertinant iy PRB
poveikj mazesnio uzsikrétimo DON (85 — 143 pg/kg s.m), 3.2F ir 3.3F frakcijose, P. acidilactici
DON kiekj vidutiniskai sumazino 29,4 % (p > 0,05), o L. plantarum sumazino DON koncentracijg

22.8 % (p > 0,05).
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3.21 pav. Fermentacijos Lactobacillus plantarum LUHS135 (L135) ir Pediococcus acidilactici LUHS236

(L236) poveikis DON (A) bei kitiems mikotoksinams (B) atskirose kvie¢iy gridy malimo frakcijose
(AESCh). Fermentacijos trukmé 48 h

Ivertinus 48 h fermentacijos Lactobacillus plantarum LUHS135 ir Pediococcus acidilactici
LUHS236 poveikj kitiems mikotoksinams nustatyta (zr. 3.21 B pav.), kad po fermentacijos 1.2F ir
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1.3F méginiy frakcijose, 100 % eliminuojami $ie toksinai: 15-AcDON, AOH, D3G ir HT-2 (p < 0,05).
Didziausias vidutinis sumazéjimas ZEA atveju pastebétas 1.2F, 1.3F ir 3.3F méginiy frakcijose,
atitinkamai 97,5, 95,1 ir 37,3 %, fermentuojant L. plantarum, o fermentuojant P. acidilactici nuo 61,8
ki 97,9 % (p < 0,05). Toksiny ENNA, ENNB, ENNB;: koncentracijos vertintose méginiy frakcijose
(1.2F, 1.3F, 3.2F, 3.3F) vidutiniskai sumazéjo fermentuojant L. plantarum, atitinkamai 61,6 — 72,7
%, 14,9 — 81,33 % ir 4,7 — 91,2 %, o P. acidilactici 52,7 — 80,5%, 67,2 — 82,9 % bei 4,7 — 100 % (p
< 0,05).

Naudojant Lactobacillus plantarum LUHS135 ir Pediococcus acidilactici LUHS236 padermiy
kombinacijg kvie¢iy Zaliavos fermentacijai (Zr. 3.22 pav.), nustatytos nevienareik§més DON kitimo
tendencijos. Nefrakcionuotuose griidy méginiuose fermentacija minétomis padermémis, leido
visiSkai pasalinti DON arba efektyviai sumazinti DON koncentracijg (96,1 %, 1A ir 2A méginiuose)
(p > 0,05), lyginant su spontanine fermentacija. DON buvo visiSkai pasalintas 2.1F, 3.1F, 3.2F
frakcijy meéginiuose, o 4.1F ir 4.2F frakcijose DON kiekis po PRB fermentacijos nustatytas,
atitinkamai 2,4 ir 3,2 karto mazesnis, lyginant su spontaniniu baidu fermentuotomis atitinkamomis
frakcijomis (p > 0,05) (zr. 3.22 pav.). Taip pat pastebétas DON koncentracijos padidéjimas 3A, 3.1F
meéginiuose taikant PRB kombinacija, atitinkamai nuo 202 iki 1495 pg/kg s.m ir nuo 0 iki 1183 pg/kg
s.m (p > 0,05). Spontanin¢ fermentacija paveiké didesnj DON susidaryma 3A, 3.2F meéginiuose,
atitinkamai nuo 202 iki 324 pg/kg s.mir nuo 0 iki 555 pg/kg s.m (p > 0,05).
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3.22 pav. Fermentacijos poveikis DON koncentracijai (ELISA), naudojant dvi PRB (L1/L2): Lactobacillus
plantarum LUHS135 (L1) ir Pediococcus acidilactici LUHS236 (L2); K — nefermentuotas méginys; SP —
méginiai po spontaninés fermentacijos; A — nefrakcionuoti kvieciy méginiai

