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SANTRAUKA

Darbas skirtas vasariniy kvie¢iy Fusarium spp. tarSos kontrolei ir prevencijai grady laikymo
metu, tiriant kompleksiniy technologiniy priemoniy panaudojimo galimybes griidy kokybés
uztikrinimui ir nuostoliy mazinimui: (i) greito akustinio metodo DON jvertinimui (lygiagreciai
atliekant DON analize ELISA metodu); (ii) elektrocheminiy davikliy panaudojimo dujy,
susidaranciy grudy laikymo metu, monitoringui; (iii) pieno ragsties bakterijomis (PRB) fermentuoty
produkty panaudojimo Fusarium spp. uzkrésty laikomy griidy tarSos prevencijai.

Eksperimentu nustatytas stiprus atvirkstinis rysys (R? = 0,9017) tarp akustinio metodo (daznis
27 kHz) parametro (Ap) ir ELISA gauty DON koncentracijy laikomuose griiduose, rodo, kad akustiné
technika gali buti taikoma, kaip alternatyva, tradiciniam ELISA metodui.

Uzkresty grudy laikomy metu susidariusiy dujy monitoringo rezultatai rodo, kad CO; pokycio
dinamika priklauso nuo mikroskopinio grybo rusies ir gridy uzkréstumo laipsnio. F. graminearum
pasizyméjo vidutiniSkai 20,8 % didesniu CO> susidarymo intensyvumu ir turéjo didesne jtaka griidy
kvépavimo intensyvumui nei F. culmorum. O poky¢iy analizé rodo, kad F. graminearum, lyginant
su F. culmorum, grei¢iau adaptuojasi grudingje sistemoje. H2S poky¢iams didziausig jtaka turéjo
griidy uzkréstumo laipsnis. Stebétas rysys (R? = 0,9760) tarp H2S susidarymo ir baltymy nuostoliy
gridy laikymo metu (F. culmorum). Nustatyti SM nuostoliai F. graminearum uzkréstose vasariniy
kvie¢iy sistemose po 42 dieny laikymo buvo vidutiniskai 15,9 % didesni nei F. culmorum. Stipri
tiesiné priklausomybé visais atvejais nustatyta tarp F. graminearum ir F. culmorum uzkréstumo
laipsnio ir susidarancio laikomuose griduose DON kiekio.

Fusarium spp. uzter§ty vasariniy kvie¢iy griidy apdorojimas PRB bioproduktais mazino CO>
susidaryma grudy laikymo metu. Didziausiu mikrofloros kvépavimo efektyvuma mazinanéiu
poveikiu pasizyméjo P. pentosaceus bioproduktai, kurie 1étino COz ir H2S susidaryma Fusarium spp.
uzkréstuose graduose. Be to, gridy bioapdorojimas mazino baltymy ir sausyjy medziagy nuostolius
juos laikant. F. culmorum uzkréstuose griiduose didziausig baltymy nuostolius mazinantj poveikj
turéjo P. acidilactici bioproduktai, o F. graminearum uzkréstus griidus - P. pentosaceus bioproduktai.
Visais atvejais buvo stebimas DON koncentracijos mazéjimas PRB bioproduktais apdorotuose
méginiuose: didziausig poveikj F. culmorum uzterStiems kvieciy gridams daré P. pentosaceus
bioproduktai, o F. graminearum uzterStuose griudy - P. acidilactici bioproduktai (DON koncentracija

lyginant su kontrole sumazéjo, 56,50 % ir 95,47 %, atitinkamai).
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SUMMARY

This paper describes quality control and prevention posibilities in Fusarium spp. contaminated
cereals. Performed assay analysing the combination of different technological tools in order to ensure
unchanged quality and decrease dry matter and economical losses of grains: (i) rapid acoustic method
for DON detection (results compared to ELISA); (ii) application of electrochemical sensors for gas,
resulting from the storage of the grains, monitoring; (iii) use of different LAB strains to prevent
Fusarium spp. contamination in grains.

Experiment revealed strong reverse link (R? = 0,9017) between the parameter (Ap) of acoustic
method (freq. 27 kHz) and DON concentrations measured using ELISA. It leads to the conclusion,
that acoustic techniques could be used as alternative to ELISA method.

The results of gas (CO2, Oz, H2S), resulted from stored cereals, monitoring show the
concentration change of CO. dependance on fungi strain and contamination level. F. graminearum
caused more intensive CO> emission rate (avg. more than 20,8 %) and had bigger impact to
respiration intensity in comparison wtih F. culmorum. The analysis of O, concentration changes
verifies the state, that adaptation process of F. graminearum in cereal mass is faster, comparing to F.
culmorum. Contamination rate was determined as main factor to H.S concentration changes. The
strong linear link (R?=0,9760) between H.S concentration values and protein losses (F. culmorum)
was revealed. Dry matter losses after 42 days storage in F. graminearum contaminated cereals were
15,9 % bigger in comparison with F. culmorum contaminated grains. Strong linear link between
Fusarium spp. contamination rate and synthesized DON concentration was identified.

Cereal model systems processed with LAB bioproducts characterized to emit less CO> during
storage, in comparison to not processed model systems. P.pentosaceus bioproducts had significant
impact in reducing CO and H2S emission in Fusarium spp. contaminated cereals model systems. The
main trend, that P. acidilactici strain is more effective to F. culmorum, whereas P. pentosaceus to F.
graminearum infected grains, in terms of reducing proteins and dry matter losess, should be marked.

The decrease of DON concentrations was observed in all cases, where grains were processed
with LAB bioporducts: P. pentosaceus bioproducts were more efficient to F. culmorum contaminated
grains, P. acidilactici bioproducts to F. graminearum contaminated grains, in reduction of DON
concentrations, where it was 56,50 % and 95,47 % lower, respectively, in comparison with control

samples (not processed with LAB bioproducts).
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DON - deoksinivalenolis;

SM — sausosios medziagos;

PRB — pieno riigsties bakterija;

KSV - kolonijas sudarantis vienetas;

ppm — milijoniné dalis (1 ppm = 0,0001%).



IVADAS

Gyventojy skai¢ius Zeméje nuolat auga, taip jtakodamas bei maisto produkty ir pasary
paklausos augimg. Griidiné zaliava jy gamybai uzima svarbig vietg. Gradinés kilmés produkty, tokiy
kaip kvieciai, kukurtizai, ryziai, mieziai ir aviZos maistui ir pasarams per metus pasaulyje uZauginama
ir suvartojama Simtais milijony tony. Jungtiniy tauty maisto ir zemés tikio organizacijos (angl. United
Nations Food and Agricultural Organisation) statistikos departamento duomenimis, 2007 m.
dvidesimtyje didziausig kiekj grudiniy javy auginanciose Salyse uzauginta per 526 mln. t. kvieciy ir
682 min. t. kukuriizy. Griidy derlius nuimamas vieng kartag per metus, taiau griidinés zaliavos
paklausa islieka stabili visus metus, todél yra svarbus efektyvus grudiniy kultiiry saugojimas, turintis
itakos griiddy produkty kokybei ir nuostoliy kiekiui.

Grudinés zaliavos laikymo metu, neteisingas temperatirinis rezimas ir drégmés kiekis gali
sudaryti palankias salygas mikroorganizmy (bakterijy ir mikroskopiniy gryby) dauginimuisi. Tai gali
biti plika akimi matomy, fizikiniy cheminiy ir jusliniy griido savybiy pasikeitimy, sausyjy medziagy
nuostoliy bei maistinés vertés sumaz¢jimo pasekmé. Neretai netinkamose sglygose laikomi gridy
produktai biina apkrésti jvairiais mikotoksinais, kurie jy vartotojams gali sukelti imias létines ligas
arba net mirti. FAO duomenimis nuo 25 % iki 50 % kasmet uzauginamy gridy yra uzkrésti
mikotoksinais. D¢l Sios priezasties patiriami didziuliai ekonominiai nuostoliai, nes uZzkrésta
mikotoksinais zaliava negali biiti parduodama ar perdirbama. Apskai¢iuota, kad dél gridy uzterStumo
mikotoksinais, kasmet patiriama apie 1 mlird. doleriy nuostoliy, nejtraukiant iSlaidy kokybés
tikrinimui, méginiy émimui ir tyrimams laikymo metu.

Daugelyje pasaulio $aliy yra nustatytos leidziamos mikotoksiny uzter§tumo ribos skirtingiems
gridy produktams, taip pat apraSyti méginiy émimo ir naudojamy tyrimy metodai. Europos Sgjungoje
Siais norminiais dokumentais vadovaujasi visi griidy auginojai ir perdirbéjai. Pasaulyje dar yra likusi
ne viena Salis, kurioje tokie reikalavimai netaikomi, todél tai apsunkina ne tik produkty atsekamuma,
bet ir prekybinius santykius.

Gerai parinkti prevenciniai veiksmai yra geriausias buidas iSvengti griidy uZterStumo
mikotoksinais. Deja tai padaryti néra lengva, nes fuzariozé gali prasidéti prie§ derliaus nuémimag —
laukuose ir po derliaus nuémimo — laikymo metu ar tolimesniuose maisto produkto gamybos
grandinés etapuose. Sukurta ne viena griudinés zaliavos uzterStumo valdymo sistema, apimanti tiek
griiddy auginimo, tiek ir laikymo etapus.

Prevencinés/kontrolinés priemonés skirstomos j fizines, chemines ir biologines. Taip pat
naudojamos jy kombinacijos. Visy naudojamy priemoniy tikslas — apsaugoti vartotoja nuo Zalingo
mikotoksiny poveikio, atkreipiant démesj ] uzterStumui musy klimatinése sglygose jautriausius

gridinius javus ir tolesnes prevenciniy priemoniy vystymo galimybes.
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1)

2)

3)

Sio darbo tikslai:

Ivertinti DON koncentracijas, skirtingais Fusarium spp. (F. culmorum ir F. graminearum)
mikroskopiniais grybais uzkréstose laikomose vasariny kvie€iy gridy sistemose, akustiniu
metodu ir gautus rezultatus palyginti su rezultatais gautais ELISA metodu.

I$analizuoti dujy (CO2, Oz ir H2S) pokyciy kinetikg, DON susidarymg ir baltymy bei kt.
sausyjy zaliavy nuostolius modeliniy vasariniy kvieciy gridy sistemy laikymy metu, keiciant
uzkrésto Fusarium spp. raisj (F. culmorum ir F. graminearum) ir laipsnj.

Jvertinti PRB bioprodukty jtaka Fusarium spp. (F. culmorum ir F. graminearum)
mikroskopiniais grybais uzter§ty vasariniy kvie¢iy modeliniy sistemy pokyc¢iams laikymo

metu.

11



1. LITERATUROS ANALIZE

1.1. Fusarium spp. kvie¢iy gridy uZterstumas, jo jtaka gruinés Zaliavos saugos ir kokybés
kriterijams bei nuostoliams

Kvie€iai yra vienas i§ pagrindiniy produkty Zzmoniy mityboje [19]. Fusarium rusies

mikroskopiniai grybai sukelia kvieéiy varpy amarg ir griidy puvima bei stiebo ligas. Sie faktoriai turi

neigiamg jtaka griidinés zaliavos gamybos efektyvumui. Fusarium spp uzkrésty gridy iSeiga gali

sumazéti iki 40 % [8]. F graminearum ir F culmorum yra svarbiausi Fusarium spp. atstovai, labiausiai

paplite centrinéje Europoje, Siaurés Amerikoje ir Azijoje. 1 paveiksle pateikta kviecio varpa, uzkrésta

Fusarium spp. (A)., atskiru vaizdu pateiktos F. culmorum konidijos (B) ir F. graminearum

makrokonidijos (C).

r 7
F S

C

1 pav. Kviecio varpa uzkrésta Fusarium spp. (A)., F. culmorum konidijos (B), F. graminearum makrokonidijos (C) [75].

Fusarium spp uzkréstuose griiduose gali kauptis Zzmonéms ir gyvuliams toksiski antriniai
metabolitai — toksinai: deoksinivalenolis (DON), zearalenonas, T-2 toksinas, nivalenolis ar kt. Net ir
mazos jy koncentracijos yra labai kenksmingos zmonéms ir gyvuliams. Vieno i§ Fusarium toksino
deoksinivalenolo (DON) LD50 (mirtina dozé) yra 70 mg/kg, o nivalenolo - 4 mg/kg. Kancerogeninio
ir mutageninio Siy mikotoksiny poveikio nepastebéta [66].

Deoksinivalenolis, kurj daugiausiai isskiria F. graminearum ir F. culmorum, iSliecka stabilus
tieck grudy laikymo metu, tiek gridus apdorojant auksStoje temperatiiroje [66]. Cheminé DON
struktiira pateikta 2 paveiksle.
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2 pav. Cheminé DON struktiira

Fusarium spp. toksinais uzkrésti gradai gali ne tik pabloginti i jy gaminamy produkty kokybg,
bet ir sukelti jvairius negalavimus zmonéms ir gyvuliams. Siuo metu toksiny kiekis griiduose ar i3 ju
pagamintuose produktuose yra apibréztas Europos Komisijos reglamente (EB) Nr. 856/2005.
Superkamuose griduose mikotoksiny kiekis neturi virSyti §iame reglamente numatyty normy [74].
Pagal gridy maséje matomus pozymius nejmanoma nustatyti, kurios rti§ies Fusarium mikroskopiniai
grybai sukélé varpy fuzariozg. KvieCiy paséliuose Sio ligos paZeistos varpos pasimato pieninés
brandos metu arba vaskinés brandos pradzioje. PaZeista varpa ar jos dalis biina pabalusi. Visiskai
iSbalusios ar balkSvai zalios varpos ypac gerai matomos zaliame pasélyje.

Laikotarpis, kada kvieciy paselyje labai gerai matomos dél fuzariozés iSbalusios varpos, yra
labai trumpas. Pradéjus bresti javams ir pakitus paséliy spalvai, fuzariozés pazeistas varpas galima
atskirti pagal rausvai oranzing spalva. Tiek kvie¢iy, tieck mieziy varputése ir ant brestanciy varpy
varpazvyniy, ypac uzsitesus drégniems orams, susidaro rausva Fusarium gryby spory masé.

Labiausiai paplitusi yra Fusarium spp. sukeliama varpy amaro liga (angl. Head blight disease),
kurios gyvavimo ciklas pateikiamas 3 paveiksle. Fusarium spp pelésiniai grybai yra pakankamai
atspariis aplinkos veiksniams ir nuimto derliaus likuc¢iuose, lapuose ir dirvos pavirsiuje (iki 36 cm
gylyje), jie gali iSbiiti per ziema. Grybo sporos sudaro sklerotj — kuriame yra pakankamai maisto
medziagy, reikalingy iSsilaikyti Saltuoju mety laiku. Pavasar; pakilus temperatiirai ir padidéjus
drégmeés kiekiui, pelésio lagstelés suaktyvéja. Vejo ir lietaus genamos sporos paskleidziamos ant
augaly. Patogeno sporos jsitvirtina augalo varputéje ir j vidinius augalo audinius daZniausiai patenka
per ka tik uZsimezgusj pumpurg arba paZzeistg audinj. Infekcijos pradZioje pelésis dauginasi lastelés
viduje, iSoriskai jokiy amaro simptomy nesukelia, ta¢iau plinta per augalo vandens indus, lastelieng
ir serdj [10]. Augalo nekrozé prasideda, kai didzioji dalis audiniy kolonizuojama pelésinio patogeno.
Audinyje pradeda kaupti vanduo ir jis pabala. Pirmalaikis javy varpy spalvos kitimas daZniausiai yra
pozymis apie amarg ir gali biti susijes su gridy struktiiros pokyciais.

F. graminearum pelésio sporos ne tik jsitvirtina uzkrésto augalo audiniuose, taciau ir plinta javy
lauke, taip uzkrésdamos daugiau augaly. IS karto po to, kai uzkreciamas augalo ziedynas, pelésis
i$skiria genus, reikalingus deoksinivalenolio (DON) sintezei [40]. DON yra pagrindinis kvie¢iuose
virulentiskumo faktorius, sukeliantis audiniy nekroze¢ [63] ir leidziantis i§ varpos amarui uzkrésti ir
augalo stiebg. Pelésinio patogeno kolonizuojamose besiformuojanciose kvieCio séklose ne tik
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kaupiasi DON mikotoksinas, bet ir dauginasi mikroskopiniai grybai, kuriy iSskiriami fermentai

skaido sausgsias griido medziagas, todél subrende griidai biina susirauksléje ir nevienodo dydzio [63].

7 forcibie dischoarges
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3 pav. Fusarium spp. mikroskopiniy gryby gyvavimo ciklas

Varpy fuzarioze augalai labiausiai uzsikrecia, kai vyrauja drégni ir $ilti orai. Tokiose saglygose
sporoms sudygti reikia laikotarpio, ne mazesnio kaip 12 val. Uzkratui palankus temperatiiros
intervalas yra nuo 16 iki 30 °C. Jei zydéjimo metu, 48-72 val paséliuose laikosi drégni orai
(temperatiira apie 22—27 °C), galima prognozuoti fuzariozés varpuose protriikj.

Vésesniu oru liga iSplinta, jei ilgai laikosi didelis santykinis oro drégnis. Kai kuriems varpy
fuzariozés sukéléjams palanku, kai oro temperatiira yra Zemesné, pvz., Fusarium nivale uzkratui
optimali yra maZesné nei 18 °C temperatiira. Sis pelésinis grybas nei$skiria toksiny, ta¢iau jis yra
labai zalingas griidy séklos patogenas, sukeliantis pavasarinj puvinj.

Didziausig Zalg varpy fuzarioze gali padaryti Siai ligai jautriy gridiniy javy genotipy paséliuose,
kai kuriais metais sukeliant $ios ligos epidemijas. Siuo metu selekcininkai, i§vesdami naujus griidiniy
javy genotipus, daug démesio skiria javy atsparumui varpy fuzariozei. Kol kas visiskai $iai ligai
atspariy genotipy néra, taciau kiekvienais metais selekcininkai pateikia javy augintojams vis daugiau
atsparesniy fuzariozei grudy genotipy. Lietuvoje kol kas nepakanka informacijos apie auginamy

veisliy jautruma ar tolerantiSkuma Siai ligai.

1.1.1. Fusarium spp. mikroskopiniu grybu charakteristika
Fusarium culmorum yra vienas i$ labiausiai paplitusiy, dirvozemyje plintan¢iy mikroskopiniy
gryby, turin¢iy didelj saprotrofinj pajéguma — maisto medziagas gali gauti i§ negyvy organiniy
medziagy, jsiurbdami smulkiamolekulinius organinius junginius. Kaip fakultatyvinis parazitas, Sis
mikroskopinis grybas gali sukelti augaly puvimg dar jy augimo stadijoje ir javy varpy ligas. Jy
poveikis kvie¢iams ir avizoms yra savitas [17]. F. culmorum makronidijos, 40-50 mikrometry ilgio,

tiesios ar nedaug iSlenktos, dazniausiai sudaryti i$ Keturiy lasteliy (4 pav.).
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4 pav. F. culmorum makronidijos

Priklausomi nuo geografinés vietos ir klimatinés zonos F. culmorum gali buti keliy genotipy
[23]: I genotipas gamina mikotoksing — deoksinivalenolj (DON) ir jo darinius (3-ADON, 15-ADON)
ir IT genotipas gamina Nivalenolj (NIV). Nustatyta, kad NIV yra 10 karty toksiskesnis nei DON [58].
Mikotoksiny gamybai labiausiai jtakos turi temperatiira ir griiddinés zaliavos drégmés kiekis [38].
Optimaliausios sglygos F. culmorum mikroskopiniui grybui gaminti mikotoksinus biity tokios:
reikalingas >0,90 aw drégmés kiekis ir 28-35 °C temperatiira [50].

Augalo infekcijos fazéje pH padidéja, suaktyvéja lasteliy iSoriniuose sluoksniuose esantys
fermentai, kurie ardo lasteliy sieneles ir prasideda mikotoksiny i§skyrimas. Sieneles galintys suardyti
fermentai yra vienas i§ pagrindiniy virulentiSkumo faktoriy, nes gali hidrolizuoti augalo lastelés
pektinus, ksilanus ir celiuliozg, tai leidZia mikroskopiniui grybui patekti j vidinius audinius per 3-4
dienas ir kuria palankias saglygas DON susidarymui [44].

F. culmorum sukuria geras (Sarminé terpé) salygas maksimaliam pektinliaziy ir Kkity
depolimerizuojanéiy fermenty aktyvumui. Aktyviai yra ardomi arabinoksilanai, kurie sudaro apie 40
% augalo lasteliy sieneliy. Taip pat su F. culmorum augimu ant augaly lgsteliy sieneliy (anglies
Saltinis) siejamas ir kity, Iastelés sieneles ardanciy fermenty (glikanazes, chitinazés, ksilanazés,

pektinazés), aktyvumy padidéjimas.

