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KSILANOLITINIU FERMENTU [TAKA BIOETANOLIO GAMYBOS IS
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Santrauka. Darbas skirtas fuzariozés pazeisty kvieciy jtakos fermentacijos proceso efektyvumui ivertinti ir aktua-
lioms mikotoksiny detoksikacijos problemoms spregsti. Eksperimento metu analizuota naujy biotechnologiniy priemoniy
— ksilanolitiniy fermentiniy preparaty, naudojamy kartu su tradiciniais amilolitiniais fermentais — jtaka alkoholinés fer-
mentacijos i§ fuzariozés pazeisty kvieciy proceso efektyvumui ir deoksinivalenolio (DON) koncentracijos poky¢iui bei
jo likuciui pasarams naudojamuose zlaugtuose. DON koncentracijai jvertinti fuzariozés pazeistuose griiduose pritaiky-
tas KTU Maisto produkty technologijos katedroje plétojamas akustinis metodas. Bioetanolio gamybai atrinkti gridu
méginiai su didziausia DON koncentracija (3950 pg/kg).

Nustatyta, kad fuzariozés pazeisti kvie€iai daro neigiama itaka alkoholinés fermentacijos ir bioetanolio gamybos
procesams: susidaro mazesnis alkoholio kiekis raugale (13,5 proc.), o | paSarams naudojamus zlaugtus i§ mikotoksinais
uzkréstos grudinés zaliavos pereina 73 proc. DON kiekio. Parinkus optimalius fermenty kiekius, sudarytas kompleksi-
nis amilolitiniy fermenty ir beta ksilanazés preparatas. Naujos fermenty kompozicijos taikymas leido padidinti alkoho-
lio koncentracija raugale 35,3 proc., o kartu ir fuzariozés pazeisty kvieCiy fermentavimo efektyvuma. Naudojant opti-
maly amilolitiniy fermenty ir beta ksilanazés derinj griidinei zaliavai sucukrinti, bioetanolio gamybos metu pasiektas
didziausias, taciau tik dalinis DON detoksikacijos efektas: DON kiekis zlaugtuose, palyginti su zaliava, sumazéjo 51,5
proc. Taigi, norint uzkirsti kelia mikotoksinams patekti | pasary gamybos granding, svarbu laiku aptikti ir pasalinti mi-
kotoksinus grudinéje zaliavoje. [rodyta, kad aptinkant DON fuzariozés pazeistuose kvieCiuose gali biiti pritaikytas akus-
tinis metodas.

RaktaZodZiai: deoksinivalenolis (DON), fuzariozés pazeisti kvie€iai, ksilanolitiniai fermentai, bioetanolis, zlaugtai,
akustinis metodas.
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Summary. The study is dedicated to investigate the influence of Fusarium contaminated wheat on the efficiency of
a fermentation process and to show the actual problem of mycotoxin detoxification through fermentation. During the
experiment the influence of new biotechnological means: xylanolytic enzymes in combination with tradicional amy-
lolytic enzymes on the efficiency of an alcoholic fermentation of Fusarium contaminated wheat and deoxynivalenol
(DON) detoxification in the DDGS (Dried Distillers Grains with Solubles), usually used for feed, was analysed. The
acoustic method developed in the Department of Food Technology, Kaunas University of Technology was used for the
determination of DON in Fusarium contaminated grains. Wheat with high concentration of DON (3950 ng/kg) was
used for bioethanol production.

The results showed that Fusarium contaminated wheat has a negative influence on alcoholic fermentation and on the
bioetanol production processes: the quantity of alcohol was on 13.5 % lower then in the case of wholesome grain fer-
mentation and 73 % of DON came into DDGS. The aplication of a new combination of amylolytic and xylanolytic en-
zymes for cereal saccharafication allowed to increase the concentration of alcohol in the broth by 35.3 % and in the
same way increased the efficiency of the fermentation process of Fusarium contaminated wheat. By using this enzyme
combination, the highest degree (51.5 %) of partial detoxification of DON was achieved during the fermentation proc-
ess. Therefore, cereal material must be properly investigated before bioethanol production to avoid that higher amounts
of mycotoxins come in the residue and onwards in feed. The experiment proved that the acoustic method can be used
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for the rapid quantitative determination of DON in grain.

Keywords: deoxynivalenol (DON), wheat, xylanolytic enzymes, bioethanol, Dried Distillers Grains with Solubles

(DDGS), acoustic method.