Daugybé¢ tyrimy parodé, kad daugelis PRB riisiy gali pasalinti mikotoksinus. Pasalinimo efektyvumas
svyruoja nuo mazy kiekiy iki beveik visiSko pasalinimo [141,142]. Kiekviena rusis veikia skirtingai,
taciau universaliausia padermé, kaip teigiama literattiroje yra L. rhamnozus. Didziausias sumazinimas
mikotoksiny atveju yra, kai fermentacijos terpés pH svyruoja apie 4. Zinomi keli mikotoksiny
eliminavimo mechanizmai, taciau efektyviausias juos prijungti prie PRB lasteliy. PRB lasteliy
pavirsiai suriSa jvairias molekules: toksinus ir metaly jonus. Jy lasteliy sienelése yra peptidoglikano
matricy, neutraliy polisacharidy ir baltymy sluoksnis. Tai ne PRB veiklos pasekmé mikotoksiny
sumazéjimas, o mikotoksiny gebéjimas adsorbuotis PRB lgsteliy pavirSiuose. Retais atvejais PRB
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gali kaip anglies Saltinj naudoti toksinus, tokiu atveju pastebimas dar didesnis mikotoksiny
sumazéjimas [143].

Pieno ir acto rigsciy susidarymas. Antrajame etape analizuotas DON uzkréstos zaliavos poveikis
pieno (PR) ir acto (AR) riigs¢iy susidarymui fermentacijos terpéje (Zr. 3.24 pav.). Analizuojant
jvairaus uzkrétimo lygio kvieCiy malimo produkty poveikj fermentacijos procesui, nustatyta
nevienareik§mé organiniy rigs¢iy susidarymo tendencija: auksto uzkrétimo lygio (DON 3050 — 5000
ug/kg) zaliavos fermentacijos terpés BTR nustatytas 15,18 % didesnis, nei fermentuojant maziau
uzkrésta zaliava (200 — 2000 pg/kg) (p < 0,05) (zr. 2.23 pav.). PRB fermentacija paveiké vidutiniskai
42,18 % didesnj AR susidaryma auksSto uzsikrétimo DON kvie€iy griidy malimo produktuose,
lyginant su PR kiekiu. Spontaniné fermentacija paveiké 16,7 % (p < 0,05) didesnj PR bei 11,1 % AR
susidaryma, nei fermentuojant PRB.

Fermentuojant uzkrésta, nefrakcionuotg griidy zaliava PRB kombinacija (L. plantarum LUHS135 +
P. acidilactici LUHS236), susidaré nuo 0,82 iki 1,2 g/100 g PR, ir nuo 0,9 iki 1,7 g/100 g AR,
priklausomai nuo zaliavos (malimo frakcijos). Didziausi PR ir AR kiekiai susidar¢, fermentuojant
méginj nr. 2 (atitinkamai 1,2 ir 1,6 g/100 g), kuriame DON kiekis > 4000 pg/kg, o mazesni kiekiai
susidaré, fermentuojant méginj nr. 4 (DON kiekis atitinkamai < 2200 pg/kg). Nustatyta, kad po 48 h
PRB fermentacijos nefrakcionuoty gridy méginiy terpéje susidaré nuo 0,37 £ 0,08 g/100 g iki 1,62+
0,08 g/100 g pieno rugsties ir nuo 0,43 + 0,16 g/100 g iki 2,2+ 0,16 g/100 g acto riigsties. Analizuojant
malimo frakcijy fermentacija, nustatyta nevienareikSmé PR susidarymo tendencija: spontaning
fermentacija paveiké vidutiniskai 35,8 % mazesnj PR susidarymg 1-0s frakcijos (> 500 pm)
méginiuose ir 39,7 % didesnj PR susidaryma, fermentuojant 2-0s frakcijos (213 — 500 pm) méginius,
lyginant su PRB fermentacija (p < 0,05). AR susidarymo tendencija tokia pati, 1-os frakcijos
méginiuose spontaniné fermentacija paveiké 48,4 % mazesnj AR susidarymg, o 2-0s frakcijos
meginiuose 37,3 % didesnj (p < 0,05).
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3.23 pav. BTR vertés po 48 h fermentacijos Lactobacillus plantarum LUHS135 (L1) ir Pediococcus
acidilactici LUHS236 (L2). Méginiai: SP — spontaniné fermentacija; F — modelinés malimo frakcijos; 1A,
2A, 3A, 4A — nefrakcionuoti gridy méginiai
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3.24 pav. Pieno rugsties (A) ir acto rugsties (B) susidarymas po 48 h fermentacijos Lactobacillus plantarum
LUHS135 (L1) ir Pediococcus acidilactici LUHS236 (L2). Méginiai: SP — spontaniné fermentacija; F —
modelinés malimo frakcijos; 1A, 2A, 3A, 4A — nefrakcionuoti gridy méginiai