Fusarium graminearum mikroskopinis grybas labiausiai pavojingas gridiniams javams ir
kukurtizams, geba daugintis ir kenkti, i§skirdamas mikotoksinus, esant jvairioms aplinkos sglygoms
[12]. Ivairiy rusiy F. graminearum sukeliama fuzariozé, yra daugiausiai zalos gridy augintojams
visame pasaulyje daranti liga [24]. Sis mikroskopinis grybas gali i$skirti keliy rasiy mikotoksinus,
tokius kaip deoksinivalenolj (DON) ir zearalenong (ZEN). DON létina griidy augima, o ZEN savo
ruoztu sukelia griidy reprodukcines problemas. F. graminearum ir jo i$skiriami mikotoksinai, taip pat
siejami su zala zmoniy sveikatai [26].

Fusarium graminearum turi lytinj ir nelytinj dauginimosi ciklg. Lytinis ciklas trunka apie dvi

savaites. Mejozés metu, vyksta lastelés DNR replikacija, susidariusios vyriskos lyties askosporos
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iSskiriamos ] aplinkg ir patenka ant kito augalo, kuriame yra moteriSkos lyties, kolbos formos,
mikroskopinio grybo sporos (lot. Perithecium). Jose vyksta susijungimas ir uzbaigiamas F.

graminearum dauginimosi procesas (5 pav. )

5 pav. Lytinis F. graminearum dauginimosi btdas - vyriskos lyties askosporos (Zalia spalva), susijungusios su moteriskos
Iyties spora (ruda spalva).

Nelytinio mikroskopinio grybo dauginimosi metu, konidijos susidaro ypatingai drégnais
periodais ir aplinkoje plinta lietingu laikotarpiu. Siuo biidu susidariusios F. graminearum konidijos

yra atsparios aplinkos veiksniams ir dirvoje gali i$silaikyti per ziema — paséliy likuciuose [54].

1.2. Greiti metodai mikotoksiny griidinéje Zaliavoje aptikimui.
1.2.1. Grady tarSos jvertinimas akustiniu metodu

Kvieciy ar kukuriizy gridy masé priklauso poringoms struktiroms. Siy medziagy analizei
naudojami jvairas matavimo metodai: mechaniniai, optiniai, elektriniai, fotografiniai, radijo
izotopiniai, infraraudonyjy bei rentgeno spinduliy metodai. Siuo metu labai didelio susidomeéjimo
sulaukia spektrometriniai matavimo metodai, kuriuose kaip informacijos ne$éjai naudojamos
elektromagnetinés bei akustinés bangos. I$ elektromagnetiniy bangy spektro dazniausiai naudojamos
infraraudonosios bangos. Sie metodai pasizymi dideliu tikslumu ir yra daznai naudojami praktikoje.
Taciau juos sunku taikyti gamybos procese, jei aplinkoje yra daug trikdziy. Tinkamiausias metodas
atlikti matavimus tokioje aplinkoje yra laiko intervaly tarp signaly matavimas, t. y. ultragarso greicio,
sklindanc¢io medziagoje, matavimas. Taip pat galima matuoti ir ultragarsinio signalo amplitudés
pokytj. Akustiniy bangy greitis daugelyje poringy medziagy yra apie 1000-2000 m/s. Toks palyginti
nedidelis greitis gali btti iSmatuojamas dideliu tikslumu. Dél akustinés bangos sklidimo savybiy jy
taikymas tirti poringas medziagas yra perspektyvus. Kai yra parenkamas optimalus ultragarsiniy
bangy daznis, gali bati tiriamos medziagos, sudarytos i$ jvairaus dydzio daleliy.

Tiriant poringas medZiagas, geriausi rezultatai yra gaunami tuomet, kai yra naudojamos Zemo
daznio ultragarsinés bangos. Geriausiai tinkami metodai naudoti automatizuotose gamybos sistemose
yra ultragarsinio greic¢io per medziagas matavimas bei ultragarso slopimo medziagose matavimas.
Sie metodai yra labai greiti, nereikalauja specialaus gaminio paruo§imo ir nesuardo gaminio. Jie gali
bati naudojami kontroliuoti gamybos parametrus nepertraukiamame gamybos procese, dél ko jie
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tampa dar patrauklesniais. DaZnai naudojamas tiesioginis akustinio matavimo metodas, kai
ultragarsinio signal parametrai yra matuojami prie$ patenkant j gaminj ir jau peréje gaminj (1 pav.).
Tuomet poringumas yra nustatomas tiriant $iy signaly santykj. Lyginant medziagy pavyzdzius, reikia,
kad jy storis baty kiek jmanoma panasesnis. Siuo atveju, peréjusio medziaga signalo amplitudeé

nustatoma naudojant iSraiska:

- !
AHM = Kﬂ’qiﬂ‘? W

¢ia Ain ir Aout — atitinkamai, i$siysto ir priimto signalo amplitudés; Ko— korekcinis daugiklis, priklausomai nuo matavimo
aplinkos; a — ultragarso slopinimas poringoje medziagoje; lp — medziagos méginio storis.
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6 pav. Poringos medziagos jvertinimas naudojant tiesioginj ultragarsinj metoda. Ain, Aout, Arer — atitinkamai, i8siysto ir
priimto ir atsispindéjusio signalo amplitudés; Ip — medziagos méginio storis.

Tiesioginis matavimo metodas gali bati sujungiamas kartu su akustiniu aidolokaciniu metodu.
Siuo atveju matuojamas peréjusio ir atsispindeéjusio akustinio signalo parametry santykis.

Jrodyta, kad garso sklaida per poringas struktdras silpnéja ir garso greitis priklauso nuo poros
dydzio ir poringumo koeficiento [72]. Esant Zemiems garso dazniams, papildomai galima jvertinti
kitas tiriamo objekto savybes, pvz., klitties, kurig sutinka akustiné banga, pavirSiaus formg, kada
garsiné banga sklinda per ja arba aplink ja, ar atsispindi nuo kity medziagy. Akustinei bangai
sklindant ar atsispindint nuo medziagos, bet kurie sklidimo kelio charakteristikos poky¢iai turi jtakos
greiciui ir/ar bangos amplitudei, kurie gali baiti iSmatuojami [47]. Sparcioji Furjé transformacija
(FFT) pavercia laiko domeno rezultatus j daznio domenag, ir rezultatai tampa palyginami su
spektriniais matavimais.
Poringoms struktiroms priklauso ir kvie¢iy ar kukuriizy gridy masé. Zemo daznio akustinés bangos
gali penetruoti per poringas medziagas (pvz., javy gridy sluoksnj) arba atsispindéti (dalinai) nuo $iy
poringy medziagy. Granuliuotas poringos medziagos, tokios kaip gradai, labai gerai absorbuoja
akustine terpe. Akustiné energija poringoje aplinkoje (pvz., javy graduose) gali bati perduodama per
struktara/tekstiirg ir org. Gridy analizés atveju akustinés bangos pagrinde perduodamos per ora ir per
tarp gradines oro ertmes [34].

Kai gradai yra uzkrésti mikroskopiniais grybais ir susirauksléje, dél padidinto paSalinés

mikrofloros fermentinio aktyvumo, hidrolizés metu suardoma krakmolo granuliy struktara (7 pav.).
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Fermentiniy procesy rezultate susidare uzkrésty grady struktaros pokyciai siejami su oro tustumy
atsiradimu ir tarp gradinés erdvés padidéjimo pokyciais. Placiau apie fuzariozés pazeisty griady
mikrostruktiros ir cheminés sudéties pokycius, turincius jtakos akustiniams matavimams, pateikta G.

Juodeikienés ir kt. straipsnyje [76].

7 pav. Sveiki (kair¢je) ir susirauksléje (desinéje) kvieciy gradai (A); sveiky grady su sveikomis krakmolo granulémis
mikroskopinis vaizdas (B); Fusarium spp. mikroskopiniais grybais uzkrésty grady su suardytomis krakmolo granulémis
mikroskopinis vaizdas (C) (Juodeikien¢ ir kt., 2014).

Garso per¢jimas per sveikus neuzkréstus griidus, lyginant su uzkréstais susirauksléjusiais
gridais su pazeista krakmolo granuliy struktiira (serganciais taip vadinama $asy liga), bus skirtingas.
Kai oru sklindanc¢ios garso bangos susiliec¢ia su nesuardytomis grady dalelémis, dalis energijos
atsispindi, o kita dalis perduodama per terpe ir jos likutis i$sisklaido. Tai rodo, kad garso dinamika
poringoje medziagoje i§ esmés apsprendzia terpés, kuria sklinda garsas, fizinés savybés. Nustatyta,
kad akustikos dinamikai poringoje granuliuotoje terpéje jtakos turi poringumas, pavirSiaus forma ir
oro srauto varza. Be to, nustatyta, kad gridy maséje garso absorbcijai jtakos turi daleliy dydis ir forma
[29]. Todél patartina, kad sukurta akustiné jranga btity naudojama derliaus nuémimo metu, t.y. grady
perdirbimo grandinés pradzioje (pries grady laikyma, malima, salyklo gamyba), kai dominuoja viena
grady genotipas ir tokiu btidu eliminuojami matavimo tikslumui jtakos galintys turéti veiksniai (gridy
dydis ir forma). Be to akustiné jranga gali biiti pritaikoma kitos aktualios problemos sprendimui,

griiddy saugos monitoringui laikymo metu.

1.2.2. Griidy tarSos jvertinimas fiksuojant CO2 koncentracijos pokytj laikymo metu

Griidy masés ir kokybés nuostoliai laikymo metu iSlieka didziausia problema augintojams
visame pasaulyje. Ankstyvas griidinés zaliavos tarSos nustatymas Sio etapo metu padeda zenkliai
sumazinti kokybinius ir kiekybinius nuostolius, sumazinti mikotoksiny susikaupimg maisto
grandingje ir iSvengti finansiniy nuostoliy [42]. Tipinis metodas nustatyti gridy tarSos laipsnj —
termokabeliy, kurie matuoja gridy temperatirg realiu laiku, naudojimas talpyklose. Griaiduose ir
aplink griida esanti mikroflora iSskiria Siluming energija, tokiu biidu, nustatomi tarSos Zidiniai. Taciau
temperatiiros matavimas néra pakankamai jautrus metodas dél mazo griidy masés Silumos laidumo

[13]. Gautus rezultatus sunku interpretuoti dél aplinkos temperatiiros svyravimy. Pvz., 35 °C
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temperatiira gali reiksti, kad gruduose yra aktyvus tarSos Zidinys arba, kad griidy temperatiira pakilo
dél pasikeitusios aplinkos temperatiiros. Talpykloje, kurioje saugomi griidai, CO> koncentracijos
padidéjimas, taip pat yra galéty buti tinkamas kintamasis gamybinéje praktikoje, griidy kokybés
pablogéjimui aptikti [15]. ISmatuotos CO2 koncentracijos lyginamos su aplinkos CO. koncentracija,
kuri yra apie 0,04 % (400 ppm). CO: koncentracijy svyravimy monitoringo efektyvumas patvirtintas
laboratoriniais tyrimais. I§ tirty 39 talpykly su jvairiomis griidinémis kulttiromis, 34 talpyklose,
kuriuose CO koncentracija fiksuota didesné nei aplinkos, buvo patvirtintas griidy uzter§tumas.

Didesné CO: koncentracija rodé didesnj gridy uzterStumg pelésiniais grybais arba vabzdziy
aktyvuma, pvz., kai CO2 koncentracijai lygi 0,04 - 0,05 %, gridy uzterStumas nefiksuotas, 0,05 - 0,12
% — nezymus uzterStumas, 0,15 % ir daugiau — zymus uZzter§tumas.

CO2 koncentracijos monitoringas grudy saugojimo metu, lyginant su temperatiiros
monitoringu, padeda nustatyti gridy uzter§tuma mikroorganizmais ankstyvesnéje stadijoje [14]. CO2
koncentracijos monitoringas talpyklose ar maiSuose (didmaiSiuose) yra svarbesnis indikatorius, nes
iSlaikomos hermetiskos salygos ir eliminuojamas aplinkos poveikis [42].

Atliekant CO. monitoringg talpyklose, priklausomai nuo talpyklos dydzio ir stogo
konstrukcijos, mazdaug 1 m vir§ gridy sampilos, jmontuojami CO davikliai, kurie realiu laiku
fiksuoja COz koncentracija (8 pav.). Labai svarbu pasalinti galimg CO2 nutekéjima, todél vieta,
kurioje jmontuojami davikliai, turi buti hermetizuota. Davikliy energijos blokas daznai yra
montuojamas ant stogo ir kombinuojamas su saulés energijos moduliu. Valdymo pultas statoma
talpyklos iSor¢je, 1,5 m vir§ zemés. Surinkti CO2 matavimo duomenys apdorojami pagrindiniame
valdymo bloke ir bevieliu ry$iu siunc¢iami j pagrindinj serverj. Pasiekus tam tikrg nustatytga CO>
koncentracijos ribg arba esant staigiems CO. koncentracijos pokyciams, gali buti siun¢iamas

pavojaus signalas pasirimktu budu (telefonu, zinute, elektroniniu pastu ar kt.).

CO:z
Moisture
Temperature

S e
8 pav. CO; davikliy sistema griidy talpykloje
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1.3. DON susidarymas
Deoksinivalenolio (DON) biosintezé (9 pav.), sukeliama Fusarium spp mikroskopiniy gryby,
prasideda farnezil-pirofosfato susidarymo procesu, tokiu bidu suformuojamas trichodienas. Si
reakcija katalizuojama fermento terpenciklazés, trichodiensintazés (TriS). Pirma kartg TriS genas

i§skirtas i§ Fusarium spototrichioides mikroskopinio grybo metabolity [37].
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Trichodienas oksiduojamas keliais etapais, dalyvaujant P450 monooksigenazei, genas
uzkoduotas Tri4 pavadinimu [36], kuris kontroliuoja deguonies prijungimg prie C-2, C-3, C-11 ir C-
12 anglies atomy, bei oksiduoja C-13 anglies atoma, tokiu biidu, susidaro tarpinis junginys —
izotrichotriolis [55]. Izotrichotriolis izomerizuojamas ir suformuojamas izotrichodermolis. Sio
proceso metu, deguonies atomas, kuris yra prisijunges prie C-2 anglies atomo, tampa susidariusio
pirano ziedo dalimi, o hidroksilo grupé nuo C-11 anglies atomo atskyla. Izotrichodermolis (prie C-3
atomo OH grupé) katalizuojamas acetiltransferazés (Tri101) veréiamas j izotrichoderming (prie C-3
atomo OR grupé). Papildomos hidroksilo grupés prijungiamos prie C-15 ir C-4 anglies atomy ir véliau
yra acetilinamos (kontroliuojama Trill, Tri3 geny) [2]. Papildomos hidroksilo grupés prijungiamos

prie C-7 ir C-8 anglies atomy ir véliau virsta keto grupémis (tikslios Sio etapo genetinés
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transformacijos néra gerai istirtos) [56; 57]. Paskutinis deoksinivalenolio sintezés etapas — acetilo
grupés atskilimas nuo C-3 arba C-15 anglies atomo, katalizuojamas Tri8 esterazés. Skirtingi §io
fermento aktyvumai yra nustatomi tiriant DNR. Nuo to priklauso ar sintetinamas 3-ADON (3-acetil

deoksinivalenolis) ar 15-ADON (15-acetil deoksinivalenolis) genotipas [3].

1.4. CO2 susidarymas ir galimi sausyjy medziagy nuostoliai Fusarium spp. uzkreésty griidy
laikymo metu

Grudinés zaliavos prie§ vartojima pereina ilgg procesy grandine, susidedancig i$ tokiy etapy:
kultyvavimo, derliaus nuémimo, dziovinimo, laikymo, tiekimo ir prekybos. Kadangi kokybiniai
grudinés zaliavos rodikliai tiesiogiai priklauso nuo aplinkos salygy, neretai neiSvengiama ir
mikrobiologinés tarSos bei infekcijos [1]. Grudy kokybés blogéjimui po derliaus nuémimo jtakos turi
fiziniai, cheminiai ir biologiniai veiksniai bei jy kombinacijos [52].

Mikrobiologinés tarSos Saltiniai gali biti véjo neSamos dulkés, vanduo, apkrésti augalai,
vabzdziai, dirva, traSos, gyviiny iSmatos. Dazniausiai ant gridy randamos bakterijy Seimos -
Pseudomonadaceae, Micrococcaceae, Lactobacillaceae, pelésiai — Alternaria, Fusarium,
Helminthosorium, Cladosporium. Siy patogeny mikrobinés kompozicijos Zinojimas ir jy saveikos
laikomuose griduose vertinimas yra labai svarbus faktorius tinkamy laikymo salygy parinkimui, nes
mikroorganizmy augimo ir dauginimosi procesai gali pakeisti produkto savybes [49].

Gridy kokybés blogéjimas susijes su grudy ir ant jy esanc¢iy mikroorganizmy kvépavimo
procesais, kurie neatsiejami nuo didéjancios CO2 koncentracijos, gridy temperatiiros ir drégmés
kiekio padid¢jimo. 14 % griidy drégnis yra priimtinas ilgalaikiam griidinés Zaliavos saugojimui,
norint uztikrinti optimaly kokybés ir laikymo trukmés santykj [49]. Jei priimamy laikymui grady
drégmés kiekis yra didesnis, norint sumazinti kokybinius ir Kiekybinius masés nuostolius, Zaliava turi
biiti dZiovinama iki saugaus drégnio.

Teisingas saugios gridy laikymo trukmés parinkimas gali atsakyti j klausima, kiek laiko galima
laikyti atitinkamos drégmés griding Zaliava, iSlaikant nepablogéjusius jos kokybés parametrus.
Pagrindiniai parametrai grudy laikymo praktikoje galéty biiti CO2 koncentracijos poky¢iai ir sausyjy
medziagy nuostoliai.

Mikrobiologiné gridy tarSa yra nattiralus ir nuolatinis procesas. Vidutinio klimato zonose,
kuriose vyrauja vidutinis arba didelis santykinis oro drégnis, griiduose nuolat fiksuojamas
mikrobiologinis uzterStumas, turintis jtakos kvépavimo procesy suaktyvéjimui. Fusarium, Alternaria
ir Helmintosporium pelésiai, dar vadinami ,,lauko pelésiais* yra dominuojancios riiSys griidinéje
zaliavoje. llgalaikio saugojimo metu, 2-3 ménesiy laikotarpyje ,,lauko pelésiai* pakei¢iami ,,sandélio

pelésiais® — Aspergillus ir Penicillium [21].
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Gridy kokybés blogéjimas tiesiogiai susijes juos supanc¢ios mikrofloros kvépavimu (procesu
kai angliavandeniai oksiduojami iki anglies dioksido ir vandens). Kvépavimo metu naudojamos
sausosios medziagos, o energija iSskiriama Silumos pavidalu. Kvépavimo reakcijos cheminé formulé:

CeH1206 + 6 O2 2 6 CO2 + 6 H.O + 15,4 kJ

Apskaiiuota, kad skylant 1 g sausos medziagos sunaudojama 1,07 g. deguonies. Sio proceso
metu isskiriama 1,47 g CO2, 0,6 g vandens ir 15,4 kJ Siluminés energijos. Griidy perkaitimas yra
fiksuojamas tada, kai iSskiriama daugiau Siluminés energijos nei zaliava gali absorbuoti. Didéjant
temperatarai, deguonies, reikalingo reakcijai vykti, kiekis taip pat auga, kol pasiekiamas
maksimumas 40 °C temperatiiroje ir létai mazéja kylant temperatiirai iki 65 °C. Kvépavimo
koeficientas (angl. RQ — Respiratory quotient) — sunaudoto deguonies ir iSskirto CO> kiekio
santykis, 40-65 °C temperataroje Kinta ribose nuo 0,7 iki 0,9. Pagal iSsiskyrusio CO2 kiekj galima
apskai¢iuoti sausyjy medziagy nuostolius. F. Fleurat-Lessard (2002) eksperimentu nustaté, kad
sumazéjus 1 % sausyjy medziagy, tiriant 1 kg grudy, iSskiriama 14,7 g CO2 dujy. Be to, jeigu
kvépavimo koeficientas yra <1.0, suaktyvinami griiduose esanciy lipidy ir baltymy metabolizmo
procesai, pvz., esant kvépavimo koeficientui 0.7. tripalmitinas susidaro i§ griduose esan¢ios
palmitino ragsties. Kuo didesnis i$skiriamas CO2 kiekis, tuo trumpesné griidinés zaliavos laikymo
trukmé, nepatiriant jos nuostoliy [20].