Ivadas. Griudy produktai sudaro 60 proc. Zzmogaus mi-
tybos raciono ir yra viena i§ pagrindiniy Zaliavy tiek zmo-
gaus mitybos produkty, tiek ir pasary gamyboje, todél
labai svarbu, kad jie atitikty ES galiojancius reglamentus.
Ypatingas démesys skiriamas terSalams — mikotoksinams,
susidarantiems griidy auginimo ir laikymo metu. Kokybei
uztikrinti turi buti kontroliuojama visa gridy gamybos ir
perdirbimo grandiné, pradedant pirmine gridy gamyba ir
baigiant produkty realizavimu vartotojui (CAST, 2003).

Mikotoksinus gaminantys mikroskopiniai grybai ardo
grudus, keicia jy struktiira, o pasigaming toksinai uzkrecia
maistg bei gyvuliy pasarus (Gilbert and Vargas, 2003).
Vien tik augaly mikroskopiniai grybai sukelia apie 10
tukst. ivairiy ligy (Jones, 2000). Tokiy ligy pavyzdziu
galéty buti kvieéiy, rugiy ir mieziy ,,rauksléjimasis® (,,8a-
Su“ liga), kuri sukelia Fusarium genties mikroskopiniai
grybai, dar vadinami dirvos pelésiais (Placinta et al.,
1999). Kvieciai priskiriami prie jautriausiy Siam susirgi-
mui javy ir gali biiti pavojingas Fusarium genties mikro-
sopiniy gryby gaminamy mikotoksiny, taip pat ir deoksi-
nivalenolio (DON) arba vomitoksino, $altinis (Van Eg-
mond, Jonker, 2003).

DON pavojingas ir zmonéms, ir gyvuliams. Jis gali
pazeisti zinduoliy organus, silpninti imuning sistema ir
mazinti gyvuliy produktyvuma (Jand et al., 2005; Peraica
et al., 1999; Rock et al., 2000; Sel, 2003; Singhal and
Kaur, 2005). Net ir santykinai mazas DON kiekis griiduo-
se daro neigiama poveiki gyvuliams (Bakutis, 2004).
Kiauléms jis pasireiskia, kai paSaruose DON kiekis yra
mazesnis nei 350 pg/kg, todél Europos pasary gamintojy
federacija (FEFAC) pasiiilé, kad kiauliy pasarams gaminti
skirtuose griiduose DON neturi virSyti 750 pg/kg. Dabar-
tinis grudy uzkréstumo mikotoksinais lygis paskatino ES
priimti nauja reglamenta (Komisijos reglamentas (EB) Nr.
1881/2006), nustatantj didziausias leistinas DON ir kity
terSaly maisto produktuose koncentracijas. Pagal §j reg-
lamenta DON neperdirbtuose griiduose, iSskyrus kietuo-
sius kvieCius, avizas ir kukurtizus, neturi virSyti 1250
pg/kg, o tiesiogiai zmonéms vartoti skirtuose griiduose —
750 pg/kg.

Su grudy uzkréstumu DON kovoti sunku, nes Fusa-
rium genties mikrosopiniy grybuy vystymasis ir mikotok-
siny susidarymo intensyvumas priklauso tik nuo klimato
salyguy gridy vegetacijos laikotarpiu (Champeil et al.,
2004). Ypac palankios salygos Fusarium genties mikros-
kopiniy gryby plitimui susidaro tuose regionuose, kur
krituliy iskrenta daugiau nei iSgaruoja. Lietuva taip pat
priskiriama tokiems regionams.

DON ir jo acetilo dariniai 3-AcDON ir 15-AcDON bei
nivalenolis (NIV) yra labiausiai (po aflatoksino) paplite
augaliniuose produktuose mikotoksinai (Petterson and
Aberg, 2003), todél akivaizdu, jog ju analizei turéty biiti
skirta pakankamai daug démesio.

Pasaulingje praktikoje mikotoksinams nustatyti iki Siol
dazniausiai taikomi daug darbo jégos ir laiko reikalaujan-
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tys pamatiniai cheminiai ir fizikiniai mikotoksiny analizés
metodai — plonasluoksné chromatografija (PLC), skysciy
chromatografija (SC) arba dujy chromatografija (DC) su
ivairiais detektoriais, iskaitant ir masiy spektrometrijg
(MS), o 18 naujesniy metody — DC su liepsnos jonizacijos
detektoriumi (LJD), skirtas kvieCiuose esan¢io DON,
ekstrahuoto CH3CN/H,O ir iSgryninto pagal Mycosep
metodika, nustatymui (Scott et al., 1993; Kos et al., 2004;
Smith and Moss, 1985; Bhatnagar et al., 2003; Calvo et
al., 2002; Trucksess and Pohland, 2002; Whitaker, 2003;
Growi et al., 2003; Mishra and Das, 2003), taip pat ELI-
SA, PCR ir kt. (Borjesson and Olsson, 2004; CAST,
2003).