Apibendrinant gautus duomenis, nustatyta, kad P. acidilactici LUHS29 intensyviau mazino DON
kiekj nei L. brevis LUHS140. Taip pat nustatyta, kad fermentuojant terpe, kurioje DON koncentracija
< 1400 pg/kg, naudojant P. acidilactici LUHS29 galima sumazinti DON koncentracija iki Komisijos
reglamente 1881/2006 [43] nustatyty leidziamy normy apdorotiems kvie¢iams (750 ug/kg). Ivertinus
kity PRB poveikj DON nustatyta, kad taikant tieck L. plantarum LUHS135, tiek Pediococcus
acidilactici LUHS236, DON kiekis sumazinimas zemiau 400 pg/kg ribos. vertinus $iy padermiy
poveikj kitiems mikotoksinams nustatyta, kad 48 h fermentacijos metu, 15-AcDON, HT-2, D3G ir
AOH toksiny koncentracijos sumazinamos Zemiau aptikimo ribos. Taip pat nustatyta, kad ZEA,
ENNA, ENNB ir ENNB;: toksinus intensyviau mazino P. acidilactici LUHS236 padermé, lyginant
su L. plantarum LUHS135. [vertinus PRB kombinacijg (Lactobacillus plantarum LUHS135 +
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Pediococcus acidilactici LUHS236) ir spontaning fermentacija DON kiekio sumazinimui, nustatyta,
kad PRB efektyviau sumazina DON koncentracija nei spontaniné¢ fermentacija tiek
nefrakcionuotuose méginiuose, tiek jy frakcijose.

Atlikus PR ir AR analize, nustatyta, kad taikant PRB kombinacijg (L. plantarum LUHS135 + P.
acidilactici LUHS236) didesnés BTR vertés gautos fermentuojant labai uzkréstus méginius, lyginant
su maziau uzkréstais. Taip pat nustatyta, kad PRB kombinacija nefrakcionuotuose méginiuose
produkavo didesnius AR nei PR kiekius. Spontaninés fermentacijos metu, nefrakcionuotuose
méginiuose nustatyti didesni AR ir PR kiekiai. Taip pat nustatyta, kad PR ir AR susidarymas priklause
nuo frakcijos daleliy dydzio, DON kiekio bei naudojamy PRB: 1-0je frakcijoje (> 500 um, DON >
3000 pg/kg) spontaninés fermentacijos metu susidaré mazesni kiekiai PR, taciau didesni
fermentuojant 2-os frakcijos (213 — 500 pm, DON < 2700 pg/kg) méginius lyginant su PRB
fermentacija. Tokia pati tendencija gaunama ir AR atzvilgiu. Tai reiskia, kad PRB intensyviau
produkavo PR ir AR 1-oje frakcijoje lyginant su 2-a, kurioje DON kiekis buvo mazesnis. I$ gauty
rezultaty galima manyti, kad tinkamesné terpé PRB produkuoti riigStims yra stambiausiy daleliy
frakcija (> 500 pm), o spontaninés fermentacijos metu iSgauti didesnius PR ir AR kiekius galima
fermentuojant vidutiniy daleliy frakcijg (213 — 500 pm).