Pacio griido ir mikrofloros aplink griida kvépavimo aktyvumas tiesiogiai priklauso nuo zaliavos
drégnio. Kvépavimas vyksta létai, jeigu saugomi griidai yra sausi (<14 %). Taciau jei drégmes kiekis
yra 15-19 % (aw = 0.75-0.85), Fusarium spp. pelésiai tampa neaktyvis ir ztiva per pirmus 2 laikymo
ménesius, o Aspergillus spp. ir Penicillium spp. 1étai auga ir kvépavimo procesai suaktyvéja [46].

Jau nuo aStunto XXa. deSimtmecio ieSkoma biidy, kaip tiksliai apskaiciuoti gridy laikymo
trukme ir jvertinti visus $j procesg jtakojancius faktorius. Po daugybés eksperimenty su jvairiais
kvie¢iy méginiais iSvesta matematiné formulé (1), kuri naudojama grady isskiriamo CO: kiekio

apskai¢iavimui [73].

(1)
X =a+bT+ct+dt2+eMw

Cia: X — igsiskyrusio CO, kiekis, mg kg's.m./24val; T — griidy temperatiira, °C; t — laikas, val; My, — drégmeés kiekis
griduose, %; a b ¢ d e — empirinés konstantos.

Véliau formulé patobulinta [69]:

(2)
X=exp (@aMw + bT + )

Cia: X — i8siskyrusio CO2 kiekis, mg (100gs.m.) "'/24val; T — griidy temperatiira, C; Mw — drégmés kiekis griduose, %;
a b c— empirinés konstantos.
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Gridy kokybés pokyciy laikymo metu jvertinimui, Sios formulés néra labai tikslios, nes reikia
atlikti papildoma eksperimenting analize ir susieti iSsiskyrusio CO» kiekj su gridy kokybiniu
pablogéjimu. Be to, jeigu gridy drégnis yra mazesnis nei 14 %, CO; iSsiskyrimas yra labai létas ir jj
sunku pamatuoti. Taigi, griidy saugojimo trukmés nustatymui Sio formulés buvo nepriimtinos.

Patvirtinta, kad grudinés zaliavos sausyjy medziagy nuostoliai dél vykstanciy kvépavimo
procesy yra galimy produkto kokybés pokyciy indikatorius [67]. Kai kurie autoriai (Martin,
Homedes, Sanchis; 1999) teigia, kad priimtini sausyjy medziagy nuostoliai gali sudaryti iki 0,5 %
zaliavos masés. Taciau ilgalaikiais tyrimais jrodyta, kad didelio drégnio kvieciuose 0,5 % Zzaliavos
nuostoliai galimi laike 7 dieny, Kartais be akivaizdaus peléjimo pozymiy. Dideli grady kiekiai gali
tapti netinkami vartojimui dél per dideliy juose susidariusiy mikotoksiny koncentracijy [51].

Ivertinant gridy masés pokyCius laikymo metu, pasitlyta gruding zaliava skirstyti | 3
kategorijas [32] :

e Premium klasés griidus — sausyjy medziagy nuostoliai iki 0,1 % [73];
e 7moniy maistui tinkamus griidus — sausyjy medZiagy nuostoliai iki 1 % ;
e QGyviiny maistui tinkamus griidus — sausyjy medziagy nuostoliai iki 2 % .

Taciau vis dar diskutuojama, kokios sausyjy medziagy nuostoliy ribos turéty buti priimtinos ir
mokslininky nuomonés Siuo klausimu yra labai priestaringos.

Tikslesniam sausyjy medziagy nuostoliy teoriniam apskai¢iavimui pradéta vertinti ne tik

temperatiiros, drégnio ir saugojimo trukmés, bet ir pazeisty grudy jtaka [71]:

DML = 0,0883 (exp 0,006 t, — 1) + 0,00102 t, (3)
- t
TS ML MM (3.1)

M = 0,103 {exp [455 (100M)153] — 0,845M + 1,558}; 0,149 < M < 0,538 kg™ Ho0 s.m.  (3.1.1)
Mr = 32,3 exp [-3,48 (0,03T + 0,53)] + 0,01 (M — 19) exp [0,61 (0,03T — 0,47)] (3.1.2)

Mp = 0,001 (MD)? — 0,1101 (MD) + 3,426 (3.1.3)
Cia: DML — sausyjy medziagy nuostoliai, %; t — saugojimo laikas, val; My — griidy drégnio daugiklis; Mt — gridy

temperatiros daugiklis; Mp — grudy pazeidimo daugiklis; MD — pazeisty griidy kiekis, %; T — griidy temperatiira, C; Mw
— grudy drégnis, %; M - drégmés kiekis, kg H,0 kg sausyjy medziagy.

Al-Yahya (2001) tirdamas kvieciy laikymo trukmés ir kokybés priklausomybes, jvertino
saugojimo laiko, gridy drégnio ir sausyjy medziagy nuostolius ir iSvedé formule patikimam
saugojimo laiko apskai¢iavimui [4]:
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t = exp (6,490336 — 0,024165 T — 0,163337 My + 1,292568 (DML)) (4)
Cia: t — saugojimo laikas, dienomis; T — griidy temperatiira, °C; My — griddy drégnis, %; DML — sausyjy medziagy
nuostoliai. 4C<T<40C; 15%<Mw<24%; 0.25%<DML<1%.

IS pateikty formuliy matyti, kad griidinés Zaliavos laikymo trukmé yra atvirksciai proporcinga
jos drégniui ir temperatirai.

Siluminé energija susidaro vykstant griidy, mikroorganizmy ir vabzdziy kvépavimo procesams.
Jeigu Sie procesai vyksta drégnuose griiduose, jie tampa ypatingai pavojingi dél mazo griidy
specifinio $ilumos laidumo. Taip sukuriamos palankios sglygos mikroorganizmy dauginimuisi, dél to

suintensyvéja kvépavimo procesas ir didéja iSskiriamos Silumos energijos kiekis [43].

1.5. Antimikrobiniy bioprodukty taikymo galimybés mikrobiologinés saugos mazinimui

Mikotoksinai yra antriniai metabolitai, kuriuos gamina mikroskopiniai grybai, tokie kaip
Aspergillus, Fusarium, Penicillium. D¢l jy patiriami dideli maitinés vertés nuostoliai ir kyla grésmé
visai maisto tiekimo grandinei bei jos saugai [64].

Rizikos mazinimui, geriausiai turéty biti iSvystytos prevencinés uzterStumo mikotoksinais
priemongs, kurios neleisty patogenams patekti ant gridinés Zaliavos ir gaminti antriniy metabolity.
Taciau priklausomai nuo daugybés faktoriy (derliaus drégmés, pazeisty griidy kiekio, laikymo salygy
ir t.t.), kai mikrobiologinés tarSos nepavyksta iSvengti, gali buti taikomi fiziniai ir cheminiai metodali
grudy tarSos mazinimui. Pasirinkus vienokig ar kitokig tarSos mazinimo strategija, ji turéty atitikti
pagrindinius kriterijus [31]:

1. Mikotoksinai turi bati detoksikuoti arba transformuoti j netoksiSkus junginius;

2. Mikroskopiniy gryby sporos turi biiti sunaikintos — be galimybés gaminti naujus toksinus;

3. Maisto produktas ar paSaras turi neprarasti savo maistinés vertes ir i§likti priimtinas vartotojui.

4. Fizinés zaliavos savybés negali kisti ir taikomi procesai turi biiti efektyvis, t.y. tarSos
mazinimo priemoniy sgnaudos turéty biiti maZesnés nei uzterstos zaliavos kaina.

Gamybiniame griidy perdirbimo procese placiai paplites fizinis tarSos prevencijos budas, kuris
padeda mazinti mikotoksiny kiekj griidiniuose produktuose — sausas griidy valymas malimo metu.
Tokiu btdu, naudojant frakcionavima, galima atskirti gridy luobeles, kuriose yra didziausias
mikroskopiniy gryby ir mikotoksiny Kiekis ir taip sumazinti tar$§g miltuose. Dauguma mikotoksiny
yra atsparts karsciui, todél zaliavos veikimas kar§c¢iu neturi didelés jtakos mikotoksiny kiekiui. Daug
pastangy idéta ieskant budy, kaip mikotoksinus paversti | netoksiSkus junginius, naudojant Sarminius
ir oksiduojancius tirpiklius. Nors pasiekti rezultatai mikotoksiny lygio sumazinimui buvo
patenkinami (koncentracijos sumazintos iki minimumo), panaudoti cheminiai reagentai blogino
maisting verte ir nebuvo pakankamai saugis tolesniam griidinés zaliavos vartojimui zmoniy maistui.
Daugybe absorbenty buvo bandyta pritaikyti mikotoksiny suri§imui, taciau iki $iol néra rastas
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optimalus sprendimas, nes jais suriSama tik maza dalis mikotoksiny, o didzioji dalis pasilieka
grudingje zaliavoje [39].

Nauja tyrimy kryptis — biologinis tarSos mazinimas ir mikotoksiny biodegradacija /
bioabsorbcija, panaudojant mikroorganizmus ir fermentus. Bakterijos ir mikroskopiniai grybai gali
suardyti mikotoksinus. Siuo atveju nenaudojami detoksikacijai cheminiai junginiai, produktai
nepraranda maistinés vertés ir iSlieka patraukliis vartotojui. Fermentacija yra vienas i$ geriausiai
priimtiny gamybai ir pigiausiy maisto konservavimo budy, kuriam naudojamos jvairiy risiy mielés
(populiariausios S.cerevisiae ir Candida krusei) ir pieno rigsties bakterijos [41].

Biologiné mikotoksiny detoksifikacija biologinése sistemose gali vykti dviem etapais,
fermentine degradacija ir sorbcija. Vyrauja skirtingos nuomonés dél biologinés detoksifikacijos,
kurias apibendrino Dalie (2010). Mikotoksiny suardymas biologinése sistemose gali biiti vykdomas
jvairiais budais [59]:

1. Mikroorganizmas gali buti naudojamas kaip starteriné kultira (pvz., sirio gamybai
naudojamos pieno ragsties bakterijos);

2. Naudojamas tik iSgrynintas fermentas, tirpioje arba imobilizuotoje (biofiltras) formoje;

3. Fermenty aktyvumas gali biti padidintas, naudojant geny inzinerijos metodus.

Gyvi mikroorganizmai gali absorbuoti mikotoksino molekule, prijungdami ja prie savo lgstelés
sienelés arba aktyviai juos inkorporuoti j lgstelés vidy ir ten juos kaupti. Net ir negyvi
mikroorganizmai gali absorbuoti mikotoksinus, §is fenomenas gali biiti naudojamas biofiltry kirimui,
skysty produkty tarSos mazinimui arba probiotikuose, siekiant mazinti patekusiy j organizmag
mikotoksiny zarnyne lygiui.

Mieliy ir pieno riigSties bakterijy Igstelés ant savo sieneliy gali suriSti jvairias kompleksines
struktdiras, tokias kaip toksinai, metaly jonai ir kt. Pieno riig§ties bakterijy mikotoksiny absorbcija
labai priklauso nuo bakterijos padermés. Aflatoksino Bl suri§imo mechanizmo tyrimui buvo
naudotos PRB L.rhamnosus (LGG ir LC105 padermés), kurios sudaré tvirtg junginj su mikotoksinu.
Bandant jj iSardyti, naudoti pakartotiniai praplovimai vandeniu, ta¢iau isliko 38-50 % sudaryty rysiy
(PRB lastelé/mikotoksinas). Kompleksa paveikus riigStimi ir aukSta temperatiira, i$liko 66-71 %
sudariusiy rysiy [7; 9; 65].

Kitas galimas pieno rugsties bakterijy veikimo mechanizmas - mikotoksiny suardymas arba
biotransformacija. Mikotoksiny biotransformacijos tyrimai prasidéjo prie§ 40 mety. Buvo jrodyta,
kad kai kurie mikroorganizmai gamina fermentus, kurie gali pakeisti mikotoksiny struktiirg, paversti
juos | maziau aktyvius ir nepavojingus / maziau pavojingus junginius.

Irodyta, kad deoksivalenolio (DON) toksiSkumas priklauso nuo 12; 13 pozicijoje susidarancio
epoksido ziedo [45]. Specialtis fermentai (eposkidazés) trukdo susidaryti Siam ziedui, todél DON

toksiSkumas mazéja. Buvo atlikti tyrimai su Eurobacterium BBSH 797 bakterija ir izoliuoti jos
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gaminami fermentai (epoksidazés), kurie kaip paaiSkéjo, prisideda prie mikotoksiny

destruktiirizavimo, katalizuojant epoksidinio ziedo suardyma (10 pav.).
HaC

HzC

Ry

Rz cu; CHy Ry
|

R3

10 pav. DON detoksifikacija (biotransformacija)

1.5.1. Pieno riigsties bakteriju: P. pentosaceus ir P. acidilactici charakteristikos

Pieno riigsties bakterijos (PRB) reiklios mitybinei terpei. Jos gali naudoti tik nedidelj anglies
Saltiniy spektrg. Dauguma pieno rigsties bakterijy fermentuoja monosacharidus, disacharidus,
pirmiausiai versdamos juos monosacharidais. PRB reikalingi sudétingi organiniai azoto junginiai, o
taip ir jvairios aminoriig§¢iy kombinacijos. Daugumai jy bitinas argininas, cisteinas, glutamo riigsis,
leucinas, fenilalaninas, triptofanas, tirozinas, valinas. PRB yra atsparios dziovinimui, CO2. Pagal
gebéjima iSskirti dujas, jos gali biiti skirstomos j dujas sudarancias ir dujy nesudarancias [53]. Anglies
ciklo metabolizmo metu pieno riigsties bakterijos ne tik gamina antimikrobinius junginius, bet ir
konkuruoja su kitomis mikroorganizmy rai§imis taip partigs§tindamos aplinka bei sparciai naudodamos
maistines medziagas. Kaip antrinius metabolizmo produktus, PRB gali iSskirti bakteriocinus (pvz.,
nizing), antibiotikus (pvz., reutericikling) ir mazos molekulinés masés antibiotikus, tokius kaip
reuterinas [16].

Pediococcus pentosaceus ir P. acidilactici yra gram teigiamos fakultatyvios anaerobinés ir
spory nesudarancios pieno riigSties bakterijos. Kaip ir dauguma kity PRB, P. pentosaceus yra
atsparios rugstims, nesintetina porfirino, metabolizmo metu, kaip pagrindinj produkta, iSskiria pieno
ragst] [5]. Morfologiniu pozitriu, Pediococcus genties lastelés yra sferinés, 1-2 um skersmens.
Pediococcus galima apibtdinti, kaip vieninteles acidofilines, homofermentines pienartigstes
bakterijas, kurios dauginasi dviejose plokStumose suformuodamos tetraedrus [28]. P. pentosaceus
auga 40 °C temperatiiroje, jy augimui palanki 4,5-8,0 pH terpé, esant 9-10 % NaCl, hidrolizuoja
argining. Pediococcus acidilactici augimo nenuslopina net 50 °C temperatiira. PRB P. pentosaceus
ir P. acidilactici morfologija pavaizduota 11 paveiksle.

Pediococcus padermése yra nuo trijy iki penkiu protoplazmy [28]. Todél jos gali rauginti

rafinoze ir sacharoze, taip pat gaminti bakteriocinus [25].
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11 pav. P. pentosaceus ir P. acidilactici morfologija

Klimato kaitos jtakoje uzterStumo mikotoksinais problema islicka aktuali ir jvairtis maisto
produktai, tokie kaip grudai, vaisiai, rieSutai, prieskoniai, pienas ir mésa gali sudaryti papildomy
sunkumy Siy produkty tiekéjams, iSlaikyti tinkama, ES jstatymy leidziama uzterSimo mikotoksinais
lygj, nes uzkrésty ir saugiy produkty mai§ymas yra draudziamas. Zinant, kad gryby sporos gali i3likti
jvairiy apdorojimy metu, yra atvejy, kai per dideli mikotoksiny kiekiai uzfiksuoti vyne, aluje ir pieno
produktuose, Europoje ir Afrikos zemynuose [6]. Dél Siy priezaséiy vis dazniau tokiy produkty
gamyboje, kaip komponentas naudojamos pieno riigSties bakterijos ir iSskirtinais atvejais mieles (S.
cerevisiae). Sie mikroorganizmai, turintys geras mikotoksiny suri§imo savybes, gali biiti naudojami,
kaip pradinés kultiiros fermentacijos procesuose, arba kaip papildomas prevencinis ingredientas,
kuris neturi jtakos galutiniy produkto savybiy, ta¢iau apsaugo nuo uzterStumo mikotoksinais arba
inaktyvuoja jau esancius zaliavoje mikotoksinus. Pagal atliktus tyrimus, pieno rtgsties bakterijos
detoksikuojantj poveikj turi produktams, uzterStiems tokiais mikotoksinais, kaip deoksivalenolis
(DON) [22], aflatoksinas (AF) [27], ochratoksinas (OTA) [62], patulinas (PAT) [70] ir fumonizinas
[60].
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2. TYRIMU METODAI IR SALYGOS

2.1. Tyrimy Kkryptys

Eksperimentas vykdytas kryptimis, pateiktomis 12 paveiksle.

I. Eusarium Fusarium culmorum Anaerobiniy kolonijy skaicius
SPP- . Amilolitinis aktyvumas
mikroskopiniy
gryby tyrimas Fusarium graminearum Ksilanolitinis aktyvumas
Fusarium spp. uzkrésti grudai, ELISA metodas
I1. Laikomy /4 neapdoroti PRB bioproduktais /
grudy DON analizé [~ Akustinis metodas
uzterstumo \4| Fusarium spp. uzkrésti gridai,
tyrimas apdoroti PRB bioproduktais
CO;
—| Dujy monitoringas 0,
F. graminearum
. zkrésti vasariniy f—, ieki
I11. Skirtingo llif/iesiSt r?’ijai 4 —>| Ball(tyfl N klei(.l(? H2S
Fusarium spp. yg poky¢io analizé
uzterStumo laikomy - L5 - Fia
eriidy pokyciy F; graminearum | SM nuostoliai : Teoriniai
tyrimas E‘Z}gsls . Vr?-l?;il i CO susidarymo Eksperimentiniai
us —®| greicio tyrimai
(F. culmorum)
. Stru!(tl.‘lros poky¢iy
analizé
F. graminearum
—p| uzkrésti vasariniy kvie¢iy [
grudai, apdoroti P. CO;
acidilactici bioproduktais | Dujy monitoringas o
F. graminearum Baltymy kiekio
IV. Skirtingo | Uzkresti vasariniy kvieciy > poky¢io analizé HaS
Fusarium spp. griidai, apdoroti P.
uzterStumo laikomy | pentosaceus bioproduktais | | | SM nuostoliai »| Teoriniai
grudy, apdoroty \
skirting'q PRB F. culmorum Ly| Struktiros pokyc¢iy | Eksperimentiniai
padermiy uzkrésti vasariniy kvie¢i analizé
bioproduktais, ) Z_des d t.lé, vieelt
kyciy tyrimas T AR
pokyciy tyr acidilactici bioproduktais
F. culmorum
Ly UZkresti vasariniy kvieciy
grudai, apdoroti P.
pentosaceus bioproduktais
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Baltymy kiekio

poky¢iais
— SM nuostoliais
Fermentiniy
> akjfyvurnut rysys Gridy struktiiros
su- pokyciais
V. Rysiy, tarp
eksperimento metu 1, Gridy uzkrétimo | DON )
gauty parametry analizé laipsnio rySys su: —| koncentracijos
poky¢iais CO,
- I8siskyrusiy o
Akustiniu > duiy Miekiu > O
| metodu (Ay) ir Ju
ELISA (DON co H.S
2
kz:;rg e%::trqg s —»{ i3siskyrimo
P bl greiciu
—»| SM nuostoliais
L | Baltymy kiekio
poky¢iais
N DON
L,| PRBpadermés | kppcentracijos CO,
ry8ys su: kitimu
02
I8siskyrusiy
—>
dujy kiekiu H,S
5 Gridy struktiiros
poky¢ias
—» SM nuostoliais
N Baltymy kiekio
poky¢iais

12 pav. Eksperimento krypciy zemélapis

Tyrimas atliktas Kauno Technologijos Universiteto, Maisto mokslo ir technologijos katedroje,
gridy produkty mokslingje tyrimy laboratorijoje. Tyrimams ruostos jvairios modelinés uztersty gridy
sistemos, maiSant neuzkréstg gruding zaliava su skirtingais Fusarium spp. mikroskopiniais grybais
(Fusarium culmorum ir Fusarium graminearum) (] griidine Zaliavg pridéti skirtingi kiekiai (6,0x10°
KSV; 1,0x107 KSV; 1,0x10”7 KSV) mikroskopiniy gryby, tirpaly pavidalu), taip buvo imituojamos
skirtingo jy uzterStumo salygos. Mikroskopiniy gryby tirpalai analizuoti mikrobiologiskai, jvertinant
juose aerobiniy kolonijy skai¢iy. Be to, jvertintas juose mikroskopiniy gryby amilolitinis ir

ksilanolitinis fermentinis aktyvumas.
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Pirmajame eksperimento etape visose modelinése grudy sistemose nustatytas DON kiekis
dviem metodais: akustiniu ir tradiciniu — ELISA. Apskai¢iuotos priklausomybés tarp DON
koncentracijos tyrimy rezultaty, gauty akustiniu metodu ir tradiciniu ELISA.