Esant daugiapakopei mikotoksiny analizei, pakartoti-
ny tyrimy rezultatai gali tarpusavyje smarkiai skirtis. Be
to, Sie skirtumai didéja didéjant mikotoksiny koncentraci-
jai tirlamajame éminyje.

Ivertinus tai, kad mikotoksiny tyrimy metodai sudé-
tingi ir brangiis, grudy produkty gamybos procesuose
i8skirtinis démesys turi buti kreipiamas technologinéms
priemonéms, mazinan¢iomis mikotoksinus. Literatiiroje
yra duomeny apie jvairiy fizikiniy, cheminiy ir biologiniy
priemoniy, kurios gali suardyti, modifikuoti ar absorbuoti
mikotoksinus, taikyma mikotoksiny detoksikacijai. Viena
i§ priemoniy, efektyviai mazinan¢iy mikotoksiny kieki
galutiniame produkte, yra griudy valymas (Lee et al.,
1992; Trigo—Stockli, 2002). Irodyta, kad terminio apdoro-
jimo (virimo) metu DON kiekj galutiniame produkte ga-
lima sumazinti 25 proc. (Dexter et al., 1997; Visconti et
al., 2004). Pastaruoju metu mikotoksinams eliminuoti i$
maisto produkty ir paSary vis placiau taikoma biologiné
detoksikacija. ISskirta ir identifikuota daugiau kaip 20
bakterijy ir mieliy riisiy, pasizyminciy detoksikuojancio-
mis savybémis (Schatzmayr et al., 2004). Nustatyta, kad
grudinés zaliavos alkoholinés fermentacijos metu DON
koncentracija Zlaugtuose gali sumazinti iki 53 proc. (Gar-
da et al., 2004; Scott, 1992), o duonoje, keptoje i$ fermen-
tuotos kvietinés teslos, — 41-56 proc. (Samar et al., 2001).
LVA tyréju grupés (Bakutis et al., 2005) duomenimis,
naudojant mieliy prieda pasaruose, priklausomai nuo mie-
liy rusies, DON kieki juose galima sumazinti 48—85 proc.

Palyginti su ES ir kitomis Salimis Lietuvoje gridy au-
ginama nedaug, todél ju nedaug eksportuojama, taciau
Salyje, skirtingai nei ES, didéja kombinuotyjy pasary ga-
myba (Agro Rinka, 2006). Gyvulininkystés reikméms
kasmet sunaudojama beveik 1 mln. t gridy, be baltyminiy
bei kity $érimui reikalingy priedy. Pazymétina, kad Lietu-
voje sparciai pleCiama ir biodegaly gamyba. Kaip bioeta-
nalio gamybos atliekos licka zlaugtai, kurie gali buiti sék-
mingai naudojami kombinuotyjy pasary gamyboje. Svar-
bu, kad Sios, bioetanolio gamybos metu gautos, atliekos
biity saugios pasary gamybai. Taigi, tiriant fuzariozés
pazeisty grudy panaudojimo bioetanolio gamyboje gali-
mybes, tikslinga istirti skirtingy biotechnologiniy priemo-
niy — grudinés zaliavos fermentinés hidrolizés ir alkoholi-
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nés fermentacijos Sacharomyces cerevisae mielémis itaka
DON kiekiui gamybos atliekose (zlaugtuose).

Darbo tikslas — nustatyti ksilanolitiniy fermenty,
naudojamy kartu su tradiciniais amilolitiniais fermentais,
itaka bioetanolio gamybos i§ fuzariozés pazeisty kvieCiy
efektyvumui, deoksinivalenolio (DON) koncentracijos
pokyciams fermentacijos metu ir jo likuciui paSarams
naudojamuose zlaugtuose.

Medziagos ir metodai. Gridiné Zaliava ir jos paruo-
Simas. Tyrimo objektas — fuzariozés pazeisty minkStyjy
kvie¢iy kolekcija (2004-2005 m.), gauta i§ Vokietijos
»Neuss® (6 meéginiai) ir ,,Mannheim“ maliny (9 mégi-
niai). Bioetanolio gamybai naudoti kvieciai su didziausia
DON koncentracija (3950 pg/kg), gauti i§ Nyderlandy
augaly tyrimo instituto (PRI) Lelystad stoties. Palygina-
miesiems tyrimams naudoti sveiki, mikotoksinais neuz-
krésti minks$tyju kvieciy grudai, gauti i§ AB ,,Kauno grii-
dai“. Grudiné Zaliava, pasalinus priemai$as, sumalta labo-
ratoriniu maliinu ,,WZ-1“ (ZBPP, Lenkija). Tiriant grii-
dus akustiniu spektrometru, analizuota 16 méginiy, mata-
vimai kartoti 6 kartus.