Apibendrinant tyrimo rezultatus, galima teigti, kad tik kompleksiskai taikant fizinius biidus (gridy
valymas, malimas ir frakcionavimas) griidy apdorojimui ir biotechnologines priemones (fermentacija
atrinktomis pieno riigsties bakterijomis), galima bty Zymiai sumazinti arba visiskai pasalinti DON
ir kity mikotoksiny kiekius kvietiniuose fermentuotuose pusgaminiuose, taip padidinant kvietiniy
kepiniy saugg.
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ISVADOS

Nustatyta, kad tirti gridy méginiai buvo uzkrésti 7 skirtingomis mikromicety gentimis. Vertinant
iSorinj grudy uzsikrétimg, vyravo Fusarium spp. (100 % méginiy), Alternaria spp. (60 %
méginiy), Penicillium spp. ir Verticillium spp. (50 % méginiy) mikroskopiniy gryby gentys.
Vertinant vidinj gridy uzsikétimg, nustatyta, kad vyravo Fusarium spp. (100 % méginiy),
Alternaria spp. (80 % méginiy) ir kitos (70 %) mikroskopiniy gryby gentys.

. Tirtuose 2017 m. griidy méginiuose nustatytas uzsikrétimas mikroskopiniy gryby gyvybingomis
sporomis svyravo ribose nuo1,07 x 10% iki 25,23 x 10* KSV/g. Nustatyta statistiskai patikima
atvirkstiné koreliacija (r = - 0,9972), p < 0.05) tarp deoksinivalenolio (DON) kiekio ir
mikroskopiniy gryby spory skaiciaus didelio uzsikrétimo DON griiduose.

. Ivertinant DON pasiskirstymga modelinése malimo frakcijose nustatyta, kad griidy malimas ir
frakcionavimas reikSmingai (p < 0,05) sumazino DON kiekj 1-oje, 2-0je ir 3-0je frakcijose,
vidutiniSkai 37,2, 50,9 ir 64,1 %, lyginant su DON kiekiu nefrakcionuotuose meéginiuose. Esant
dideliam griidy uzsikrétimui DON, po malimo, | milty frakcijas gali pereiti dideli mikotoksino
kiekiai (sumazéjimas 57,9 %, kai DON kiekis 600 — 2300 pg/kg s.m ir 73,6 %, kai DON kiekis
>2300 pg/kg s.m). Esant mazam grudy uzsikrétimui (200 — 300 pg/kg), DON lieka (71,66 %)
stambiausiy daleliy (séleny) frakcijoje ir j smulkesnes (milty) frakcijas nepereina.

Nustatyta, kad HT-2, ENNB ir ENNB;: toksinai koncentruojasi smulkesnése malimo frakcijose
(<230 — 500 pm). HT-2 nustatyta 18,5 % daugiau, 0 ENNB ir ENNB; toksiny — vidutiniSkai 24
ir 11,5 % daugiau (p > 0,05) smulkiausioje malimo frakcijoje, lyginant su stambiausiy daleliy
frakcija. Tai parodo, kad vien tik pirminis griidy valymas ir frakcionavimas neuztikrina
mikotoksiny rizikos sumazinimo, nes mikotoksinai gali nevienodai pasiskirstyti malimo
frakcijose.

. Vertinant mikrobinés fermentacijos poveikj DON detoksikacijai, nustatyta, kad 48 h fermentacija
atrinktomis PRB (Lactobacillus plantarum LUHS135 ir Pediococcus acidilactici LUHS236)
padermémis leido visiSkai paSalinti arba efektyviai sumazinti DON kiekj, lyginant su pradine
DON koncentracija: po 48 h fermentacijos DON kiekis sumazéjo 80,5 — 95,2 %, fermentuojant
L. plantarum LUHS135, ir 81,2 — 94,9 %, fermentuojant P. acidilactici LUHS236. Taip pat
nustatyta, kad fermentuojant mazo uzsikrétimo frakcijas L. plantarum LUHS135 ir P. acidilactici
LUHS236, 15-AcDON, AOH, D3G ir HT-2 toksinai nustatyti zemiau aptikimo ribos (p < 0,05).
. Analizuojant jvairaus uzkrétimo lygio kviec¢iy malimo produkty poveikj fermentacijos procesui,
nustatyta nevienareikSme organiniy rigsc¢iy susidarymo tendencija: auksto uzkrétimo lygio (DON
3050 — 5000 ng/kg) zaliavos fermentacijos terpés BTR nustatytas 15,18 % didesnis, nei
fermentuojant maziau uzkréstg zaliavg (200 — 2000 pg/kg). PRB fermentacija paveiké
vidutiniS8kai 32,61 % didesnj AR susidaryma didelio uZsikrétimo kvie€iy gridy malimo
produktuose, lyginant su PR kiekiu.
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PRIEDAI