Kito etapo metu atliktas vasariniy kvie¢iy tyrimas laikymo metu (trukmé — 42 dienos), tiriant
susidariusiy dujy (CO2, Oz ir HaS) kiekj, dujy koncentracijos fiksuotos kas 7 dienas, Optima 7
BIOGAS dujy analizatoriumi. Tokiu badu, buvo vertinama tarsos jtaka gridinés Zaliavos kvépavimo
aktyvumui.

Papildomai analizuotas baltymy kiekis laikomose vasariniy kvie¢iy modelinése sistemose
(prie$ ir po laikymo), jvertintas baltymy kiekio pokyciy rySys su sausyjy medziagy nuostoliais.
Teoriskai apskai¢iuoti sausyjy medziagy nuostoliai, gautus rezultatus palyginant su nustatytais SM
nuostoliais, technologinio eksperimento metu.

Darbo metu tirtas CO2 susidarymo greitis (aptikimo riba — 1 % CO2 koncentracija) F. culmorum
uzkrésty grudy laikymo metu, iSbandant KTU vystomg CO> davikliy sistema.

Atskiro eksperimento metu tirtos Fusariumm spp. uzterSty gridy detoksikacijos biologiniu
btdu galimybes. Tam buvo paruostos kvieCiy modelinés sistemos, analogiskos tirtoms pradiniame
darbo etape, ir eksperimento metu naudotos tos pacios jy laikymo salygos. Siuo atveju tiriami griidai
papildomai buvo apdoroti jvairiomis Pediococcus PRB padermémis (P. acidilactici ir P.
pentosaceus). Vertinant bioapdorojimo jtaka laikomy griidy kokybei, analizuoti auks¢iau iSvardinti

parametrai.

2.2. Tyrimy objektai ir medzZiagos

Eksperimentui buvo pasirinkti sveiki lietuviski 2012 m derliaus vasariniai kvie¢iy griidai, gauti i$
UAB ,,Kauno griidai‘.

Grudy uzkréstumo imitacijai buvo naudotos Fusarium spp. mikroskopiniy gryby kulttros (F.
culmorum ir F. graminearum), gautos i§ Lietuvos agrariniy ir misky moksly centro Zemdirbystés
instituto (LAMMCZI), Augaly patologijos ir apsaugos skyriaus.

Tyrimams pasirinktos PRB: Pediococcus acidilactici KTU 05 - 7 ir Pediococcus pentosaceus KTU
05 — 8 padermés, kurios pries tai buvo iSskirtos i§ savaiminiy ruginiy duonos raugy ir saugomos KTU
Maisto mokslo ir technologijos katedroje. Tolimesniems tyrimo etapams naudotos PRB padermés
buvo 18 val. kultyvuotos MRS teréje (De Man Rogosa ir Sharpe terpé; Biolife, Italija), 35 °C
temperatiiroje (pH 3,95), koncentracijos 1,77+0,11x10° KSV/ml ir 1,89+0,10x10° KSV/ml,

atitinkamai.
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2.3. Tyrimy metodai
2.3.1. Imunofermentinis ELISA metodas DON nustatymui

ELISA metodas pagristas tuo, kad tam tikruose polimery (imunosorbenty) pavirSiuose
absorbuojami specifiniai antiktinai, zyméti fermentais.

Tvirtafazis imunosorbcinis testas atliekamas keturiais etapais:

Pirmas etapas — savityjy (zinomy) antikiiny adsorbcija imunosorbenty (tvirtosios fazés)
pavirSiuje. Paprastai naudojamos bespalvés skaidrios polichlorvinilinés (silochrominés ar akytojo
stiklo) plokstelés su duobutémis, kuriy dugnai ploksti. Antikiinai nekovalentiSkai sujungiami su
duobuciy sienelés pavirSiumi, juose lieka laisvi antikiiny aktyvieji centrai (Fab), todél jie iSsaugo
gebéjima specifisSkai sgveikauti su atitinkamais antigenais.

Antras etapas — pridedama zinomy antikiiny, kurie sgveikauja su antigenu, esanciu méginyje
(tiriamoje medZiagoje), jei jie specifiski antigeno molekuléms, adsorbuotoms pirmojo etapo metu
plokstelés duobelés pavirSiuje, ties tvirtosios fazés (plokstelés polimeras) ir skyscio (antigeno
tirpiklis) riba. Po to, norint i§ sistemos pasalinti kitus, su antikiinais nesujungtus komponentus,
duobelés labai gerai perplaunamos tirpalu, kuriame yra silpno nejoninio detergento.

Trecias etapas — tvirtoji fazé (ploksteliy pavirSius su prisitvirtinusiais antiktino-antigeno
kompleksais) apdorojama homologiniais antikiinais, specifiskais vartotiems antigenams, Zymétaisiais
fermentais. Tokie Zymétieji antikiinai jungiasi su antikiiny — antigeny kompleksy, susidariusiy antrojo
etapo metu, antigenais. Méginyje esantis jy perteklius plaunant pasalinamas.

Ketvirtas etapas — testo vertinimas: rezultatai vertinai, atsizvelgiant j Zzymens prigimtj.

Antigeno ir antikiny kompleksas susidaro, jeigu jie yra specifiski vienas kitam. Jei meéginyje
yra antigeny, specifiSky pridétiesiems antikiinams, sorbento pavirSiuje prisitvirtina ,,antikiiny-
antigeno-antikiny“ kompleksas. Fermento veikimg lengva nustatyti kolorimetriniu arba
fluorometriniu budu. Naudojami chromogenai, reaguojantys spalvinémis reakcijomis. Jie turi biiti
labai jautrs, stabilts ir lengvai reaguoti. Pakitusia spalva kartais pakanka jvertinti plika akimi, o
tiksliau nustatoma fotometriniais jrenginiais. Fotometriniai matavimai atliekami prie 450 nm bangos

ilgio. Absorbcija yra atvirk$ciai proporcinga DON koncentracijai méginyje.

2.3.2. Akustinis metodas DON griiduose monitoringui
DON kiekiui kvie¢iy gridy maséje jvertinti, taikytas KTU Maisto produkty technologijos
katedroje vystomas akustinis metodas, kuriuo jvertinama per tiriamajj objekta peréjusio akustinio
signalo amplitudés verté (Ap). Tyrimui naudotas elektroakustinio prietaiso prototipas, kuris veikia
zemy dazniy (10-80 kHz) diapazone padalintame j 63 matavimy taskus, analizés trukmé — 60 s.

Prietaiso schema pateikta 13 pav.
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12

D% [2 s
10 9 7
.'\ — B
13 pav. Elektroakustinio priataiso prototipo bendras vaizdas (A) ir principiné schema (B): 1 — personalinis kompiuteris;
2 — sinusiniy signaly generatorius; 3 — videoimpulsy generatorius; 4 — daznio keitimo Saltinis; 5 — daznomatis; 6,8 —
siuntimo ir priémimo akustinés antenos; 7,9 — maitinimo $altiniai; 10 — oscilografas; 11 — skaitmeninis voltmetras; 12 —
tiriamasis méginys.

Griidy méginio paruosimas ir analizé. Pirminiais tyrimai nustatyta, kad $iukSlinés priemaiSos
turi labai reikSmingg jtakg akustinio signalo parametry vertéms. Todél prie§ analizuojant akustine
technika, pasalinés priemais$os paSalinamos, sijojant gridy méginius dviejy siety sistema (3,5 mm ir
1,0 mm akuciy diametro). Tiriamasis éminys atsitiktiniu biidu paimamas i$ bendros griidy meéginio
masés (200 g) ir supilamas | matavimo kiuvete (indg). Tiriamojo éminio dydis optimizuotas, atlikus
eilg matavimy naudojant skirtingo diametro (mazo - 40 mm, vidutinio - 80 mm ir didelio - 100 mm)
kiuvetes (griidy sluoksnio storis — 50 mm) ir nustacius maziausias matavimo paklaidos ir variacijos
koeficiento vertes.

Duomeny matematiné statistiné analizé. Naudojamas programy Analyse-it ir Microsoft Exel
analizés paketus. Pagrindinés tendencijos ir analizuojamy duomeny verciy iSsidéstymas buvo
vertinami, naudojant apraSomgja statistika. RySio tarp matuojamy rodikliy stiprumui nustatyti
naudota dvinaré koreliaciné analizé ir grafiné duomeny israiska. Matuojamy parametry vidurkiy tarp
duomeny grupiy jvertinimui taikyta vieno faktoriaus dispersiné analizé (ANOVA). Faktoriaus
reikSmingumo lygmuo nustatytas pagal FiSerio (F) kriterijy, esant patikimumui 95 %. Tiriant griidus
akustiniu spektrometru, matavimai kartoti 6-10 karty. Mikotoksiny kiekis kiekviename griady

méginyje ELISA metodu nustatytas 2 kartg. Tyrimai teksttiros analizatoriumi kartoti 3 kartus.
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2.3.3. a-amilazés aktyvumo nustatymas pagal ICC metoda Nr, 108 (ICC, 1998).
a-amilazés aktyvumo vienetas, tai fermento kiekis, galintis 30 °C temperattiroje per 10 min.
katalizuoti 1g tirpaus krakmolo hidrolize¢ | dekstrinus.

ParuoSiami tyrimui reikalingi tirpalai:

e Substrato (1 % krakmolo) tirpalas — 1 + 0,01 g tirpaus krakmolo ir sumaiSoma su 25 ml
distiliuoto vandens. Tirpalas Sildomas vandens vonioje, kol krakmolas iStirps. Gautas
krakmolo tirpalas atvésinamas ir praskiedziamas iki 100 ml acetatiniu buferiniu tirpalu.
Krakmolo tirpalas ruo§iamas pries pat naudojima.

e Standartinis jodo tirpalas — 0,5 g jodo ir 5 g KI iStirpinama mazame vandens kiekyje ir
atsargiai maiSoma, kol medziagos istirps. Tirpalas praskiedziamas iki 200 ml.

e Darbinis jodo tirpalas — 2 ml standartinio jodo tirpalo praskiedziama 0,1 M HCI iki 100 ml.
Prie$ analizg patikrinama tirpalo absorbcija, kai bangos ilgis lygus 440 nm, ribos turi buti
0,22+0,01. Koreguojama su HCI arba standartiniu jodo tirpalu.

e Standartinis fermento tirpalas — 1 ml skystos tiriamosios medziagos istirpinama distiliuotame
vandenyje ir praskiedZiama iki 100 ml.

Fermentiné hidrolizé. Tiriami du lygiagretiis méginiai. | meégintuveélj jpilama 10ml krakmolo
tirpalo ir 10 min laikoma 30 °C temperatiiroje. | mégintuvélj, kuriame yra kontrolinis tirpalas, jpilama
5 ml CaCly, o | tiriamgjj mégintuvélj — 5 ml tiriamojo fermento tirpalo. SumaiSoma ir laikoma 10
min, 30 °C temperatiiroje.

Po inkubacijos i§ kiekvieno mégintuvélio paimama po 0,25 ml tiriamojo tirpalo ir supilama j 25 ml
praskiesto jodo tirpalo. Kontrolinis tirpalas nusidazo mélyna spalva, o tiriamasis violetine. I karto
spektrofotometru matuojama absorbcija, kai bangos ilgis lygus 670 nm.

Skaiciavimai:

Hidrolizuoto krakmolo kiekis apskaic¢iuojamas pagal formule
D, - D,
D,

Cia: D1 — kontrolinio méginio absorbcija; D, — tiriamojo méginio absorbcija; 0,1 — krakmolo kiekis, paimtas i§ méginio.

m= 0,1 (4)

a-amilazes aktyvumas apskaiciuojamas pagal formule
7,264 -m + 0,03766
A= *PF -V
m1 ) 5

(5)

Cia: m — idtirpusio krakmolo masé, g; m; — fermento kiekis standartiniame tirpale, g; V — fermento tirpalo tiris, ml; PF —
praskiedimo faktorius.
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2.3.4. Ksilanolitinio aktyvumo nustatymas

Metodas paremtas fermentine natrio arabinoksilano hidrolize. Nehidrolizuotas arabinoksilanas
reaguoja su 3,5-dinitrosalicilo rigstimi ir gali buti aptinkamas fotometru, naudojant 540 nm bangos
ilgj. Ksilanazés aktyvumas apskaiiuojamas iSreiSkus jj 1 pmol/min — kiek arabinoksilano
suskaldoma per vieng minute.

PasiruoSiami tyrimui reikalingi tirpalai:

e Ksilano tirpalas (1%) — 1 g gryno ksilano sumaiSomas su 60 ml acetato buferio tirpalo.
Pasiekiamas pH 4,5 £0,05 ir tirpalas inkubuojamas 30 min ir 60 °C temperatiiroje. Po
inkubacijos tirpalas praskiedziamas iki 100 ml.

e DNS (3,5-dinitro salicilo ragsties) tirpalas — 10 g DNS, 16 g natrio hidroksido ir 300 g kalio
natrio tartrato sumaiSoma su 500 ml vandens. Tirpalas palaipsniui Sildomas, kol ingredientai
iStirpsta. Praskiedziama vandeniu iki 1000 ml. Tikrinama spektrofotometru, naudojant 540
nm bangos ilgj, maksimali absorbcija negali buti didesné nei 0,05.

e DNS-laktozeés tirpalas. Paruosiamas 0,120 g/l koncentracijos laktozés monohidrato tirpalas.
Prie§ naudojimg 150 ml paruosto DNS tirpalo sumaiSoma su 50ml laktozés tirpalo.
Naudojamas tik $vieziai paruostas tirpalas.

e Meéginio paruoSimas — pasirinktas kiekis tiriamo meéginio iStirpinamas distiliuotame
vandenyje. Galimos méginio absorbcijos ribos — 0,150-0,400.

e Standartinis ksilozés tirpalas — 0,5 g ksilozés iStirpinama distiliuotame vandenyje ir
praskiedziama iki 100 ml. Gautas tirpalas skiedZiamas vandeniu iki pasiekiamos darbinés 250;
500 ir 750 pmol/l koncentracijos.

Fermentinio aktyvumo matavimas. 0,1 ml tiriamojo tirpalo sumaiSoma su 1,9 ml ksilano tirpalo,
pasildyto iki 40 °C temperatiiros. Po 10 minuéiy pilama 4 ml DNS-laktozés tirpalo — sustabdoma
reakcija. Méginys patalpinamas j verdancio vandens vonig 15 min, tada atvésinamas iki kambario
temperatiiros. Netirpls dariniai paSalinami centrifuguojant. Spalvos intensyvumas matuojamas
spektrofotometru 540 nm bangos ilgiu. Paraleliai matuojamas tus¢ias méginys.

Standartinés kreivés sudarymas. Vieto] tiriamojo tirpalo naudojami paruosti standartiniai
ksilozes tirpalai (200; 500 ir 750 umol/l), iSmatavus gauty tirpaly spalvos absorbcijg spektrofotometru

braizoma stnadartiné kreivé (14 pav.)

34



Ksilozes kalibracine kreive

14 pav. Ksﬁozés k;:tlibrac;né kre{vé
Skai¢iavimai:
Tiriamojo méginio fermentinis aktyvumas apskaiciuojamas pagal formule (6), ksilanazés

koncentracijg surandant i§ standartinés kreivés.

Cx - Crs)x D
ujg = (G Cr)x (6)
Wx10xV

Cia:

Cx — tiriamojo méginio koncentracija (i§ standartinés kreivés), pmol/l;
Crs — tus¢io méginio koncentracija, pmol/l;

D — praskiedimo faktorius;

W — tiriamo méginio kiekis, g;

10 — inkubacijos laikas;

V — tyrimui paimtas méginio taris, ml.

2.3.5. Susidariusiy duju koncentracijos laikomuose griiduose nustatymas OPTIMA 7
BIOGAS dujy analizatoriumi
Dujoms, susidariusioms kviec¢iy laikymo metu, surinkti ir analizuoti suprojektuota sistema (15
pav.), kurig sudaro:
e Grudy talpykla — $viesai nelaidus stiklinis indas
e Vandens vonelé skirta pastovios temperatiros palaikymui, grisdy laikymo metu
e Dujy surinkimo kolba
¢ Dujy analizatorius — OPTIMA 7 BIOGAS
Kas 7 dienas buvo imamas 100 ml dujy méginys — iSsiurbiamas 1§ laitkomy griidy kameros
OPTIMA 7 BIOGAS dujy analizatoriumi.
Matuojami parametrai:
1. CO:2 koncentracija
2. Oz koncentracija

3. H2S koncentracija
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15 pav. Dujy surinkimo ir analizavimo sistema

2.3.6. Aerobiniy kolonijy skaifiaus nustatymas

Aerobiniy mikroorganizmy skai¢ius nustatytas pagal LST EN 1SO 4833-1:2013 ,,Maisto
grandinés mikrobiologija. Bendrasis mikroorganizmy skai¢iavimo metodas®.

Metodo esmé. Paimta 1 ml tiriamosios medziagos (pelésinio tirpalo) ir 9 ml skiediklio (buferinio
peptono vandens). Buvo daromas desimtkartis skiedimas (101). Pipete atmatuojamas po 1ml 10
skiedinio ir supilama j dvi sterilias Petri 1éksteles, po to uzséjamos kitos Petri 1€kstelés su sekanciais
deSimtkarciais skiediniais. Tyrimui naudojama agaro mitybiné terpé. Inkubuojama 72 + 3 h,
aerobinémis salygomis 35 °C temperatiiroje.

Po inkubavimo skaiciuotos kolonijos lékstelése, kuriose iSaugo maziau nei 300 kolonijy.
Atrinktos 4 1ékstelés dviejy vienas po kito sekanciy praskiedimy, po dvi kiekvieno praskiedimo. Kai
1Sauga nedaug kolonijy, skai¢iuojamos lekstelés, kuriose yra maziausiai 15 kolonijy.
Mikroorganizmy skaicius tiriamajame méginyje apskaiciuotas pagal formule:

2C

N = £
V=(n'+0,1+n?)=d (7)

Cia: ZC — suma kolonijy, suskaigiuoty visose neatmestose lékstelése i§ dviejy vienas po kito einanéiy skiediniy, kai bent
vienoje léksteléje yra maziausiai 15 kolonijy; V — uzsétos medziagos tiris 1eksteléje mililitrais; ny — pirmojo skiedinio
vertinamy 1&ksteliy skai¢ius; n, — antrojo skiedinio vertinamy léksteliy skai¢ius; d — pirmojo vertinamo skiedinio skiedimo
koeficientas.

2.3.7. Baltymy kiekio nustatymas pagal azota Kjeldalio metodu
Tiriamojo produkto organinés medziagos mineralizuojamos, Kaitinant méginj su koncentruota
sieros ragstimi. Medziagos oksiduojmos iki galutiniy skilimo produkty: H20 ir CO., o baltymy amino
grupés azotas atskyla amoniako pavidalu - NHa.
Analizés pradzioje kaitinama sieros ragstis skyla, susidarant SO ir atominiam deguoniui:
H,S0s —»S02 + O" + H20
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Deguonis oksiduoja organinius junginius, tarp jy ir baltymus. Tuo tarpu CO; Sildant iSgaruoja,
o amoniakas jungiasi su sieros riigsties pertekliumi j amonio sulfata.
2NH3 + H2SOs  —» (NH4)2S0q4

Amonio sulfatas nelakus, todél jis lieka virinamajame miSinyje. Veikiant gautg produkto
mineralizatg koncentruotu Sarmu, amoniakas 1§ sulfato atskeliamas:
(NH4)2SO4+ 2NaOH — NaxSO4+2NH4OH

Distiliuojant pasarminta mineralizuota tirpala, amoniakas renkamas j zinomos koncentracijos
ragsties tirpalg (3 % boro rugsties tirpalg). Prie§ titruojant, | méginj jlaSinami keli lasai TaSiro
indikatoriaus, susidaro zalia tirpalo spalva. Pagal amoniako surenkancios rugsties ir nutitruoto Sarmo
turiy skirtuma sprendziama kiek riig§ties sujunge i§ distiliuojamo méginio iSsiskyres amoniakas.
Sujungto riigSties kiekis atitinka iSsiskyrusio NHsz (t.y. baltymy azoto) kieki. Tokiu atveju
apskaiCiuojama, kiek susidaré amonio borato, kuris nutitruojamas Zinomos koncentracijos druskos
rugStimi. Titruojant druskos rigstimi, tirpalo spalva kinta i§ Zalios ] violeting:

(NH4)3BO3 + 3HCI —»H3BO3 + 3NH4CI

Analizé atlikta Siais etapais:

3. Mineralizuoto 4. Distiliato tiravimas
1. Tirilamojo méginio 2. Méginio
meéginio Sarminimas ir rezultaty
svérimas mineralizavimas
ir distiliavimas skaiciavimas

Tiriami du lygiagretiis méginiai ir skai¢iuojamas jy baltymy kiekio vidurkis. Tiriamasis kvieciy

méginys (~1 g) sveriamas j Kjeldalio kolbg 0,0002 g tikslumu. Pilama 20 ml koncentruotos sieros
rugsties, jdedama katalizatorius tableté (K2SOs; CuSO4xH0; TiO2) ir kaitinama/mineralizuojama 90
min 60 °C temperatiiroje. Gautas tirpalas distiliuojamas. Distiliatas nutitruojamas 0,1N HCI tirpalu.
Kontrolinis méginys nudistiliuojamas analogiSkomis salygomis, vietoj distiliato nutitruojant
distiliuotg vanden;.