Bioetanolio gamyba laboratorinémis sqlygomis. Gri-
dinés zaliavos fermentavimui naudota zemy temperatiry
etanolio gamybos technologiné schema (1 pav.). Fermen-
tacija atlikta vieng karta, lygiagreciai tiriant 3 méginius.

Susmulkinta zaliava (100 g) sumaiSyta su 35°C tempe-
ratiros vandeniu santykiu 1:5 ir kaitinta 90°C temperati-
ros vandens vonioje 30 min. Griudinés zaliavos fermentiné
hidrolizé atlikta dviem etapais — masés suskystinimas ir
sucukrinimas. Suskystinimui ir sucukrinimui naudoty
fermentiniy preparaty charakteristikos ir kiekis pateikti

Lentelé. Fermentiniy preparaty charakteristikos

Lenteléje. Masés suskystinimui naudota bakteriné alfa
amilazé ir fermentuota 65°C temperatiiroje 90 min. (terpés
pH 6,0-6,5). Tada masé cukrinta 55°C temperattiroje
(trukmé 120 min., pH 5,0-6,0), su gliukoamilaze ir beta
ksilanaze (Lenteléje nurodytas kiekis). Sucukrinta masé
atvésinta iki 30°C temperatiiros ir rauginta 30-33°C tem-
peratiroje 72 h su Saccharomyces cerevisiae mielémis
(5,0+0,1 g).

| Malta griidiné zaliava/vanduo (1:5) |

| Masés kaitinimas 90°C, 30 min. |

Masés skystinimas alfa amilaze 65°C,
90 min., pH 6,0-6,5

Masés sucukrinimas gliukoamilaze ir beta ksilanaze
55°C, 120 min., pH 5,0-6,0

| Fermentavimas S. cerevisiae mielémis30-32°C, 72 h |

| Raugalo distiliavimas I

1 pav. Alkoholio gamybos i§ augalinés Zaliavos te-
chnologijos schema

Zaliavos suskystinimui ir sucukrinimui naudoty fer-
mentiniy preparaty charakteristikos ir kiekis nurodyti
Lenteléje.

Fermenty Mikro- Aktyvumas, Optimali temp., Optimalus Fermenty kiekis,

preparatai organizmas 1 g preparato °C pH 100 g zaliavos

Alfa amilazé Bacillus 2350 AV 6070 6,0-6,5 150 AV
subtilis

Gliukoamilazé Aspergillus 2500 GV 55-65 5,0-6,0 300 GV
awamori

Beta ksilanazé/ Trichoderma

Beta gliukanazé/ oesol 2540 KV 50-60 5,0-6,0 100-250 KV

celiulazé

* AV — alfa amilazés aktyvumo vienetas — fermento kiekis, katalizuojantis 1 g tirpaus krakmolo hidrolizg iki jvairios
molekulinés masés dekstriny, atliekant hidroliz¢ nustatytomis salygomis (30°C, 10 min., pH 6,0).

** GV — gliukoamilazés aktyvumo vienetas — fermento kiekis, kuris veikdamas tirpaus krakmolo hidrolizg nustaty-
tomis salygomis (30°C, pH 4,7) per 1 min. islaisvina 1 pmol gliukozeés.

**% KV — beta ksilanazés aktyvumo vienetas — fermento kiekis, kuris veikdamas ksilano hidroliz¢ nustatytomis sa-
lygomis (50°C, pH 6,0) per 1 min. i§laisvina 1 pmol ksilozés.

Apie fermentacijos proceso efektyvuma buvo spren-
dziama pagal riig§tinguma, sausyjy medziagy kieki sucuk-
rintoje maséje ir raugale bei alkoholio kiekj raugale. Kad
sausajame likutyje (zlaugtuose) biity nustatytas DON kie-
kis, fermentuota masé po filtravimo ir dZiovinimo anali-
zuota ELISA metodu.

Fuzariozés pazeisty gridy analizé akustiniu metodu.
DON kiekiui fuzariozés pazeisty grudy maséje nustatyti
pritaikytas akustinis metodas, naudojant akustinj spekt-