1 Priedas. AESCh-DSGMS analizés priklausomi parametrai

Miko Teoriné Mases Teoriné Masés
. Kiekybinis . ISmatuota | tikslu- | Patvirtinimo . ISmatuota | tikslum
toksi | RT . masé . . mase, K
Jonas mase m/Z mas, Jonas mase, m/Z -as,
nas m/z m/z
ppm ppm
D3G |14 | [M+NH4]+ | 4762126 | 4762114 | 252 | [M+H]+ 359'186 459.1851 | 96
319.115
DON | 15 | [M+H]+ 207.1333 | 297.1338 | -1.68 | [M+Na]+ 3 319.1161 | -2.82
15- 339.143 -3.24
AcD |22 |[M+NH4]+ |356.1703 | 356.1709 |-1.68 | [M+H]+ o 339.1449
ON
HT-2 |36 | [M+NH4]+ | 4422425 | 442.2428 | -068 | [M+Na]+ 347'198 aa7.1975 | 313
281.215
AOH |38 | [M+H]+ 259.0601 | 250.0508 | 1.16 | [M+Na]+ : 281.2144 | 427
T2 |47 |[M+NHA]+ | 4842541 | 4842528 | 268 | [M+Na]+ g89'209 489.2080 | 207
ZEA |65 | [M+H]+ 319.1540 | 319.1548 | -251 | [M+Na]+ 341'135 3411364 | 147
ENN 100 | [MNHA]+ | 657.4433 | 657.4444 | -1.67 | [M+Na]+ 362'398 662.3003 | 091
E'I'N 102 | [MNHA]+ | 6714589 | 671.4584 | 074 | [M+Na]+ 276'414 676.4153 | 148
iNN 103 | [M+NHA]+ | 6854746 | 6854732 |2.04 | [M+Na]+ 890'430 600.4289 | 19
2 Priedas. AESCh-DSGMS analizés metu nustatyti mikotoksinai méginiuose
Koncentracija, pg/kg
Nr. 15-
DON ZEA AOH | D3G | HT-2 | ENNA | ENNB | ENNBL | T-2
AcDON
1 4236 126 | 480 | 744 | 599 | 264 | 515 | 217 | 541
27 4660 230 | 374 | 222 | 322 | 220 | 102 | 237 | 758
37 176 612 | 442 | 358 | 357 | 954
47 2017 204 | 942 238 | 168 | 564 | 104 | 356 | 156
52 2117 401 | 104 202 710 | 102 | 368
62 1972 36.3 29 | 774 | 483 | 413 | 143
7z 2959 105 205 | 241 22 | 677 | 220
87 4169 a8 | 178 | 119 | 184 | 154 | 244 | 383 | 177
9z 414 797 260 | 263 | 4,11
107 543 991 | 148 | 105 | 955 | 482 | 0,90
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3 Priedas. Mikotoksiny kodai ir jy pavadinimai

Mikotoksinas

Sutrumpinimas

Kiekybinio jvertinimo riba, pug/kg

15-actil-deoksinivalenolis 15-AcDON 10
Aflatoksinas By AFB1 1
Alternariolas AOH 5
Deoksiynivalenolio-3-gliukozidas D3G 20
Deoksinivalenolis DON 20
Eniatinas A ENN A 1
Eniatinas B ENN B 1
Eniatinas B; ENN B1 1
HT-2 toksinas HT-2 1

T-2 Toksinas T-2 1
Zearelenonas ZEA 10
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