I$ tiriamojo méginio i$siskyres azoto (N) kiekis (%) apskai¢iuojamas pagal lygtj (8):

(1,4 ‘n- K [V1 - VO]) (8)
m

N =

Cia: V1 — 0,1N HCI kiekis sunaudotas i§ distiliatui nutitruoti, ml; Vo — 0,1N HCI kiekis sunaudotas kontroliniui méginiui
nutitruoti, ml; m — analizei pasvertas tiriamosios medziagos kiekis, g; n — druskos ragsties normalingumas; K — HCI
tirpalo pataisos koeficientas.

Baltymy kiekis (Bpr) apskai¢iuojamas pagal lygtj (9):
By = N -5,70 (9)

Cia: N — issiskyres azoto (N) kiekis; 5,70 — koeficientas perskaiiuoti azoto kiekj j baltymy kiekj griiduose.
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2.3.8. Drégmés kiekio nustatymas terminio dziovinimo biidu

Darbo eiga. Svaris sausi biuksai ir jy dangteliai dZiovinami (trukmé 1 val.) dZiovinimo
spintoje, kurioje nustatyta 105 °C temperatiira. Dangteliai dedami greta biuksy, kad visi pavirSiai
dzitty vienodai. Biuksai su dangteliais iSimami 1§ spintos ir sudedami j eksikatoriy. Atvése biuksai
uzdengiami dangteliais ir pasveriami 0,1 mg tikslumu.

Paruostas biuksas atidengiamas ir ant jo dugno kuo skubiau vienodu sluoksniu paskleidziama
2-10 g méginio. Biuksas uzdengiamas ir su turiniu pasveriamas 0,1 mg tikslumu (Wi). Jeigu
sveriamas daugiau nei vienas biuksas, uzdengti biuksai sudedami j eksikatoriy, kol vis méginiai bus
pasverti ir paruosti sudéti ] dziovinimo spintg.

Biuksai ir jy dangteliai atskirai dedami j dZziovinimo spintg. Dziovinama 105 °C temperatiiroje
periodisSkai pasveriant, kol pavyzdzio masé nekinta (+ 0,2 mg). Dziovinimo laikas priklauso nuo
meéginio dréegmes. Baigus dZiovinti, biuksai iSimami i§ dZiovinimo spintos, uzdengiami ir dedami |
eksikatoriy, kuriame atausta iki kambario temperatiiros. Atvés¢ méginiai su turiniu pasveriami 0,1
mg tikslumu (W>).

Rezultaty skaiciavimas:

Drégmeés kiekis skai¢iuojamas procentais pagal formule (10):

W L2 1x100
=] —— | %
W, (10)

Cia:

W — analizuojamo produkto pavyzdzio drégmé, %;

W, — analizuojamo produkto pavyzdzio masé gramais prie$ dziovinima;
W, — analizuojamo produkto pavyzdzio masé po dziovinimo.
Aritmetinis vidurkis skai¢iuojamas pagal trijy méginiy rezultatus.
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3. TYRIMU REZULTATAI IR JU ANALIZE

3.1. Akustinio metodo taikymas DON aptikimui laikomuose vasariniy kvie¢iy griduose

Ankstesniy studijy metu ir paskelbtuose darbuose (Juodeikiené ir kt., 2014) pagrindinis
démesys buvo skiriamas mikotoksiny tar§os monitoringui tiriant griiding zaliavg po derliaus nuémimo
tikslu, kad Fusarium spp. uzkrésti gridai nepatekty j saugyklas. Sio darbo eigoje tirtos akustinio
metodo taikymo galimybés laikomy grudy saugos kontrolei. Tam tikslui analizuotos skirtingo
uzterStumo gridy modelinés sistemos. DON kiekis griiduose vertintas prie§ griidy laikyma ir po jo,
naudojant tiek tradicinj, tiek ir vystomg akustinj metodg. RuoSiant méginius DON analizei,
vadovautasi apraSymu, pateiktu Juodeikienés ir kt. (2014) literaturoje.

Pradiniu eksperimento metu buvo renkama akustinio signalo dazniné charakteristika, jvertinant,
kad esant labai Zemam akustiniy bangy dazniui (4-10 kHz) fiksuojami jvairts triukSmai, o esant >40
kHz intervalui, signalo sklidimui didele jtaka daro oro siikuriai. Optimalus daznis eksperimentui (27
kHz) pasirinktas, nustac¢ius minimalias amplitudés (Ap) standartinio nuokrypio vertes ir jvertinus
gautas matavimo paklaidas bei variacijos koeficientus. Tyrimai parodé, kad veikiant tiriamaja
medziaga Sio daznio bangomis, gaunama maziausia akustinio signalo amplitudés verciy sklaida.

Vasariniy kvie¢iy modeliniy sistemy tyrimai parodé (16 pav.), kad tarp akustiniu metodu
nustatyty praéjusiy per gridy méginius akustinio signalo parametro (Ap) verCiy ir DON
koncentracijos, nustatytos ELISA metodu, yra atvirkstinis rySys. Tiriant Siais metodais F. culmorum
uzkréstas modelines grady sistemas, rysys tarp Ap parametro ir DON koncentracijos (ELISA) sudaré

R? = 10,9347, o vertinant F. graminearum uzkréstus griidy méginius — R? = 0,8686.
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620 630
610
590
570
550
530
510

600

580

560

540

490 RE=0.8686 ™

R=09347"" 4n
500 450
0.00 100.00 20000 300.00 400.00 500.00 0.00 200.00 400.00 £00.00 800.00 1000.00

DON (g/ke) DON (pg/kg)

A B

16 pav. Rysys tarp akustinio signalo parametro (Ap) ver¢iy ir DON koncnetracijos, nustatytos ELISA metodu

520

Akustino daznio amplitudé
Akustino daznio amplitudé

Akustinio metodo patikimumo jvertinimas papildomai atliktas su kitomis modelinémis grady
sistemomis, gautomis, jvertinus bioapdorojimo jtakg Fusarium spp. uzkrésty grudy detoksikacijai

(antras etapas). Tam tirtuose griiduose iSmatuotos Ap vertés ir gauti rezultatai palyginti su i$ pirmame
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eksperimento etape gautomis kreivémis, nustatant galimas DON koncentracijas. Akustiniu metodu
fiksuotos DON koncentracijos palygintos su ELISA metodu nustatytomis DON koncentracijy
vertémis.

IS 17 paveiksle pateikty rezultaty matyti, kad akustiniu metodu gautos DON vertés (raudoni
taskai grafikuose) koreliuoja su ELISA metodo rezultatais (mélyna). F. culmorum uzkrésty kvieéiy
griduose akustiniu metodu nustatyty DON koncentracijy paklaidos, lyginant su gautomis ELISA

metodu, sudaré vidutiniskai 4,7 %, o tiriant F. graminearum modelines sistemas — 7,8 %.
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17 pav. DON verciy nustatyty akustiniu ir ELISA metodu koreliacija

Regresinés analizés rezultatai ir akustinio metodo patikimumo vertinimas leidzia daryti iSvada,
kad akustiniu metodu galima atlikti ne tik kokybine, bet ir kiekybing DON analiz¢. Metodas yra

pakankamai tikslus ir tinkamas DON aptikimui gridinéje zaliavoje.

3.2. Dujy susidarymo kinetika Fusarium spp. uzZtersty griady laikymo metu
3.2.1.COz2 ir O2 koncentracijos pokyciy vertinimas

Siame skyriuje pateikta skirtingais mikroskopiniais grybais (F. culmorum; F. graminearum),
kurie yra labiausiai paplit¢ Ryty Europos regione ir sudarantys grésme¢ mikotoksiny susidarymui,
laikomy vasariniy kvie¢iy CO2 susidarymo dinamika. Eksperimento metu buvo stebimos Siais
mikroskopiniais grybais uzkrésty griidy CO> koncentracijos poky¢iai, laikant griidus 42 dienas. CO-
susidarymas fiksuotos kas 7 dienas, imituojant laikymo aruode sglygas (Su periodine aeracija). Tokiu

biidu, griiddy laikymo metu periodiskai susidares dujy misinys buvo keic¢iamas aplinkos oru.
Tyrimy rezultatai, pateikti 18 paveiksle (A ir B) rodo, kad tiriamy griidy laikymo metu visais
atvejais stebima CO2 koncentracijos didéjimo tendencija iki pasiekia maksimalig verte ir po to

pradeda mazéti.
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18 pav. CO; koncentracijos poky¢iai, F. graminearum (A) ir F. culmorum (B) mikroskopiniu grybu apkrésty vasariniy
kvieciy laikymo metu.

CO: poky¢io dinamika priklauso nuo mikroskopinio grybo raisies ir gridy modeliniy sistemy
uzkréstumo laipsnio. Didziausias CO2 susidarymo intensyvumas pastebétas, analizuojant didziausia
F. graminearum koncentracija uzkréstame griidy méginyje (1,4x10”7 KSV). Per pirmasias 7 dienas
CO:2 koncentracija Siame méginyje pasieké 14,23 %. Mazesnémis koncentracijomis uzkréstuose F.
graminearum méginiuose (6,0x10° KSV ir 1,0x107 KSV) po 7 dieny susidaré 2,50 % ir 0,66 %
maziau COo, nei su labiausiai uzterstais gradais (11,73 %, 13,57 %, atitinkamai).

Tolesnio gridy laikymo metu buvo stebimas CO; koncentracijos didéjimas, pasiekes
maksimalias vertes (22,61 %) po 14 dieny laikymo, esant vidutiniam F. graminearum uzkréstumo
laipsniui (1,0x107 KSV). Kituose méginiuose po 14 dieny nebuvo pastebéta vienareik§meé
priklausomybé tarp gridy uzterStumo $iuo mikroskopiniu grybu laipsnio ir CO> susidarymo. Tolesnio
tiriamy gridy méginiy laikymo metu (nuo 14 dienos iki 42 dienos) buvo stebima CO> susidarymo
mazéjimo tendencija. Didziausio uzkréstumo griiduose CO2 koncentracijos kitimo pokyciai buvo
maziausi (6,19 %). Tuo tarpu mazesnio uzkréstumo gridy meéginiuose buvo nustatyti didesni CO-
koncentracijos poky¢iai ir jie buvo atvirks¢iai proporcingi griidy uzkréstumo F. graminearum
koncentracijai. Po 42 dieny laikymo didziausia CO> koncentracija (11,99 %) nustatyta didziausio
uzterstumo méginyje (1,4x107 KSV), lyginant su maZesnio uzkréstumo griidais (6,68 % ir 4,6 %), tai
sudar¢ atitinkamai 5,31 % ir 7.39 % daugiau.

Tiriant kitu Fusarium spp. mikroskopiniu grybu (F. culmorum) uzkréstus vasariniy kvieciy
méginius, stebétos analogiskos tendencijos, kaip ir pirmojo eksperimentinio etapo metu, taciau CO>
susidarymas buvo maziau intensyvus. DidZiausio uzkréstumo griidy méginiuose (1,4x107 KSV)
maksimalios CO. koncentracijos pasiektos po 14 dieny (19,17 %). Tuo tarpu kituose Siuo
mikroskopiniu grybu uZzkréstuose gruduose susidaré maziau CO: (vidutiniskai 7,66 %) ir
maksimalios vertés fiksuotos po 21 dienos, atitinkamai 10,52 % ir 7,83 %. Tolesnio laikymo metu
stebétas CO2 koncentracijy mazéjimas ir pokytis nustatytas didziausias, tiriant didziausio uzkréstumo
gridy méginius (9,71 %).
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Analizuotuose kontroliniuose gridy méginiuose taip pat buvo stebima CO susidarymo
tendencija, ta¢iau CO> susidarymas viso grudy laikymo metu buvo neintensyvus su nezymiu CO-
koncentracijos prieaugiu po 21 griidy laikymo dienos (9,95 %).

Papildomo eksperimento metu vertintas CO; susidarymo greitis, iSbandant specialius daviklius
CO; koncentracijai nustatyti F. culmorum uzkréstuose griidy méginiuose (19 pav.). Ribiné CO;
matavimo verté buvo 1 proc. CO2 koncentracijai pasiekus iki 1 proc., visais atvejais atlikta méginiy

aeracija ir matavimai analogiSkai kartoti 4 kartus.

m6,0x10° KSV F.cu

1,0%107 KSV F. culmorum

m 1,4x107 KSV F. culmorum

19 pav. CO2 susidarymo greitis skirtingo uzkréstumo griidy modelinése sistemose

Gauti rezultatai patvirtino, kad mikroskopinio grybo rusis turi jtakos CO2 koncentracijos
dinamikai, tac¢iau gridy uzkrétimo laipsnio jtakos CO> susikaupimui davikliai nefiksavo. Tai rodo,
kad CO2 koncentracijoms vertinti tikslingai bty naudoti didesniy ribiniy matavimy ver¢iy daviklius.

Apibendrinant galima teigti, kad CO> susidarymo dinamika priklauso nuo mikroskopinio grybo
rusies ir uzkréstumo koncentracijos, nes kitos laikymo salygos eksperimento metu (pradinis gridy
drégnis ir laikymo temperatiira) buvo tos pac¢ios. Lyginant mikroskopinius grybus tarpusavyje pagal
CO2 susidarymo dinamika, F. graminearum uzkréstuose vasariniy kvie¢iy gridy méginiuose stebétas
intensyvesnis CO> susidarymas nei su F. culmorum tirtose griidy modelinése sistemose. Abiem
atvejais CO> susidarymas buvo proporcingas griady uzkréstumo mikroskopiniais grybais laipsniui.
Ivertinant tai, kad eksperimento metu nebuvo sudaryta griezty anaerobiniy salygy (20 pav. A ir B),

eksperimento metu vertinta Oz koncentracijos mazéjima galima sieti su mikroskopiniy gryby veikla.
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20 pav. O; koncentracijos poky¢iai, F. graminearum (A) ir F. culmorum (B) mikroskopiniu grybu apkrésty vasariniy
kvieciy laikymo metu

F. graminearum uzkréstuose gruduose O likutinés koncentracijos buvo fiksuotos vidutiniskai
0,70 % mazesnés nei F. culmorum uZzkréstuose méginiuose. Be to, sprendziant pagal O:
koncentracijos dinamika, matyti, kad F. graminearum, lyginant su F. culmorum, grei¢iau adaptuojasi
gridingje sistemoje. Po 7 dieny griudy laikymo F. graminearum uzkréstuose griidy méginiuose Oz
koncentracija sumazéjo vidutiniskai 16,87 %, kai F. culmorum modelinése gridy sistemose O>

koncentracijos pokytis buvo 3 kartus maZzesnis (sudaré vidutiniSkai 5,6 %).

3.2.2. H2S koncentracijos poky¢iy vertinimas

Vandenilio sulfidas yra vienas i§ baltymy skilimo (anaerobiné proteolizés) produkty, galiniy
susidaryti baltyminiy medziagy hidrolizés metu. Siame darbe, pagal $io junginio susidarymg buvo
vertinamas uzkréstos gridinés zaliavos laikymo stabilumas laikymo metu. Tyrimo metu stebéta Hz2S
koncentracijos kitimo dinamika jvairiais Fusarium spp. mikroskopiniais grybais (F. culmorum ir F.
graminearum) uzkrésty vasariniy kvieciy grady laikymo metu. Eksperimento trukmé, sglygos ir
aeracijos periodiSkumas buvo analogiskas, kaip ir tiriant CO2 susidaryma (3.2.1 skyrius).

Tyrimy rezultatai (21 pav.) rodo, kad visais atvejais vasariniy kvie¢iy laikymo metu stebimas
H>S koncentracijos didéjimas ir $io junginio susidarymo intensyvumas priklausé nuo mikroskopinio

grybo risies ir gridy uzkréstumo Fusarium spp. laipsnio.

43



T

= Kontrolé (15m|
K20}

wesiontrolé (15m]
H20)

6,0x10° KSV

F.culmorum

0, 0x10° KV
£ grminearum

ntracija, ppm

entracija, ppm
J

e
Ll

1,0:10"KSV

1,007 KSV
F.culmorum

F graminearum

.S kone

H25 kone

1,4x10"KSV

: i F culmorum 14107KSY

i o ¥ a i
A poid po14d po21d o 284 po 354 poa2d B pa 7d po1dd po 214 po28d po 358 po 824

21 pav. HaS koncentracijos poky¢iai, F. culmorum (A) ir F. graminearum (B) mikroskopiniu grybu apkrésty vasariniy
kvieciy laikymo metu

Gridy modeliniy sistemy, uzkrésty F. culmorum mikroskopiniu grybu, atveju, H>S
koncentracija buvo tiesiogiai proporcinga uzkréstumo laipsniui (A). Visuose §iuo mikroskopiniu
grybu uzter$ty vasariniy kvieéiy méginiuose, H>S susidarymas fiksuotas jau po 14 dieny gridy
laikymo. Didziausio uzkrétimo gridy méginyje (1,4x107 KSV) HyS koncentracija $iuo laiko
momentu fiksuota didZiausia (43 ppm), kai maZesnio uzkréstumo (6,0x10° KSV ir 1,0x107 KSV)
gridy méginiuose nustatyta vidutiniSkai 36 ppm mazesné H2S koncentracija (7 ppm). Pazymétina,
kad F. culmorum uzkrésti grudai pasizyméjo maziausiu stabilumu laikymui ir tai labiausiai iSryskéjo
vertinant didziausio uzterStumo méginj (1,4x107 KSV). Analizuojant juos, HS idskyrimo geba
didéjo ir pasieké maksimumg po 35 ir 42 dieny grudy laikymo, atitinkamai 72 ppm ir 70 ppm).
Tolesnio grady laikymo metu buvo stebimas H>S mazéjimas.

Kituose F. culmorum uzkréstuose vasariniy kvie¢iy griidy méginiuose (maziausio ir vidutinio
uzkréstumo) buvo stebima H2S koncentracijos didéjimas, taciau maziausio ir vidutinio uzkréstumo
méginiuose (6,0x10° KSV ir 1,0x10” KSV) HS susidarymo intensyvumas buvo mazesnis nei
didziausio uzZterStumo modelinéje grudy sistemoje: vidutinio uzter§tumo méginyje H2S koncentracija
po 28 ir 42 dieny grudy laikymo nustatyta, atitinkamai 55 ir 44 ppm, 0 maziausio uZzterStumo
méginiuose (6,0x10° KSV) — po 35 ir 42 dieny laikymo — 60 ir 41 ppm.

Analizuojant F. graminearum mikroskopiniu grybu (B) uzterStus vasariniy kvie¢iy méginius,
didZiausias H»S susidarymas fiksuotas po 14 dieny, laikant maziausio uZterStumo griidy méginius
(6,0x10° KSV). Tuo tarpu vidutinio ir didZiausio uZter§tumo griidy méginiuose (1,0x107 KSV ir
1,4x107 KSV) po 14 dieny laikymo H»S koncentracijos nustatytos, atitinkamai 31 ir 26 ppm. Tolesnio
laikymo metu H2S susidarymo geba mazéjo ir tai buvo stebima analizuojant visas uzterSty Siuo
mikroskopiniu grybu griidy modelines sistemas. Tiriant maziausio uZzterStumo griidus, H2S
koncentracijos sumazé¢jimas fiksuotas (41 %), o laikant vidutinio ir didziausio uzterStumo griidy

méginius (1,0x107 KSV ir 1,4x107 KSV), atitinkamai 77 ir 19 %.
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Kontroliniame méginyje po 14 dieny laikymo H.S neaptikta (koncentracijos buvo mazesnés uz
matavimo jrangos paklaida - <5 ppm) ir Siame méginyje H2S koncentracijos didéjimo tendencija
pastebéta tik po 21 dienos gridy laikymo. Maksimali H2S koncentracija buvo fiksuota po 28 dieny
(21 ppm), kuri lyginant su uzterStais gradais (H2S susidarymo ekstremumu) buvo vidutiniSkai 2,6
karto mazesné. Tolesnio grudy laikymo metu stebétas H>S mazéjimas, kuris galiniame laikymo
momente (po 42 dieny) sudaré 11 ppm.