rometra, veikiantj zemy (4,95-35,71) dazniy kHz diapa-
zone (Juodeikiene ir kt., 2004). Kiekvienas méginys (i§
viso 16) tirtas 6 kartus. Nustatyta, kad tarp akustinio si-
gnaly parametry ir DON koncentracijos fuzariozés paZeis-
tuose kvieCiuose (nustatytos ELISA metodu) yra stiprus
atvirsktinis tiesinis rySys (R? = 0,95-0,98). Apskai&iuotas
rezultaty kartojamumo santykinis standartinis nuokrypis
RSD (r) < 6 proc., kai DON koncentracija > 500 ug/kg, ir
RSD (r) < 17 proc., kai DON koncentracija 100-500
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pg/kg, bei HORRAT (r) rodiklio vertés 0,31-0,83 parode,
kad akustinis metodas yra gana tikslus ir tinkamas griidi-
néje zaliavoje aptikti DON (Juodeikiene et al., 2008).
Analizuota 200 g tiriamojo griidy éminio, i$ kurio pa-
Salintos priemai$os. Eminio dalis supilta { matavimo inda,
kurio dugnas padengtas pralaidzia garsui medziaga (kap-
ronu), gridy sluoksnio storis — 30 mm, ir iSmatuota peré-
jusio per griiddy sluoksni akustinio signalo amplitudés ver-

t¢ (A,). Matavimai atlikti esant optimaliam akustinio si-
gnalo dazniui — 24,28 kHz, kuriame A, standartinio nuo-
krypio ir variacijos koeficiento vertés buvo maziausios,
atitinkamai 0,0187 ir 0,0059. DON koncentracija tiria-
muose kvieiy méginiuose nustatyta pagal sudaryta kalib-
racing kreive tarp DON koncentracijos, nustatytos kvieciy
modelinése sistemose ELISA ir akustiniu metodais

(2 pav.)

1,2

Amplitudé Ap, s.v.

R>=0,9737

0,6 T T T
0 500 1000 1500

2000

DON koncentracija, mg/kg

2500 3000 3500 4000

2 pav. Akustinio signalo amplitidés A,, iSmatuotos akustiniu spektrometru, priklausomybé nuo DON kon-

centracijos kviefiy modelinése sistemose

DON nustatymas imunofermentiniu (ELISA) metodu.

DON koncentracija zlaugtuose nustatyta ELISA metodu.
Metodas pagristas specifiniy antikiiny, zyméty fermentais,
absorbcija tam tikry polimery (imunosorbenty) pavirsiuo-
se. DON kiekiui nustatyti naudotas rinkinys
,.Veratox"DON 5/5 Quantitative Test Kit* (Neorgen Cor-
poration, JAV). DON aptikimo ir nustatymo ribos — ati-
tinkamai 100 ir 250 pg/kg. Siuo metodu kartu su DON
nustatomas ir 3-AcDON.

Fermentinés hidrolizés ir rigimo procesy efektyvumo

pvertinimas. Alkoholinés fermentacijos efektyvumas iver-

tintas nustacius rigstinguma ir tirpiy sausyju medziagy
kieki sucukrintoje maséje ir raugale bei raugalo stipruma.
Siems rodikliams nustatyti taikyti standartiniai tarptauti-
néje praktikoje iprasti metodai: tirpiy sausyjy medziagy
kiekiui — refraktometrinis (AACC-68-62, 1999), alkoholio
kiekiui — tiesioginés distiliacijos ir aerometrijos (AOAC
982.10, 1995). Rugstingumas nustatytas titrimetrinés ana-
lizés metodu. Vienas rugstingumo laipsnis (1°) atitinka 1
ml 1 M NaOH, reikalinga 20 ml filtrato esan¢ioms laisvo-
sioms rugstims neutralizuoti.

2000 - T 4500
1750 4 LT 4000
1500 - T 3500 &
o T |14 3000 =
= 1250 - -
Ey T 42500 S
1000 - &
% T 2000 =
= 750 7 + 1500 $
-~
S 500 1 + 1000 z
=1 m AR A
0 |ﬁl ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) L} 0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Neuss Mannheim PRI

3 pav. DON koncentracijos minkStyjy kviefiy i§ Vokietijos (,,Neuss® ir ,,Mannheim* maliiny) ir Nyderlandy
(augaly tyrimo instituto PRI) méginiuose, nustatytos akustiniu spektrometru
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Matematiné statistiné duomeny_analizé. Matematiné
statistiné duomeny analizé atlikta su ,,Analyse-it.“ pro-
gramos paketu. Duomenims jvertinti apskaiciuoti juy arit-
metiniai vidurkiai, standartinis nuokrypis, dispersija, ma-
tavimo paklaida, variacijos koeficientas. Rysio tarp ma-
tuojamy rodikliy  stiprumui nustatyti naudota dvinaré
koreliaciné analizeé ir grafiné duomeny israiSka. Matuoja-
my parametry vidurkiui tarp duomenuy grupiy ivertinti
taikyta vieno faktoriaus dispersiné analizé (ANOVA).
Faktoriaus reikSmingumo lygmuo nustatytas pagal FiSerio
kriteriju, kai patikimumas 95 proc.