Apibendrinant tyrimy rezultatus, galima teigti, kad H2S susidarymo intensyvumui jtakos turi
grudinés Zzaliavos uzterStumas Fusarium spp. mikroskopiniais grybais, priklausantis nuo
mikroskopinio grybo rasies ir atskirais atvejais, pvz., F. culmorum, nuo uzterStumo laipsnio. Didesne
geba sudaryti HoS pasizyméjo F. culmorum uzterStos griidy modelinés sistemos nei naudojant F.
graminearum. F. culmorum uzkréstuose gruduose H>S susidarymas buvo tiesiogiai proporcingas
uzterstumo laipsniui (R?=0,700). Tuo tarpu modelinése griidy sistemose, ruostose su F. graminearum,
rySio tarp uzkréstumo laipsnio ir H2S susidarymo nepastebéta. Gauti tyrimy duomenys rodo, kad
mikroskopiniai grybai matomai pasizymi skirtingu proteaziniu aktyvumu. Kontroliniame griudy
méginyje HoS susidarymas gali biiti sicjamas su patekusia j griidy mase paSaline mikroflora, kurios
veikla buvo dirbtinai stimuliuota, pakeliant griidy masés drégnj (iki 19,13 %).

Kadangi azoto ir sieros medziagy apykaita augalinéje Zaliavoje yra tarpusavyje labai susijusi
(organiniuose junginiuose esanti azotas ir siera dalys juose yra palyginti vienodos) [74], kito etapo
metu buvo tikslinga jvertinti baltymy poky¢ius Fusarium spp. uzterstoje grudinéje zaliavoje, siejant

juos su HaS susidarymu.

3.3. Fusarium spp. griidy uZterStumo jtaka DON susidarymui griidy laikymo metu

Dujy susidarymo tyrimai rodo, kad dirbtinai jvairiais Fusarium spp. uzterStuose kvieciy
griduose suaktyvejo mikrofloros kvépavimo procesai ir susidaré tinkamos salygos mikroskopiniams
grybams (F. culmorum ir F. graminearum) augti ir daugintis, atitinkamai tai galéjo turéti jtakos ir
susidariusio DON kiekiui. Siame skyriuje pateikta DON koncentracijy, i§matuoty tradiciniu ELISA
metodu po 42 dieny gridy laikymo, analizés rezultatai, vertintas rySys tarp DON koncentracijos ir
uzkréstumo laipsnio bei mikroskopinio grybo rusies.

Eksperimento metu, visais atvejais stebéta tiesiné DON koncentracijos priklausomybé nuo

uzterStumo laipsnio (22 pav. A ir B)
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Analizuojant F. graminearum mikroskopiniu grybu uzkréstus vasariniy kvieciy gridus po
laikymo (42 dieny), didZiausia DON koncentracija (900 pg/kg) fiksuota, didZiausio uzkréstumo
laipsnio griidy modelinése sistemose (1,4x107 KSV). Vidutinio ir maZiausio uzkréstumo méginiuose
(1,0x107 KSV ir 6,0x10° KSV) tirto mikotoksino Kiekis buvo 28 % ir 69 % maZesnis nei didZiausio
uzterStumo griidai ir sudaré 650 pg/kg ir 280 ug/kg, atitinkamai.

F. culmorum mikroskopinis grybas buvo maziau aktyvus ir fiksuotos DON koncentracijos §iuo
patogenu uzkréstuose méginiuose buvo vidutiniSkai 53 % mazesnés nei su F. graminearum
uzkéstuose griiduose. DidZiausio uzkréstumo (1,4x107 KSV) modelinéje sistemoje po 42 dieny
kvieciy gridy laikymo nustatyta maksimali DON koncentracija (460 pg/kg). Mazesnio uzkréstumo
méginiuose (1,0x107 KSV ir 6,0x10° KSV) fiksuotos, atitinkamai 48 % ir 68 % mazesnés DON
koncentracijos (240 pg/kg ir 150 pg/kg, atitinkamai), lyginant su maksimaliu uZter§tumo laipsniu.

Pazymeéta, kad kontroliniame (neuzkréstame) meéginyje DON koncentracija nustatyta 45 pg/kg.

I$ gauty rezultaty galima daryti i§vadg, kad Fusarium spp. mikroskopiniai grybai daro jtaka
DON susidarymui laikomuose kvie¢iy griiduose ir tai jrodoma laboratorinése sglygose. Nustatytas
stipri tiesiné priklausomybé tarp F. graminearum ir F. culmorum uzkréstumo laipsnio ir susidarancio
vasariniy kvie¢iy griiduose DON kiekio (R? = 0,9717; R? = 0,9165, atitinkamai).

3.4. Baltymy poky¢iai Fusarium spp. uZterstuose griiduose laikymo metu
Same skyriuje pateikti baltymy kiekio kitimo rezultatai, Fusarium spp. mikroskopiniais grybais
(F. culmorum ir F. graminearum) uzkrésty vasariniy kvie¢iy modeliniy sistemy laikymo metu (23
pav.).
Visais atvejais stebima tiesioginé priklausomybé tarp baltymy kiekio méginiuose sumazéjimo
ir griidy uzkrétimo mikroskopiniu grybu laipsnio. Si baltymy nuostoliy tendencija buvo stebima,
analizuojant grudus, uzkréstus tiek F. culmorum, tiek F. graminearum. Pradiné baltymy koncentracija

griduose (pradiniame eksperimento taske, vaizduojama 23 pav. mélyna linija) nustatyta 12,44 %.
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Laikymo metu (po 42 dieny) visais atvejais nustatytas baltymy kickio sumazéjimas, kurio pokytis

priklausé nuo uzterStumo laipsnio ir mikroskopinio grybo rasies (F. culmorum ar F. graminearum).
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23 pav. Baltymy kiekio kitimo rezultatai, Fusarium spp. mikroskopiniais grybais (F. culmorum ir F. graminearum)
uzkréstose laikomy vasariniy kvie¢iy modelinése sistemose

Didziausi baltymy nuostoliai fiksuoti daugiausiai F culmorum (1,4x107 KSV) uzkréstame
vasariniy kvie¢iy meéginyje, kuriame baltymy nuostoliai sudar¢ 21,7 % (likutin¢ baltymy verté — 9,74
%). Mazesnio uzkrétimo laipsnio tos pacios rusies mikroskopiniu grybu apkréstuose méginiuose
(1,0x107 KSV ir 6,0x10° KSV) baltymy nuostoliai nustatyti mazesni, ir sudaré 14,5 % ir 14,7 %
atitinkamai (likutinés baltymy koncentracijy vertés 10,61 ir 10,64 %).

Tiriant F. graminearum uzkréstas griidy modelines sistemas, buvo nustatyti mazesni baltymy
nuostoliai laikymo metu, tiriant didziausio uzkréstumo grudus jie sudaré 16,4 %. Mazesnio ir
vidutinio uzterStumo griidy méginiuose, baltymy nuostoliai, lyginant su maksimalia uZzterStumo
koncentracija, buvo vidutiniskai 3,6 % mazesni.

Kontroliniame méginyje, kuris nebuvo uzkréstas Fusarium spp. mikroskopiniu grybu, ta¢iau
buvo sudrékintas prie§ laikyma iki 19,13 % drégnio, po 42 dieny grudy laikymo, fiksuoti baltymy
nuostoliai — 6,4 % (likutiné baltymy koncentracija 11,64 %).

Gauti rezultatai rodo, kad F. culmorum pasizymi didesne baltymy skaidymo geba nei F.
graminearum. Baltymy nuostoliai tiriant su abiem mikroskopiniais grybais uzterStus gridy meéginius
koreliuoja su uzter§tumo laipsniu. Be to, stebimas rysys (R?=0,9760) tarp baltymy nuostoliy ir H2S
susidarymo (F. culmorum atveju). Tiriant kontrolinj méginj, nustatytg baltymy sumazéjima galima
sieti su natiiralios mikrofloros zaliavoje proteolitinio aktyvumo padidéjimu, inicijuotu papildomu

grudy sudrékinimu.
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3.5. Fusarium spp. mikroskopiniy gryby fermentiniy aktyvumy palyginamasis jvertinimas
Manoma, kad daugelis uzkrésty griidy komponenty pokyciy yra susije su jvairiais patogeny
(mikroskopiniy gryby) aktyvumais. Siame darbe nustatyti jvairiy Fusarium spp. mikroskopiniy gryby
(F. culmorum ir F. graminearum) amilolitinis ir ksilanolitinis fermentiniai aktyvumai. Tolimesniuose
eksperimento etapuose tikslinga vertinti fermentiniy aktyvumy jtakg tiriamiems parametrams —

sausyjy medziagy nuostoliams, baltymy kiekio ir gridy strukttros pokyciams.

3.5.1. F. culmorum ir F. graminearum amilolitinio aktyvumo nustatymas

Siame skyriuje analizuojamas Fusarium spp. mikroskopiniy grybu (F. culmorum ir F.
graminearum) ksilanolitinio aktyvumo rySys su pelésio augimo sglygomis (auginimo trukme ir
temperatiira). Eksperimento metu, skKirtingose temperatiirose (4 °C ; 24 °C; 40 °C) auginty F.
culmorum ir F. graminearum mikroskopiniy gryby méginiai, fermentiniy aktyvumy tyrimui buvo
imami 3 kartus, kas 24 val. Pagal 2.3.3 skyriuje pateiktg amilolitinio aktyvumo nustatymo metodikg
apskaiciuoti skirtingose salygose auginty Fusarium spp. pelésiy amilolitiniai aktyvumai.

IS 24 pav. pateikty rezultaty matyti, kad visais atvejais F. culmorum mikroskopinis grybas

pasizyméjo didesniu amilolitiniu aktyvumu nei F. graminearum.

Amilolitinis aktyvumas

120.00
100.00

80.00

75.22
76.87
73.57

60.00

67.79

40.00

Fermento aktyvumas, AV/g

43.03

36.42
34.77
33.95

20.00

27.34

4 24 40 4 24 40 4 24 40
I diena Il diena Il diena

®m F culmorum, augintas MRS terpéje F graminearum, augintas MRS terpéje

24 pav. F. culmorum ir F. graminearum amilolitinis aktyvumas

Didziausi abiejy patogeny amilolitiniai aktyvumai fiksuoti 40 °C temperatiiroje (optimalios
mikroskopinio grybo augimo salygos) laikytame pelésiniame tirpale, kuriy tiriamieji méginiai buvo
paimti po 48 valandy nuo uZs¢jimo. Siuo laiko momentu fiskuotas maksimalus F. culmorum
amilolitinis aktyvumas sudar¢ 114,84 AV/g. Didziausias F. graminearum mikroskopinio grybo

amilolitinis aktyvumas buvo 1,5 karto mazesnis nei F. culmorum ir sudaré 76,87 AV/g.

3.5.2. F. culmorum ir F. graminearum ksilanolitinio aktyvumo nustatymas
Siame skyriuje analizuojamas Fusarium spp. mikroskopiniy gryby (F. culmorum ir F.
graminearum) ksilanolitinio aktyvumo rySys su pelésio augimo salygomis (augimo trukmé,

temperatiira). Méginiai tyrimui buvo imami analogiskais intervalais, kaip aprasyta 3.5.1 skyriuje.
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Pagal 2.3.3 skyriuje apraSytg ksilanolitinio aktyvumo nustatymo metodikg, nustatyti méginiy
Fusarium spp. ksilanolitiniai aktyvumai.
I§ 25 pav. pateikty rezultaty matyti, beveik visais atvejais F. graminearum mikroskopinio grybo

ksilanolitinis aktyvumas buvo didesnis nei F. culmorum.
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25 pav. F. culmorum ir F. graminearum ksilanolitinis aktyvumas

DidZiausias F. graminearum ksilanolitinis aktyvumas fiksuotas 40 °C temperatiiroje
kultyvuotame tirpale, kurio tiriamasis méginys buvo paimtas tyrimui po 48 valandy nuo uzséjimo
(108,12 AV/g). Stebima tendencija, kad F. culmorum mikroskopinio grybo ksilanolitiniai fermentai
(ksilanazés) buvo aktyviausi, maziausioje temperatiiroje (4 °C) laikytuose pelésiniuose tirpaluose
(vidutiniskai 40,88 AV/g), kai tuo tarpu kituose temperatariniuose rezimuose (24 °C ir 40 °C)
laikytuose méginiuose ksilanolitiniai aktyvumai sudaré vidutiniskai 14,81 AV/g ir 3,12 AV/g,
atitinkamai.  Didziausias F. culmorum ksilanolitinis aktyvumas fiksuotas 4 °C temperatiiroje
laikytame pelésiniame tirpale i$ kurio tiriamasis méginys paimtas tyrimui po 24 valandy nuo uZséjimo
(50,75 AV/Q),tai sudaré 53,16 % maziau, nei maksimalus fiksuotas F. graminearum mikroskopinio

grybo ksilanolitinis aktyvumas.

3.6. Rysys tarp Fusarium spp. tar$os ir sausyjuy medziagy nuostoliy laikomuose kvieciy
griuduose

Grudinés Zaliavos laikymo metu suaktyvéja mikrofloros kvépavimo procesai. Ypatingai §i
tendencija ryski, kai gridy drégnis néra optimalus saugiam laikymui (>14 %), galintis turéti jtakos
sausyjy medziagy nuostoliams.

Eksperimento metu, tiriant skirtingy Fusarium spp. genotipy (F. culmorum ir F. graminearum)
ir uzterStumo laipsnio jtakg gradinés zaliavos nuostoliams, buvo sukurtos palankios sglygos
laikomuose griduose (drégnis padidintas iki 19,13 %) esanciy mikroorganizmy kvépavimui ir

dauginimuisi, tuo suaktyvinant griiduose esan¢iy komponenty metabolizmo procesus.
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Nustatyti sausyjy medziagy nuostoliai (masiy skirtumai prie$ ir po laikymo) palyginti su
apskaiciuotais pagal 3 formulg, pateikta 1.4 skyriuje (raudona linija 26 pav.). I$ 26 paveiksle pateikty
tyrimo rezultaty isryskéjo tiek Fusarium spp. rasies, tiek ir uzterStumo laipsnio jtaka sausyjy zaliavy

nuostoliams.
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26 pav. Sausyjy medziagy nuostoliai F. graminearum (A) ir F. culmorum (B) mikroskopiniu grybu apkrésty vasariniy
kvieciy laikymo metu

F. graminearum turéjo didesng jtaka sausyjy medZiagy nuostoliams nei F. culmorum. Si
tendencija ypa¢ aiski, vertinant didZiausio uzkréstumo (1,4x107 KSV) méginius: F. graminearum
vasariniy kvie¢iy modelinéje sistemoje (A) sausyjy medziagy (SM) nuostoliai, lyginant su F.
culmorum, nustatyti 24 % didesni ir sudaré¢ 3,37 % ir 2,57 %, atitinkamai. Mazesnio uZterStumo
méginiuose (1,0x107 KSV ir 6,0x10° KSV) SM nuostoliai taip pat buvo 19 % ir 4,6 % didesni
vertinant F. graminearum uzter$tus gridus nei F. culmorum.

Lyginant eksperimentinius SM tyrimy rezultatus maksimaliai uZterStuose griidy méginiuose Su
teoriskai apskaiciuotais (1,24 %), galima konstatuoti apie daroma mikroskopiniy gryby jtaka laikomy
grudy kiekybiniams nuostoliams. Kontroliniuose griidy méginiuose (be uzkrato) sausyjy zaliavy
nuostoliai buvo 30,53 % mazesni nei teoriskai apskai¢iuotuose méginiuose (0,95 %).

Gauty rezultaty patvirtinimui ir palyginimui, skenuojamu elektroniniu mikroskopu buvo

padarytos sveiky ir Fusarium spp. uzkrésty grady (didinimas 20 pm) nuotraukos (27 pav pateikti

neuztersti griidai; 28 pav. A ir B — uztersti).

27 pav. Neuztersto grido mikroskopiné (didinimas 20 pm) nuotrauka
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28 pav. F culmorum (A) ir F. graminearum (B) mikroskopiniu grybu apkrésty vasariniy kvie¢iy mikroskopinés (20 pm)
nuotraukos, darytos po 42 dieny laikymo

Pateiktose mikroskopinése nuotraukose stebimi, vasariniy kviec¢iy gridy mikrostruktiros
poky¢iai. NeuzterSto griiddo atveju (27 pav), aiSkial matyti taisyklingos formos krakmolo griadeliai
pasiskirst¢ nesuardytoje baltymy matricoje. Po 42 dieny, F. culmorum ir F. graminearum uZztersty
gridy laikymo padarytose nuotraukose matomi aisSkiis krakmolo griideliy struktiiros poky¢iai, jie yra
destruktiirizuoti, prarade forma, suardytomis sienelémis, sudarantys pavienius aglomeratus. F.
graminearum uzkréstumo atveju stebimi rySkiis baltymy matricos pazeidimai (juodi ruozai,
nuotraukose apvesti raudonai), kurie labiausiai gal¢jo jtakoti SM nuostolius. Pateiktos nuotraukos
patvirtina eksperimento metu gautus F. graminearum uzkrésty gruady laikymo metu didesnius
baltymy ir SM nuostolius nei F. culmorum uzkréstose modelinése sistemose.

Apibendrinant SM nuostoliy tyrimy rezultatus, pazymétina, kad F. graminearum gali sudaryti
didesnius laikomy grady nuostolius nei F. culmorum. Tai sietina su skirtingais mikroskopiniy gryby
fermentiniais aktyvumais. Eksperimento metu tirtas a-amilazinis ir ksilanazinis abiejy mikroskopiniy
gryby aktyvumas. Tyrimy rezultatai, pateikti 24 ir 25 paveiksluose, rodo, kad mikroskopiniai grybai
pasizymi savitais fermentiniais aktyvumas. F. culmorum, lyginant su F. graminearum, buvo
budingas 57,9 % didesnis a-amilazinis aktyvumas ir 3 kartus mazesnis ksilanazinis. Tokiu badu, F.
graminearum daugiausiai ardo griidy pavirSiuje esancias skaidulines medziagas. Be to, 3.4 skyriuje
pateikti baltymy tyrimy rezultatai leidzia manyti, kad Sis mikroskopinis grybas gali pasizyméti
didesniu ir proteolitiniu aktyvumu, salygojané¢iu didesnius laikomuose griiduose baltymy nuostolius.

Skirtingai nei F. graminearum, F. culmorum, pasizymédamas reik§mingu amilaziniu
aktyvumu, gali skaidyti vidinius gridy komponentus, pvz., krakmolg, todél galima daryti i§vada, kad
F. graminearum labiau prisideda prie kity gride esanéiy sausyjy medziagy (angliavandeniy, riebaly)
ardymo.

51



3.7. Griidy apdorojimo PRB bioproduktais jtaka dujy susidarymui laikymo metu

Atlikti tyrimai rodo, kad gruidinés Zaliavos uzkrétimas Fusarium spp. grybais gali turéti jtakos
ne tik gridy saugai ir kokybei bet ir ekonominiams rodikliams, nes mikotoksinai yra atsparts
terminiam apdorojimui ir praktiSkai nepasalinami i§ gatavo produkto,. Tod¢l jie turi buti pastoviai
kontroliuojami jvairiose griidy gamybos etapuose, jy tarpe po derliaus nuémimo ir laikymo metu. Be
to, aktuali ir efektyviy detoksikacijos biidy paieska, nes mikotoksiny kontrolei triiksta greity metody,
0 esami yra brangls ir susij¢ su grieztais méginiy paémimo analizei reikalavimais. Todél jy taikymas
gridy produkty gamybos praktikoje daznai btina ribotas. Fusarium toksiny, pvz., DON ir FmB
detoksikacijai gali biiti naudojami fizikiniai metodai, atskiriant gravitacijos principu susirauksléjusius
gridus nuo sveiky. Kiti cheminiai metodai, pvz., ozonavimas, apdorojimas chloru ir bisulfitu gali biiti
efektyvis tik kai kuriy mikotoksiny eliminavimui.