Tyrimy rezultatai. Fuzariozés pazeisty kvieciy tyri-
mas _akustiniu_metodu. DON kiekiai, nustatyti kvieciy
kolekcijos, kurig sudaré i§ Vokietijos ir Nyderlandy gauti
fuzariozés pazeisti griidai, méginiuose, pateikti 3 pav.

Tyrimy duomenimis, 16 kviediy méginiuose DON
koncentracija svyravo nuo 140 iki 3950 pg/kg, tarp ju
méginiuose i§ ,,Neuss* maltino — nuo 140 iki 920 pg/kg,
i§ ,,Mannheim“ malino — nuo 254 iki 1350 pg/kg. Tik
viename méginyje, gautame i§ ,,Mannheim“ maliino,
DON koncentracija vir§ijo 2006 m. gruodzio 19 d. Komi-
sijos reglamente (EB) Nr. 1881/2006 nurodyta didziausia
leisting neperdirbtuose griduose (1250 pg/kg). Didziausia
DON koncentracija (3950 pg/kg), net 3,16 karto virSijanti
reglamentuojama kieki, nustatyta kvieciuose, gautuose i$
Nyderlandy augaly tyrimo instituto (PRI) Lelystad stoties.
Sie kvie¢iai panaudoti bioetanolio gamybai.

Ksilanazés priedo jtaka fuzariozés pazeisty kvieciy
fermentavimui. Sausyjy medZiagu sucukrintoje maséje
analizé parodé, kad fuzariozés pazeisty kvieciy fermenti-
né hidrolizé vyko blogiau nei sveiky kvie¢iy. Fermenta-
vimui naudojant tik amilolitinius fermentus, sucukrintoje
maséje i§ fuzariozés pazeisty kvie€iy palyginti su nepa-
Zeistais nustatyta 19,4 proc. maziau tirpiy sausyju me-
dziagy (4 pav.). Tokiy griidy masés alkoholiné fermenta-
cija taip pat vyko silpniau. Alkoholio koncentracija rauga-

le i§ fuzariozés pazeisty kvieciy buvo 13,5 proc. mazesné
nei kontroliniame méginyje (5 pav.), o tirpiy sausyjy me-
dziagy kiekis — 17,4 proc. didesnis. Tas taip pat rodo ma-
zesn] surauginty angliavandeniy kieki. Terpés riigstingu-
mo analizés metu pastebéta, kad fermentuojant fuzariozés
pazeistus kviecius, lyginant su kontroliniu méginiu, susi-
daré daugiau organiniy riigsciy. Perdirbant tokius griidus,
sucukrintos masés ir raugalo ragstingumas buvo 2 ir 1,4
karto didesnis, nei fermentuojant sveikus kvieCius (6
pav.).

Fermentuojant fuzariozés pazeistus kviecCius, be tradi-
ciSkai naudojamy amilolitiniy fermenty (alfa amilazés ir
gliukoamilazés), isbandyta skaiduliniy medziagy polisa-
charidus skaldanti grybiné beta ksilanazé. Tyrimo rezulta-
tai parodé, kad fuzariozés pazeisty gridy fermentinei hid-
rolizei naudojant {vairy beta ksilanazés priedo kieki (100—
250 KV), lyginant su amilolitiniais fermentais, tirpiy sau-
syju medziagy kiekis sucukrintoje maséje padidéjo 3,7—
35,2 proc., o hidrolizuojant sveikus kviecius — 8,2-29,9
proc. (4 pav.). Beta ksilanazés priedas turéjo teigiama
itaka ir sucukrintos masés alkoholinés fermentacijos pro-
cesui. Grudy masei apcukrinti naudojant amilolitiniy ir
ksilanolitiniy fermenty kompleksa, alkoholio kiekis rau-
gale 1§ fuzariozés pazeisty gridy padidéjo 12-35,3 proc.,
o i§ sveiky griidy — 6,9-22.2 proc. (5 pav.). Taciau visais
atvejais raugale i§ fuzariozés pazeisty kvieciy, lyginant su
neuzkréstais kvie€iais, alkoholio kiekis buvo 4,3-10,3
proc. mazesnis, o tirpiy sausyju medziagy — 12—16 proc.
didesnis. Beta ksilanazés priedas taip pat sumazino sucuk-
rintos terpés rigStinguma iki optimalaus Sacharomyces
cerevisiae mieléms veikti (0,4-0,7°). Tas taip pat rodo
teigiama Sio fermento itaka rugimo procesui. Pastebéta,
kad didziausias teigiamas beta ksilanazés poveikis fer-
mentacijos procesui yra naudojant optimaly jos kieki.
Kvieciy ferentacijos atveju Sis kiekis sudaré 200 KV/ 100
g grudinés zaliavos.

Tirpios sausosios medziagos, %

100

Ksilanazé, KV/100 g
B FK (sucukr. masé¢) @ Kvieciai (sucukr. masé) O FK (raugalas) B Kvieciai (raugalas)

150 200 250

4 pav. Ksilanazés jtaka tirpiy sausyjy medziagy kiekiui sucukrintoje maséje ir raugale i§ sveiky ir fuzariozés
pazeisty kvieciy (FK — fuzariozés paZzeisti kvieciai; 0 — méginys tik su amilolitiniais fermentais)
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5 pav. Ksilanazés jtaka alkoholio koncentracijai raugale i§ sveiky ir fuzariozés pazeisty kvieciy (FK — fuzario-
z¢s pazeisti kvieciai; 0 — méginys tik su amilolitiniais fermentais)
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6 pav. Ksilanazés jtaka riigStingumo pokyciams sucukrintoje maséje ir raugale iS sveiky ir fuzariozés pazeis-
ty kvieciy (FK — fuzariozés pazeisti kvieciai; 0 — méginys tik su amilolitiniais fermentais)
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7 pav. DON koncentracija griidinéje Zaliavoje ir Zlaugtuose po alkoholinés fermentacijos naudojant amiloli-
tinius fermentus ir jy derinius su jvairiu beta ksilanazés kiekiu
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Alkoholinés fermentacijos jtaka DON detoksikacijai.
Bandymo metu jvertinta amilolitiniy ir ksilanolitiniy fer-
menty jtaka DON kiekiui bioetanolio gamybos atliekose —
zlaugtuose (7 pav.).

Tyrimai parodé, kad fuzariozés pazeisty kvieCiy fer-
mentavimui naudojant tradicinius amilolitinius fermentus,
bioetanolio gamybos atlieckose DON nustatyta 26,7 proc.
maziau nei pradinéje Zaliavoje. Beta ksilanazés priedu
cukrinant griuding zaliava, DON koncentracija Zlaugtuose
galima sumazinti dar labiau — 31,5-51,5 proc. Didziausias
detoksikuojamasis efektas pasiektas pridéjus beta ksilana-
z¢€s 200 KV/100 g zaliavos.

Aptarimas ir iSvadoes. Apibendrinant tyrimy rezulta-
tus galima teigti, kad fuzariozés pazeisti kvie€iai daro
neigiama jtaka alkoholinés fermentacijos ir bioetanolio
gamybos procesams. Daugelis tyréju (Samar et al., 2001)
taip pat teigia, kad Fusarium patogenais uzkréstuose grii-
duose susidarancios medziagos ne tik kelia pavojy zmo-
niy sveikatai, bet ir veikia kaip technologiniy procesy
inhibitoriai. P. B. Schwarz ir kity tyréju (1996) nuomone,
mikotoksinai, ypa¢ DON ir ergosterolis, stabdo mieliy
biomasés augima ir fermenty sinteze bei skatina nepagei-
daujamus technologinio proceso nukrypimus.

Eksperimentas parodé, kad ksilanolitiniai fermentai
kartu su amilolitiniais teigiamai veikia fuzariozés pazeisty
kvieciy fermentinés hidrolizés, kartu ir fermentacijos pro-
cesa, taip pat daro teigiama poveiki DON kiekio mazéji-
mui Zlaugtuose.

Miisy tyrimy rezultatai sutampa su D. Vidmantienés ir
grupés tyréju (2006) atliktais bioetanolio gamybos i§ gru-
dy ir jy atlieky tyrimais, kuriais nustatyta, kad grudinés
zaliavos hidrolizei panaudojus kompleksini fermentinj
preparata, sudaryta i$ alfa amilazés, gliukoamilazeés ir beta
ksilanazés, padidéjo etanolio iSeiga jame, sumazéjo prie-
maisy (aukstesniyjy alkoholiy, metanolio). Teigiama beta
ksilanazés poveiki tyréjai aiSkina griidy arabinoksilany
skilimu iki pentoziuy veikiant Siems fermentams. Nors
pentozés paprastai néra fermentuojamos S. cerevisiae
mieliy, dalyvaudamos mieliy biomasés sintezéje jos gali
padidinti mieliy gebéjima gaminti alkoholi. Alkoholio
koncentracijos padidéjimui jtaka gali daryti ir sinergetinis
beta ksilanaséje esanciy kity ksilanolitiniy fermenty (ce-
liulazés, gliukanazés) veikimas. Sie fermentai depolimeri-
zuoja skaiduliniy medziagy polisacharidus iki monosa-
charidy ir didina heksoziy koncentracija fermentuojamoje
terpéje.