Pastaruoju metu atkreiptas démesys 1 biologinius mikotoksiny absorbentus, pagamintus
naudojant tokius mikroorganizmus, kaip mielés ir pieno riigsties bakterijos (PRB). Siame darbe buvo
bandomas laikomy griidy apdorojimas PRB bioproduktais, pagamintais naudojant jvairias PRB
padermes (Pediococcus acidilactici ir Pediococcus pentosaceus), jvertinant dujy susidarymo kinetikg

ir sausyjy medziagy, jskaitant baltymus, nuostolius.

3.7.1.COz2 ir O2 dujy susidarymo pokyciai

Siame skyriuje tirta CO2 ir Oz koncentracijy poky¢io kinetika apdoroty PRB bioproduktais
uzkrésty skirtingais Fusarium spp. grybais vasariniy kvie¢iy grady laikymo metu. Eksperimento
metu naudotos gridy laikymo ir tyrimo sglygos, aprasytos 3.2.1 skyriuje. Tyrimy rezultatai, pateikti
29 pav., rodo, kad CO> koncentracijos griidy laikymo metu kito vidutiniskai nuo 1,7 % iki 19,6 %,
priklausomai nuo griidy bioapdorojimui naudotos PRB padermés, mikroskopinio grybo riiSies ir
uzterStumo laipsnio. Visais atvejais uzterSty vasariniy kvieciy gridy apdorojimas PRB bioproduktais
mazino, lyginant su kontrole, CO2 susidaryma laikymo proceso metu. Efektyviausias CO2 poky¢io
mazé&jimas fiksuotas, laikant labiausiai F. culmorum uzkréstus (1,4x107 KSV) gridus (vidutiniskai 8
%). Tuo tarpu tiriant labiausiai F. graminearum uzkrestus (1,4x107 KSV) griidus CO; pokytis buvo
mazesnis ir sudaré vidutiniSkai 4,5 %. Be to, iSrySkéjo skirtingy PRB padermiy detoksikacijos
savitumai. Didziausiu mikrofloros kvépavimo efektyvumg mazinanciu poveikiu pasizyméjo P.
pentosaceus fermentuoti produktai, kurie 1étino CO» susidarymg laikant tiek F. graminearum, tiek ir
F. culmorum uzkréstus griidus (iSskyrus didziausio F. graminearum gridy uzterStumo (1,4x107
KSV) méginj). P. acidilactici bioproduktai labiausiai létino CO2 susidaryma, laikant didziausio F.
graminearum griudy uzterStumo méginj (vidutiniskai 8 %). Tuo tarpu tiriant laikomus mazesnio F.

graminearum uzterStumo griidus (1,0x107 KSV ir 6,0x10° KSV) tokio efektyvaus veikimo nebuvo
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fiksuota. Tokiu budu, laikant skirtingo uZterStumo laipsnio kvieCiy gridus nebuvo stebima

vienareik§mé CO> koncentracijy mazéjimo tendencija.

Deguonies koncentracijy tyrimy rezultatai laikomuose griiduose (30 pav.) patvirtina, kad gridy

apdorojimas PRB bioproduktais turi tendencija létinti kvépavimo procesg ir ji iSrySkéja po 14-21

dienos laikymo. Tai gali turéti jtakos ir gridy gedimo procesui, o tuo pacéiu ir SM nuostoliy

pokyc¢iams.
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29 pav. F. graminearum (A; B) ir F. culmorum (C; D) mikroskopiniais grybais uzterSty ir skirtingomis PRB apdoroty
vasariniy kvie¢iy CO2 koncentracijy poky¢iai griidy laikymo metu
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30 pav. F. graminearum (A; B) ir F. culmorum (C; D) mikroskopiniais grybais uztersty ir skirtingomis PRB apdoroty
vasariniy kvie¢iy O koncentracijy poky¢iai griidy laikymo metu

3.7.2. H2S dujy susidarymo pokyciai

Siame skyriuje tirti H2S koncentracijy poky¢iai uzkrésty skirtingais Fusarium spp. grybais ir

apdoroty pieno riigsties bakterijomis (PRB) kvie¢iy gridy laikymo metu. I§ pateikty (31 pav.)

rezultaty matyti, kad visais atvejais, mazesnés H>S koncentracijos susidaro PRB bioproduktais (P.

acidilactici ir P. pentosaceus) apdorotuose griidy modelinése sistemose, lyginant su kontroliniais

méginiais (neapdorotais PRB bioproduktu).
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31 pav. F. graminearum (A; B) ir F. culmorum (C; D) mikroskopiniais grybais uzterSty ir skirtingomis PRB apdoroty
vasariniy kvie¢iy H2S koncentracijy pokyciai griidy laikymo metu
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Didziausig jtakg grudy bioapdorojimas daré F. culmorum uzkréstiems gridy méginiams,
laikymo metu susidaranc¢io H2S koncentracijos sumazéjo vidutiniskai 66,3 % tiriant vidutinio
uzkréstumo méginius (1,0x107 KSV; C) ir vidutini$kai 93,75 % - didZiausio uZter§tumo méginius
(1,4x107 KSV; D). F. graminearum uzter§tuose griidy méginiuose H2S koncentracijos taip pat
mazéjo ir pokytis sudaré: vidutinio uZter§tumo (1,0x107 KSV; A) vasariniy kvie¢iy méginiuose
63,07 %, didZiausio uzterstumo (1,4x107 KSV; B) griidy méginiuose — 68,85 %.

Didziausig poveikj F. culmorum uzkréstiems gridy méginiams daré P. acidilactici bioproduktai
(31 pav C ir D). Eksperimento metu, $iuo bioprodukty apdorotuose vidutinio (1,0x107 KSV) ir
didziausio (1,4x107 KSV) uzkréstumo laipsnio kvie¢iy griidy modelinése sistemose H2S susidare,
atitinkamai 74,27 % ir 97,81 % (53 ppm ir 7 ppm) maziau nei neapdorotose modelinése sistemose
(206 ppm ir 320 ppm).

P. pentosaceus bioprodukto jtaka F. culmorum uzkréstiems gridams buvo panasi, taciau ne
tokia efektyvi lyginant su P. acidilactici bioproduktu. Vidutinio ir didziausio Fusarium spp.
uzkréstumo méginiuose (1,0x107 KSV ir 1,4x107 KSV) buvo uzfiksuotos, atitinkamai 58,25 % ir
89,69 % (86 ppm ir 33 ppm) mazesnés HoS vertés, lyginant su kontroliniais méginiais — neapdorotais
siuo PRB bioproduktu (206 ppm ir 320 ppm).

F. graminearum uZzterStuose griidy modelinése sistemose buvo stebima nevienareik§mé HoS
koncentracijos kitimo priklausomybé nuo PRB padermés, naudotos bioprodukto ruoSimui. Stebéta
tendencija, kad vidutinio uzter§tumo (1,0x107 KSV) méginiuose efektyvesnis buvo P. acidilactici
bioprodukto veikimas, kuriuose viso gridy laikymo metu susidares HoS kiekis buvo 79,55 %
mazesnis, lyginant su kontrole (neapdorotais bioproduktu griidais). H2>S koncentracijos pokytis,
lyginant su kontrole, P. pentosaceus bioproduktu apdorotuose méginiuose nustatytas 46,59 %
mazesnis. Pastebéta, kad didziausio uzter§tumo (1,4x107 KSV) F. graminearum uzkréstuose griidy
méginiuose aktyviau veiké P. pentosaceus bioproduktas nei P. acidilactici. Tiriant juos, nustatyti,
lyginant su kontrole, 84,42 % mazesni H2S poky¢iai nei naudojant griidy apdorojimui P. acidilactici
bioproduktg (53,28 %).

3.8. Bioprodukto ruoSimui naudotos pieno rugSties bakterijos padermés jtaka DON
susidarymui griiduose laikymo metu

Siame skyriuje tirta naudotos bioprodukty fermentacijai pieno riigities bakterijy (PRB)

padermés jtaka DON susidarymui vasariniuose kvieciy griidy laikymo metu. Eksperimento metu

uzkréstuose griduose tradiciniu ELISA metodu buvo jvertintos DON koncentracijos po 42 dieny

grudinés zaliavos laikymo. Pateiktuose tyrimo rezultatuose (32 pav.) stebimi rysiai tarp DON

koncentracijos pokyciy ir bioprodukty ruoSimui naudotos PRB padermés.
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32 pav. F. graminearum (A; B) ir F. culmorum (C; D) mikroskopiniais grybais uzterSty ir skirtingomis PRB apdoroty
vasariniy kvie¢iy DON koncentracijy poky¢iai griidy laikymo metu

Visais atvejais bvo stebimas DON koncentracijos maz¢jimas PRB bioproduktais apdorotuose
méginiuose. F. culmorum uzkréstose ir PRB bioproduktais apdorotose vidutinio uzter§tumo (1,0x107
KSV) modelinése sistemose DON koncentracija sumazéjo vidutiniskai 37,5 %, didZiausio uzterStumo
(1,4x107 KSV) méginiuose — 42,4 %. Tuo tarpu F. graminearum uzkréstuose ir PRB apdorotuose
vidutinio uzterSumo (1,0x10”7 KSV) méginiuose DON koncentracijos sumazéjimas sudaré 84,7 %,
didZiausio uzterstumo (1,4x107 KSV) meéginiuose — 83,9 %.

Didziausig poveiki F. culmorum uzterStiems kvie¢iy gridams daré P. pentosaceus PRB
bioproduktai, fiksuota DON koncentracija po 42 dieny laikymo, lyginant su kontrole (neuzkréstu
Fusarium spp. gridy méginiu), sumazéjo vidutiniskai 56,5 %. Vidutinio uzkréstumo méginiuose
(1,0x107 KSV) nustatytas 50 % DON koncentracijos sumazéjimas, didziausio uzkréstumo
méginiuose (1,4x107 KSV) — 63 %. P. acidilactici bioprodukto jtaka F. culmorum uzkréstiems
griidams buvo panasi, taciau ne tokia efektyvi, lyginant su P. pentosaceus bioproduktu. Vidutinio ir
didziausio Fusarium spp. uzkréstumo méginiuose (1,0x107 KSV ir 1,4x10”7 KSV) buvo uzfiksuotos,
atitinkamai 25 % ir 21.74 % (180 pg/kg ir 360 pg/kg) mazesnés DON koncentracijos, lyginant su
kontroliniais méginiais, neapdorotais §iuo PRB bioproduktu (240 ug/kg ir 460 ug/kg).
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F. graminearum uzterStuose gridy modelinése sistemose buvo stebimas rySys tarp DON
koncentracijos ir PRB padermés, naudotos bioprodukto ruosimui. DidZiausiu poveikiu pasizyméjo P.
acidilactici. Siuo bioproduktu apdorotuose kvie¢iy gridy méginiuose po 42 dieny nustatytos
vidutiniskai 95,47 % mazesnés DON koncentracijy vertés nei kontroliniuose méginiuose. Vidutinio
uzterStumo meéginiuose fiksuotas 95,38 % DON koncentracijos sumazéjimas, o didZiausio uZterStumo
— 95,56 % (atitinkamai, 30 pg/kg ir 40 pg/kg). P. pentosaceus bioprodukty poveikis DON
sumazéjimui buvo mazesnis. Vidutinio ir didziausio Fusarium spp. uzkréstumo méginiuose (1,0x107
KSV ir 1,4x107 KSV) buvo uzfiksuotos, atitinkamai 73,85 % ir 72,22 % (170 pg/kg ir 250 pug/kg)
mazesnés DON koncentracijy vertés, lyginant su kontroliniais méginiais, neapdorotais S§iuo PRB
bioproduktu (650 pg/kg ir 900 pg/kg).

Tokiu budu, atlikti tyrimai jrodo detoksikuojantj tirty bioprodukty poveikj. Jy gamybai reikty

parinkti didziausiu antigrybiniu poveikiu pasizyminc¢ias PRB ar jy kombinacijas.

3.9. Baltymy pokyciai PRB bioproduktais apdorotuose laikomuose kvieciy griaduose

Same skyriuje pateikti baltymy kiekio poky&iai, tirti Fusarium spp. mikroskopiniais grybais (F.
culmorum ir F. graminearum) uzkréstose laikomy vasariniy kvie¢iy modelinése sistemose, kurios
buvo apdorotos bioproduktais, ruostais su jvariomis PRB padermémis (P. acidilactici ir P.
pediococcus) (33 pav.).

Visais atvejais fiksuota teigiama bioprodukty jtaka baltymy nuostoliy mazinimui, i$skyrus
gridy méginj, ruosta su F. graminearum ir P. acidilactici kombinacija. Pastaruoju atveju baltymy
nuostoliai buvo tokie patys, kaip ir kontroliniuose méginiuose (neapdorotuose PRB).

Stebima priklausomybeé tarp baltymy kiekio mazéjimo ir vasariniy kvieciy méginiy apdorojimui

panaudotos PRB padermés, bioprodukto ruosimui.
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33 pav. F. graminearum (A) ir F. culmorum (B) mikroskopiniais grybais uztersty ir skirtingomis PRB apdoroty vasariniy
kvieciy baltymy kiekio poky¢iai griiduose po 42 dieny laikymo
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Didziausig teigiamag poveikj F. culmorum mikroskopiniu grybu uzter§ty vasariniy kvieciy

baltymy nuostoliams daré P. acidilactici bioproduktai. Didziausio uzter§tumo méginiuose (1,4x107
KSV) baltymy nuostoliai sumazéjo 7,80 %, vidutinio uzterStumo méginiuose (1,0x107 KSV) — 2,41
%. P. pentosaceus PRB apdorotuose ir F. culmorum uZzterStuose méginiuose taip pat fiksuotas
nedidelis baltymy nuostoliy mazéjimas: didziausio uZterStumo méginiuose (1,4x107 KSV) baltymy
nuostoliai, lyginant su kontrole (neapdorotais bioproduktu griidy méginiais), buvo 0,96 % mazesni,
vidutinio uzterstumo méginiuose (1,0x107 KSV) — 0,48 %.
Kito griidy uzterStumo atveju (F. graminearum uzterSty kvieCiy griduose) baltymy nuostoliams
didziausig jtaka daré P. pentosaceus bioproduktai. Didziausio uzter§tumo méginiuose (1,4x10” KSV)
baltymy nuostoliai sumazéjo, lyginant su kontrole, 0,24 %, vidutinio uzter§tumo méginiuose (1,0x107
KSV) - 1,69 %.

3.10. Pieno rigsties bakterijuy bioprodukty jtaka Fusarium spp. uzkrésty kvieciy
gridy sausyjy medzZiagy nuostoliams
Eksperimento metu tirta PRB bioprodukty jtaka sausyjy medziagy nuostoliams Fusarium spp.
uzkréstoje laikomoje grudingje zaliavoje. Rezultatai, uzfiksuoti po 42 dieny laikymo, buvo palyginti
su SM rezultatais prie§ laikyma ir taip pat buvo apskaiciuoti SM nuostoliai (34 pav.).
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34 pav. F. graminearum (A; B) ir F. culmorum (C; D) mikroskopiniais grybais uzterSty ir skirtingomis PRB apdoroty
vasariniy kviec¢iy SM poky¢iai po 42 dieny laikymo
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Tyrimy rezultatai rodo efektyvy PRB produkty poveikj laikomy vasariniy kvieciy griidy SM
nuostoliy mazinimui. VienareikSmés PRB padermés jtakos Sio parametro vertéms nepastebéta.
Vidutinio F. graminearum uzterStumo laipsnio (1,0x10”7 KSV) vasariniy kvie¢iy griidy modelinése
sistemose mazesni SM nuostoliai (1,22 %) nustatyti P. acidilactici bioproduktais apdorotuose
méginiuose, lyginant su apdorotais P. pentosaceus bioproduktais (1,75 %). Kontrolinio méginio
(neapdoroto PRB bioproduktais) laikymo metu fiksuoti SM nuostoliai sudaré 1,82 %. Tuo tarpu
didziausio uzter§tumo laipsnio (1,4x10”7 KSV) méginiuose SM nuostoliams didesne jtakg turéjo P.
pentosaceus bioproduktai, jais apdorotose modelinése sistemose uzfiksuoti 1,83 % SM nuostoliai. P.
acidilactici bioproduktais apdorotuose méginiuose nustatyti 1,3 karto didesni SM nuostoliai (2,33
%), lyginant su P. pentosaceus bioproduktais apdoroty méginiy SM nuostoliais. Abiem atvejais
nuostoliai yra vidutiniSkai 31 % ir 46 % mazesni, lyginant su kontroliniais méginiais, neapdorotais
PRB bioproduktais (3,37 %).

Vidutinio F. culmorum uzterStumo laipsnio (1,0x107 KSV) laikomuose kvie¢iy griiduose
mazesni SM nuostoliai (0,87 %) nustatyti P. pentosaceus bioproduktais apdorotuose méginiuose,
lyginant su apdorotais P. acidilactici bioproduktais (1,53 %); tai sudaro, atitinkamai, 50 % ir 12 %
maziau, lyginant su eksperimento metu fiksuotais nuostoliais kontroliniy méginiy (neapdoroty PRB)
analizés metu (1,74 %). DidZiausio uzter§tumo laipsnio (1,4x107 KSV) méginiuose SM nuostoliams
didesne jtaka daré P. aidilactici bioproduktai. Jais apdorotuose méginiuose nustatyti SM nuostoliai
nustatyti beveik 2 kartus mazesni (1,32 %) nei kontroliniuose méginiuose (2,57 %). P. pentosaceus
bioproduktai didziausio F. culmorum uzterStumo laispnio (1,4x107 KSV) méginiy laikymo metu SM
nuostoliams jtakos beveik neturé¢jo. Jie buvo panasus nustatytiems kontroliniy griidy méginiy laikymo
metu (2.57 %).

Papildomai atlikta PRB apdoroty uzkrésty grudy, po 42 dieny laikymo, struktiiros analizé.
Aukstos skiriamosios gebos skenuojanciu elektroniniu mikroskopu buvo padarytos gridy nuotraukos
(didinimas 20 pm). IS 35 pav matyti, kad abejais atvejais vasariniuose kvieCiy griduose po

bioapdorojimo krakmolo grudeliy struktiira juos supanti baltymy matrica buvo maziau pakitusi,

lyginant su PRB neapdorotais griidais.
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C g D
35 pav. F. culmorum (A) ir F. graminearum (C) mikroskopiniu grybu uzkrésty ir PRB apdoroty (C; D) vasariniy kvieéiy
mikroskopinés (20 pm) nuotraukos, po 42 dieny laikymo

Apibendrinant galima pazyméti, kad visais atvejais PRB bioproduktai mazino sausyjy
medziagy nuostolius (lyginant su kontrole) laikomuose griduose ir prisidéjo prie sveikos grido

sandaros islaikymo, todél gali buti efektyvis, kaip technologiné priemoné jy tar§os mazinimui.
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ISVADOS

I.  Ivertinus DON koncentracijas akustiniu metodu, o taip pat ELISA metodu skirtingais Fusarium

spp. (F. culmorum ir F. graminearum) mikroskopiniais grybais uzkréstose laikomose vasariniy

kvieciy gridy modelinése sistemose, nustatyta:

1.

Optimalus akustiniy bangy daznis griidy analizei, jvertinus nuokrypiy vertes, paklaidas ir
variacijos koeficientus, yra 27 kHz.

Tarp akustiniu metodu tirto parametro (praéjusiy per gridy méginius akustinio signalo
amplitudés) ir DON koncentracijos, tirtos ELISA metodu, yra stiprus atvirkstinis tiesinis
rysys (R? = 0,9017).

Akustiniu metodu nustatyti DON koncentracijy skirtumai lyginant su ELISA metodu
sudaré vidutiniskai 6,3 %. Tokiu biuidu, akustinis metodas gali biiti naudojamas, kaip

alternatyva ELISA metodui DON koncentracijos griduose jvertinimui.

Il.  ISanalizavus dujy (CO2, Oz ir H2S) pokyc¢iy kinetika, DON susidarymg ir baltymy bei kt.

sausyjy zaliavy nuostolius modeliniy vasariniy kvie¢iy grudy sistemy laikymy metu, keiciant

uzkrésto Fusarium spp. rii§j (F. culmorum ir F. graminearum) ir laipsnj, nustatyta:

1.

CO:2 pokyc¢io dinamika priklauso nuo mikroskopinio grybo riasies ir gridy uzkréstumo
laipsnio. Maksimalios CO2 koncentracijy vertés fiksuotos po 14 dieny uzkrésty grudy
laikymo (22,61 % - F. graminearum; 19,17 % - F. culmorum). F. graminearum
mikroskopinis grybas, sprendziant pagal vidutinisSkai 20,8 % didesnj CO. susidarymo
intensyvuma nei F. culmorum, turéjo didesng jtaka griidy kvépavimo intensyvumui.

O2 poky¢iy analizé rodo, kad F. graminearum, lyginant su F. culmorum, grei¢iau
adaptavosi gradingje sistemoje Po 7 dieny grudy laikymo F. graminearum uzkréstuose
gridy méginiuose O2 koncentracija sumaz¢&jo vidutiniSkai 16,87 %, kai F. culmorum
modelinése griidy sistemose Oz koncentracijos pokytis buvo 3 kartus mazesnis (sudaré
vidutiniskai 5,60 %).

H2S pokycCiams didziausig jtakg turéjo gridy uzkréstumo laisnis. Stebétas rySys
(R?=0,9760) tarp H.S susidarymo ir baltymy nuostoliy griidy laikymo metu (F. culmorum
atveju).

Sausyjy medziagy nuostoliams gridy laikymo metu didesne jtakg turéjo F. graminearum
nei F. culmorum. Nustatyti SM nuostoliai F. graminearum uzkréstose vasariniy kvieciy
modelinése sistemose po 42 dieny laikymo buvo vidutiniskai 15,9 % didesni, lyginant su

F. culmorum.
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5. Visais atvejais stipri tiesiné priklausomybé nustatyta tarp F. graminearum ir F. culmorum
uzkréstumo laipsnio ir susidaranéio vasariniy kvie¢iy griiduose DON kiekio (R? = 0,9717;
R? = 0,9165, atitinkamai).

1. Vertinant PRB bioprodukty apdorojimo jtaka Fusarium spp. (F. culmorum ir F. graminearum)
mikroskopiniais grybais uZter§ty vasariniy kvie¢iy modeliniy sistemy pokyciams laikymo
metu, nustatyta:

1. Fusarium spp. uzter$ty vasariniy kvieéiy griidy apdorojimas PRB bioproduktais mazino,
CO2 susidarymg laikymo proceso metu. Didziausiu mikrofloros kvépavimo efektyvumag
mazinanciu poveikiu pasizyméjo P. pentosaceus fermentuoti produktai, kurie Iétino CO2
susidaryma, laikant tiek F. graminearum, tiek ir F. culmorum uzkréstus gridus
(vidutiniskai 5 % maziau, lyginant su kontroliniu méginiu).

2. PRB bioproduktais (P. acidilactici ir P. pentosaceus) apdorotuose griidy modelinése
sistemose nustatyti mazesni H»S koncentracijos poky¢iai. DidZiausig poveikj F. culmorum
uzkréstiems gridy méginiams daré P. acidilactici bioproduktas (susidaré vidutiniSkai
86,04 % maziau H»S, lyginant su kontrole).

3. Apdorojimas bioproduktais mazino baltymy ir sausyjy medziagy nuostolius gridy laikymo
metu. F. culmorum uzkréstuose griduose didziausig baltymy nuostolius mazinantj poveikj
turéjo P.acidilactici bioproduktas (baltymy nuostoliai sumazéjo vidutiniskai 5,1 %). F.
graminearum uzkréstas modelines sistemas efektyviausiai veiké P. pentosaceus
bioproduktai (nustatyti vidutiniskai 0,97 % mazesni baltymy nuostoliai).

4. Visais atvejais buvo stebimas DON koncentracijos mazé¢jimas PRB bioproduktais
apdorotuose méginiuose. Didziausig poveikj F. culmorum uzterStiems kvieCiy griidams
daré P. pentosaceus bioproduktai (DON koncentracija sumazéjo vidutiniskai 56,5 %,
lyginant su kontrole). F. graminearum uzterStuose griidy modelinéms sistemoms
didziausig poveikj turéjo P. acidilactici bioproduktas (DON koncentracija lyginant su

kontrole sumazéjo vidutiniskai 95,47 %).
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1.1 lentelé. Akustinio vasariniy kvie¢iy griidy tyrimo

1 PRIEDAS

1.2 lentelé. ELISA vasariniy kvie¢iy griidy tyrimo

rezultatai rezultatai
Amplitudziy ver¢iy vidurkis ELISA duomenys
Méginys Ay Méginys DON (g/kg)
Kontrolé (15ml H,O) 600 Kontrolé (15ml H,0) 45.00
6,0x10° KSV F. culmorum 575 6,0><106 KSV F. culmorum 150.00
1,0x10" KSV F. culmorum 540 1,010 KSV F. culmorum 240.00
1,4x10 KSV F. culmorum 515 1,4x10 KSV F. culmorum 460.00
6,010 KSV F. graminearum 535 6,0x10° KSV F. graminearum 280.00
1,010 KSV F. graminearum 215 1,0x10' KSV F. graminearum 650.00
1,4x10' KSV F. graminearum 495 1,410’ KSV F. graminearum 900.00
7 7
l,OXI_O_ KSV F. culmorum + 5ml 570 1,0x1_0_ KSV F. culmorum + 5ml 180.00
P. acidilactici P. acidilactici
7 7
1,4><1_O_ KSV F. culmorum + 5ml 535 1,4XI_0_ KSV F. culmorum + 5ml 360.00
P. acidilactici P. acidilactici
7 7
1,0x10” KSV F. culmorum + 5ml 580 1,0x10” KSV F. culmorum + 5ml 120.00
P. pentosaceus P. pentosaceus
7 7
1,4x10” KSV F. culmorum + 5ml 570 1,4x10” KSV F. culmorum + 5ml 170.00
P. pentosaceus P. pentosaceus
1,0x107 KSV F. graminearum + 1,0x107 KSV F. graminearum +
e 595 e 30.00
5ml P. acidilactici 5ml P. acidilactici
1,4x107 KSV F. graminearum + 1,4x107 KSV F. graminearum +
e 595 e e s 40.00
5ml P. acidilactici 5ml P. acidilactici
7 H 7 H
1,0x10” KSV F. graminearum + 565 1,0x10” KSV F. graminearum + 170.00
5ml P. pentosaceus 5ml P. pentosaceus
7 H 7 H
1,4x10” KSV F. graminearum + 545 1,4x10” KSV F. graminearum + 950.00
5ml P. pentosaceus 5ml P. pentosaceus
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2.1 lentelé. CO; koncentracijos Kitimas F. culmorum mikroskopiniu grybu uzkrésty griidy laikymo metu

. CO, konc., %
Méeéginys
po 7d (po 14d |po 21d |po 28d |po 35d |po 42d
Kontrolé (15ml H,O) 222 | 3.33 6.98 6.58 5.13 3.72
6,Ox106 KSV F. culmorum | 4.37 | 6.96 7.83 4.88 7.39 5
1.0x10 KSV F. culmorum | 5.1 | 836 | 1052 | 9.62 | 6.96 | 6.2
1.4x10 KSV F. culmorum | 4.75 | 19.17 | 18.93 | 15,55 | 13.53 | 11.56

2.2 lentelé. O, koncentracijos kitimas F. culmorum mikroskopiniu grybu uzkrésty gridy laikymo metu

. 0O, konc., %
Méeginys
po 7d (po 14d |po 21d |po 28d |po 35d |po 42d
Kontrolé (15ml H,0) 124 | 72 | 83 | 55 | 63 | 59
6.0x10° KSV F. culmorum | 15.4 | 7.6 63 | 488 | 41 | 65
:I_,O><1O7 KSV F. culmorum | 15.6 8.8 5.1 4.9 5.2 4.2
1.4x10 KSV F. culmorum | 149 | 3 33 | 53 | 45 | 44

2.3 lentelé. H,S koncentracijos kitimas F. culmorum mikroskopiniu grybu uzkrésty gridy laikymo metu

Meginys H,S konc., ppm
Po 7d |Po 14d [po 21d [po 28d |po 35d |po 42d
Kontrolé (15ml H,0) 1 2 16 21 21 17
6,0x10° KSV F. culmorum | 1 7 27 | 19 | 60 | 41
1,0x10 KSV F. culmorum | 2 7 45 | 55 | 53 | 44
1,4x10 KSV F. culmorum | 1 43 64 70 72 70

2 PRIEDAS

2.4 lentelé. CO, koncentracijos kitimas F. graminearum mikroskopiniu grybu uzkrésty griidy laikymo metu

. CO, konc., %
Méeéginys
po 7d [po 14d |po 21d [po 28d |po 35d |po 42d
Kontrolé (15ml H,O) 9.29 | 10.21 | 5.72 6.54 5.12 4.74
6,Ox106 KSV F. graminearum |13.57 | 11.97 | 8.09 | 7.21 | 5.87 4.6
1,0x10' KSV F. graminearum |11.73| 22.61 | 10.68 | 1059 | 9.38 | 6.68
1,4x107 KSV F. graminearum |14.23 | 18.18 | 13.52 | 15.72 | 13.82 | 11.99
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2.5 lentelé. O, koncentracijos Kitimas F. graminearum mikroskopiniu grybu uzkrésty griidy laikymo metu

. 0, konc., %
Mégmnys
po 7d |po 14d |po 21d [po 28d |po 35d |po 42d
Kontrolé (15ml H,0) 4.9 4.6 7.7 5.4 7.8 5.2

6,0x10° KSV F. graminearum | 5.5 5.4 7.8 4.3 6.2 7.9
1,Ox107 KSV F. graminearum | 3.5 2.3 6.7 4.2 3.2 3.5
1,4x10 KSV F. graminearum | 3.1 2.3 4.5 3.4 3.7 3.6

2.6 lentelé. HyS koncentracijos kitimas F. graminearum mikroskopiniu grybu uzkrésty griidy laikymo metu

Meéginys H,S konc., ppm
Po 7d |Po 14d [po 21d [po 28d |po 35d |po 42d
Kontrolé (15ml H,0) 10 | 48 29 | 28 17 16
6,0x10° KSV F. graminearum | 6 96 67 81 69 57
1,0x10' KSV F. graminearum | 10 31 19 12 9 7
1,4x10° KSV F. graminearum 6 26 25 22 22 21




3 PRIEDAS

3.1 lentelé. CO, koncentracijos kitimas F. culmorum mikroskopiniu grybu uzkrésty skirtingomis PRB padermémis (P.

acidilactici ir P. pentosaceus) apdoroty gridy laikymo metu

CO, konc., %

5ml P. pentosaceus

Méginys
po 7d | po 14d | po 21d | po 28d | po 35d | po 42d
7
1,0x107 KSVF. culmorum + | g a5 | 1956 | 929 | 7.67 | 6.67 | 5.19
5ml P. acidilactici
7
L4x10" KSVF. culmorum + | 4559 | 1163 | 945 | 982 | 7.8 | 7.62
5ml P. acidilactici
7
1,0x107 KSVF. culmorum + | 566 | 563 | 405 | 439 | 354 | 3.4
5ml P. pentosaceus
7
1,Ax107 KSV F. culmorum + | woq | 736 | 829 | 523 | 485 | 564

3.2 lentelé. O, koncentracijos kitimas F. culmorum mikroskopiniu grybu uzkrésty skirtingomis PRB padermémis (P.

acidilactici ir P. pentosaceus) apdoroty

grudy laikymo metu

o O, konc., %
Méginys
po 7d |po 14d | po 21d | po 28d | po 35d | po 42d
7
1,0x10 KSV F _culmorum + 5.1 28 4.7 5 3.9 4.7
5ml P. acidilactici
7
LAXI0"KSVF. culmorum + | 55 | 35 | 45 | 29 5 4
5ml P. acidilactici
7
1,0x107 KSV F. culmorum + 76 6.7 5.9 5.1 5.5 4.8
5ml P. pentosaceus
7
1,4x10” KSV F. culmorum + 74 6.1 3.2 5.4 13 15.8
5ml P. pentosaceus

3.3 lentelé. H,S koncentracijos kitimas F. culmorum mikroskopiniu grybu uzkrésty skirtingomis PRB padermémis (P.

acidilactici ir P. pentosaceus) apdoroty

gridy laikymo metu

H,S konc., ppm

5ml P. pentosaceus

Moo
cEmnys Po 7d [Po 14d [ po 21d [ po 28d [ po 35d | po 42d
7
1,0x10 KSV F f:ulmorum + 2 11 16 15 6 3
5ml P. acidilactici
7
1,4x10 KSVF f:ulmorum + 2 1 1 1 1 1
5ml P. acidilactici
7
1,0x10” KSV F. culmorum + 11 19 17 17 12 10
5ml P. pentosaceus
7
1,4x10” KSV F. culmorum + 5 12 13 1 1 1
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3.4 lentelé. CO, koncentracijos kitimas F. graminearum mikroskopiniu grybu uzkrésty skirtingomis PRB padermémis
(P. acidilactici ir P. pentosaceus) apdoroty griidy laikymo metu

Méginys

CO, konc., %

po 7d | po 14d | po 21d | po 28d | po 35d | po 42d
. ]
1,0x10" KSV F. graminearum | ;50 | 589 | 728 | 849 | 676 | 8.69
+ 5ml P. acidilactici
. ]
1,4x10" KSV F. graminearum | 5 o6 | 562 | 452 | 7.7 | 8.08 | 8.66
+ 5ml P. acidilactici
. )
1,0x10" KSV F. graminearum | g a5 | 76 | 329 | 399 | 1.74 | 3.48
+ 5ml P. pentosaceus
. )
1,4x10" KSVF. graminearum | 4/ o3 | 1395 | 12,03 | 13.07 | 12.29 | 12.41
+ 5ml P. pentosaceus

3.5 lentelé. O, koncentracijos kitimas F. graminearum mikroskopiniu grybu uzkrésty skirtingomis PRB padermémis (P.
acidilactici ir P. pentosaceus) apdoroty griidy laikymo metu

. 0O, konc., %
Méginys
po 7d |po 14d | po 21d | po 28d | po 35d | po 42d

. .
1,0x10 KS_V_F. grfamlnearum 41 59 41 28 47 21
+ 5ml P. acidilactici

. .
L4x10"KSVF. graminearum | 57 | 53 | 79 | 43 | 74 | 65
+ 5ml P. acidilactici

. .
1,0x10” KSV F. graminearum 6 6.1 10.1 83 155 6.5
+ 5ml P. pentosaceus

S .
1,4x10” KSV F. graminearum 35 31 53 49 46 4
+ 5ml P. pentosaceus

3.6 lentelé. H,S koncentracijos kitimas F. graminearum mikroskopiniu grybu uzkrésty skirtingomis PRB padermémis
(P. acidilactici ir P. pentosaceus) apdoroty grady laikymo metu

H,S konc., ppm

+ 5ml P. pentosaceus

Méoi
cEmnys Po 7d |Po 14d [ po 21d [ po 28d [ po 35d | po 42d
. .
1,0x10 KSV F. gr_amlnearum 2 3 8 3 1 1
+ 5ml P. acidilactici
. .
1,4x10 KSV F. gr.amlnearum 9 11 10 20 3 4
+ 5ml P. acidilactici
. .
1,0x10” KSV F. graminearum 12 14 7 7 3 4
+ 5ml P. pentosaceus
. .
1,4x10” KSV F. graminearum 3 8 5 1 1 1
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4.1 lentelé. F. culmorum ir F. graminearum mikroskopiniy g

by amilolitinis aktyvumas

4 PRIEDAS

Pelésinis tirpalas | diena Il diena 111 diena
4°C 24°C  140°C 4°C 24°C 40°C  |4°C 24°C  140°C
F culmorum augintas MRS
terpéje, AV/g 92.55( 107.41 99.98| 9255 75.22| 114.84] 91.73| 26.52| 108.24
F graminearum augintas
MRS terpéje, AV/g 75.22| 67.79 27.34| 36.42| 43.03| 76.87| 7357 34.77| 33.95
4.2 lentelé. F. culmorum ir F. graminearum mikroskopiniy gryby ksilanolitinis aktyvumas
Pelésinis tirpalas | diena Il diena 111 diena
4°C 24°C  |40°C |4°C 24°C  |40°C  |4°C 24°C  140°C
F culmorum augintas
MRS terpéje, AV/g 50.75| 42.45 7.89] 35.95 1.20 0.75| 35.78 0.77 0.73
F graminearum augintas
MRS terpéje, AV/g 106.68| 77.81| 48.64| 29.94| 89.63| 108.12] 32.50| 70.30] 82.94
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5 PRIEDAS

5.1 lentelé. Baltymy kiekio nustatymas skirtingo F. culmorum uzter§tumo griduose po 42 dieny laikymo

£ culmorum Kontrole [6,0x10° KSV [1,0x107 KSV [1,4x107 KSV
(15 mlH,0) |Fusarium spp. |Fusarium spp. [Fusarium spp.
I masé, g 1.02 1.01 1.02 0.96
nutitruota HCI (0.1N), ml 15.22 13.48 13.12 12.12
siskyres azoto (N) kiekis, % 2.09 1.87 1.80 1.77
Baltymy kiekis % 11.91 10.65 10.26 10.07
Il masé, g 1.05 1.00 0.99 1.01
nutitruota HCI (0.1N), ml 14.96 13.33 13.58 11.91
$siskyres azoto (N) kiekis, % 1.99 1.87 1.92 1.65
Baltymy kiekis % 11.37 10.64 10.95 9.41
Vidurkis 11.64 10.64 10.61 9.74
5.2 lentelé. Baltymy kiekio nustatymas skirtingo F. graminearum uzter§tumo griiduose po 42 dieny laikymo
F. graminearum Kontrole  6,0x10° KSV [1,0x107 KSV |1,4x107 KSV
(15 ml H,0) |Fusarium spp. |Fusarium spp. |Fusarium spp.

I masé, g 0.99 1.01 1.01 1.00
nutitruota HCI (0.1N), ml 15.00 14.78 13.46 13.38
iSsiskyres azoto (N) kiekis, % 2.12 2.05 1.87 1.87
Baltymy kiekis % 12.09 11.68 10.63 10.68
Il masé, g 1.04 0.99 0.78 1.10
nutitruota HCI (0.1N), ml 14.60 12.82 10.51 13.95
Ssiskyres azoto (N) kiekis, % 1.97 181 1.89 1.78
Baltymy kiekis % 11.20 10.33 10.75 10.12
Vidurkis 11.65 11.01 10.69 10.40

5.3 lentelé. Baltymy kiekio nustatymas skirtingo F. culmorum uzter§tumo, apdoroty jvairiomis PRB padermémis (P.
acidilactici ir P. pentosaceus), griiduose po 42 dieny laikymo

1,0x107 KSV  [1,4x107 KSV  |1,0x107 KSV  |1,4x107 KSV

Fusarium spp. [Fusarium spp. |Fusarium spp. |Fusarium spp.

+5ml +5ml +5ml +5ml
F. culmorum + PRB P. acidilactici |P. acidilactici |P. pentosaceus |P. pentosaceus
I masé, g 0.97 1.01 0.99 1.02
nutitruota HCI (0.1N), ml 13.61 12.98 13.15 13.29
Ssiskyres azoto (N) kiekis, % 1.96 1.80 1.86 1.82
Baltymy kiekis % 11.20 10.26 10.60 10.40
IT mase, g 1.01 1.00 1.03 1.03
nutitruota HCI (0.1N), ml 13.45 13.98 13.85 12.03
i$siskyres azoto (N) kiekis, % 1.86 1.96 1.88 1.64
Baltymy kiekis % 10.63 11.16 10.73 9.32
Vidurkis 10.91 10.71 10.67 9.86
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5.4 lentelé. Baltymy kiekio nustatymas skirtingo F. graminearum uzterStumo, apdoroty jvairiomis PRB padermémis (P.
acidilactici ir P. pentosaceus), griiduose po 42 dieny laikymo

1,0x107 KSV
Fusarium spp.
+5ml

1,4x107 KSV
Fusarium spp.
+5ml

1,0x107 KSV
Fusarium spp.
+5ml

1,4x107 KSV
Fusarium spp.
+5ml

F. graminearum + PRB P. acidilactici |P. acidilactici |P. pentosaceus |P. pentosaceus

I masé, g 1.02 1.01 1.00 1.00
nutitruota HCI (0.1N), ml 13.16 12.79 13.08 13.13
Ssiskyres azoto (N) kiekis, % 1.81 1.77 1.83 1.84
Baltymy kiekis % 10.30 10.11 10.44 10.48
Il masé, g 1.01 0.98 1.01 1.00
nutitruota HCI (0.1N), ml 14.01 13.11 14.37 13.02
Ssiskyres azoto (N) kiekis, % 1.94 1.87 1.99 1.82
Baltymy kiekis % 11.07 10.68 11.35 10.39
Vidurkis 10.68 10.39 10.90 10.43

5.5 lentelé. Neuzkrésty gridy baltymy kiekio nustatymas

Pries eksperimenta
I masé, g 1.06
nutitruota HCI (0.1N), ml 16.11
siskyres azoto (N) kiekis, % 2.13
Baltymy kiekis % 12.13
Il mase, g 1.02
nutitruota HCI (0.1N), ml 16.30
Ssiskyres azoto (N) kiekis, % 2.24
Baltymy kiekis % 12.75
Vidurkis 12.44
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