Literatiiros duomenimis, DON kiekis gali mazéti dél
mieliy gebéjimo absorbuoti ir modifikuoti §i mikotoksina,
susidarant jvairiems tirpiems junginiams (Garda et al.,
2004), todél po filtracijos zlaugtuose DON lieka maziau.
Ivairtis fermentai, naudojami gridinei zaliavai sucukrinti,
lemia skirtingy metabolity susidaryma. Galima teigti, kad
daugiau tokiy junginiy susidaré¢, kai, be tradiciniy sucuk-
rinimui amilolitiniy fermenty, papildomai buvo naudoja-
mas beta ksilanazés priedas. Pastebéta, kad didinant jo
kieki iki optimalaus (200 KV/100 g zaliavos), fermentaci-
jos metu DON detoksikacijos efektas didéja.

Tikétina, kad masés kaitinimas (Sutinimas) pries§ fer-
menting hidroliz¢ taip pat gali biiti viena i§ DON kiekio
sumazgjimo priezasCiy. Kai kurie tyréjai (Samar et al.,
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2001) nustaté, kad 50°C temperatiroje fermentuojant
kvieting tesla, DON produkte sumazéjo 49-56 proc. Ju
nuomone, DON mazéjimas gali biiti susijes ne tik su tem-
peratiira, bet ir su procesais, vykstanciais mieliy fermen-
tacijos metu.

G. Devegowda su mokslininkais (1998) nustaté, kad
modifikuotas mieliy lasteliy mananoligosacharidas turi
savybg efektyviai prisijungti aflatoksinus, o kiek silpniau
— ochratoksinus ir Fusarium toksinus. Manoma, kad gliu-
komananai, iSskirti i§ iSorinés S. cerevisiae mieliy lasteliy
sienelés dalies, gali absorbuoti mikotoksinus (Yiannikou-
ris, Jouany, 2002). Kiti tyréjai taip pat patvirtino fermen-
tacijos metu vykstancios toksiny biotransformacijos jtaka
ju kiekio mazéjimui. J. Garda ir grupei tyréjy (2004), 120
val. atliekant salyklo alkoholing fermentacija 14°C tempe-
ratiiroje, pavyko DON kiek{ misoje sumazinti 53 proc.

Alkoholiné fermentacija néra pakankamai efektyvus
procesas visiSkai DON detoksikacijai. Pagal P. M. Scott
(1992) atliktus tyrimus, fermentuojant S. cerevisiae mie-
lémis salykla, uzkrésta DON ir zearalenonu, DON isliko
stabilus po 7-9 dieny fermentacijos. G. A. Bennet ir J. L.
Richard (1996) atlikti tyrimai parodé, kad DON nebuvo
visisSkai suskaidytas alkoholinés fermentacijos metu. Gana
didelé DON koncentracija buvo nustatyta tiek fermentuo-
tos mases filtrate, tiek jos sausajame likutyje.

Dél 8iy priezas¢iy DON kiekiui kvieCiuose nustatyti
tikslinga idiegti i gridu priémimo linijas greita nekontak-
tini akustini metoda, kuris leisty Zenkliai padidinti $io
mikotoksino analizés efektyvuma ir uztikrinti griidy sau-
ga, uzkirsty kelia fuzariozés pazeistiems gridams patekti {
gamyba.

ISvados

1. Fuzariozés pazeisti kvieciai daro neigiama itaka al-
koholinés fermentacijos ir bioetanolio gamybos proce-
sams: susidaro 13,5 proc. mazesnis alkoholio kiekis, o i
pasarams naudojamus zlaugtus i§ mikotoksinais uzkréstos
zaliavos pereina 73 proc. DON.

2. Sudarytas kompleksinis amilolitiniy fermenty ir
beta ksilanazés preparatai griidinei Zzaliavai sucukrinti
(150 AV alfa amilazés, 300 GV gliukoamilazés, 200 KV
beta ksilanazés 100 g zaliavos) padidino alkoholio kon-
centracija raugale 35,3 proc., kartu — ir fuzariozés paZzeis-
ty kvieéiy fermentavimo efektyvuma.

3. Naudojant sudaryta amilolitiniy fermenty ir beta
ksilanazés derini, bioetanolio gamybos metu pasiektas
didziausias, ta¢iau tik dalinis DON kiekio sumazinimo
efektas: DON zlaugtuose palyginti su Zaliava sumazéjo
51,5 proc. Taigi, norint uzkirsti kelia mikotoksinams pa-
tekti { paSary gamybos granding, svarbu laiku juos aptikti
grudinéje zaliavoje ir pasalinti.
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