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SANTRAUKA

Pelésiniy gryby ir jy iSskiriamy lakiyjy organiniy junginiy bei mikotoksiny jtaka javy gridy
kokybei
Laura Knizikeviciite
Magistro baigiamasis darbas

Magistrantiiros baigiamojo darbo tyrimo tikslas — jvertinti pelésiniy gryby ir jy iSskiriamy
lakiyjy organiniy junginiy bei mikotoksiny jtakg kvieCiy, mieziy, kvietrugiy, avizy, rugiy
kokybiniams rodikliams sandéliavimo metu. 2019 mety derliaus griidy méginiai surinkti Pasvalio
rajono X tikyje rugséjo, vasario ir liepos ménesiais. I8dziovinti gridai sandéliuoti 5-7°C, sandéliuose
buvo uztikrinta dezinsekcija ir deratizacija. ISkeltam tikslui jgyvendinti nustatytas bendras grady
uzterStumas pelésiniais grybais (ksv/g), AFBi1, ZEA, DON, OTA ir T-2 toksino koncentracijos
(ug/kg) — plonasluoksnés chromatografijos metodu. Griidy kokybiniy rodikliy analizé atlikta
spektrometru NIRS 6500. Be to, iSorinj ir giluminj uzterStumg sudaranéios pelésiniy gryby gentys
identifikuotos $viesine mikroskopija, 0 pelésiniy gryby riebaly riigstys ir lakieji junginiai nustatyti
dujy chromatografijos — masiy spektrometrijos metodu.

Tyrimo metu nustatyta, kad vidutiniskai kvietrugiy, kvie¢iy, mieziy, avizy rugiy uzterStumas
pelésiniais grybais, lyginant sandéliavimo pradzios ir pabaigos duomenis, padidéjo vidutiniskai 14,94
proc. (p<0,01). Mikotoksiny koncentracijos taip pat kito didéjancia tendencija, didziausi poky¢iai
AFB;. ir OTA kitime — koncentracijos atitinkamai padidéjo 18,67 ir 9,5 karto (p<0,01). T-2 toksino
koncentracija padidéjo maziausiai — 3,5 karto (p<0,01). Taip pat apibendrinus visy tyrime naudoty
javy grudy cheming sudétj, nustatyta, jog peleny, lastelienos, baltymy kiekiai mazé&jo (p<0,01) —
stipriausia neigiama, statistiskai reik§minga koreliacija — tarp T-2 toksino ir baltymy kiekio tyrimo
viduryje. Riebaly (p>0,05), drégmés ir krakmolo (p<0,01) kiekiai did¢jo, stipriausia teigiama
koreliacija — tarp T-2 toksino, Rhizopus spp. paplitimo ir drégmeés. Gridy pelésinés tarSos prevencijai
buvo identifikuoti dazniausiai pasitaikan¢iy mikromicety lakieji junginiai — biomarkeriai. 3-etoksi-
1,1,1,5,5,5-heksametilo-3-(trimetilsililoksi) trisiloksanas budingas Alternaria alternata, 2,2,4,6,6-
pentametilheptanas — Fusarium sporotrichioides, 2,5-dimetil-3-metileno-1,5-heptadienas —
Cladosporium herbarum. Isvardinty mikromicety sudétyje dominuoja sociosios riebaly rigstys. 1-
pentametildisililoksipropeng galima laikyti potencialiu Penicillium viridicatum biomarkeriu,
minétame mikromicete dominuoja polinesociosios riebaly riigstys. Aspergillus flavus, kurio sudétyje

vyrauja mononeso¢iosios riebaly rugstys, i$ kity pelésiy iSsiskiria 2,2,5,5-tetrametilheksano sinteze.

RaktaZodziai: pelésiniai grybai, pelésiy lakieji junginiai, mikotoksinai, gridy kokybiniai

rodikliai, grudy sandéliavimas.



SUMMARY

The Influence of Moulds and Their Volatile Organic Compounds and Mycotoxins on Cereal
Grain Quality
Laura Knizikevicituté
Master‘s Thesis

The aim of the Master‘s Thesis research work is to evaluate moulds and their released volatile
organic compounds and mycotoxins’ effect on wheat, barley, triticale, oat and rye qualitative
indicators during the storage. Grain samples of the year 2019 harvest in Pasvalys district X farm were
collected in September, February and July. Dried grain was stored at 5-7°C, the store disinfestation
and deratization were guaranteed. To achieve the set objectives, the total contamination of the grain
with moulds (cfu/g) was determined, AFB1, ZEA, DON, OTA and T- 2 toxine concentration (ug/kg)
identified using a thin-layer chromatography technique. Grain qualitative indicators’ analysis
performed by NIRS 6500 spectrometer. Moreover, moulds tribes forming external and internal
contamination were identified by light microscopy. Moulds fatty acids and volatile compounds were
determined using the gas chromatography-mass spectrometry method.

During the study it was found that an average wheat, barley, triticale, oat and rye mould
contamination, when comparing the beginning and end-of-storage data, increased by an average of
14,94% (p<0,01). Mycotoxins’ variation also had a growing trend; the most significance change was
notices in AFB1and OTA alteration where concentration increased accordingly 18,65 and 9,5 times
(p<0,01). T-2 toxin concentration increased the least, it was 3,5 times bigger (p<0,01). The summary
of chemical composition of all the grain varieties used in the study showed the reduction of ash, fibre
and protein levels (p<0,01) — the strongest negative, statistically significant correlation between T-2
toxin and protein content in the middle of the study. Fat (p>0,05), moisture and starch (p<0,01) levels
increased; the strongest positive correlation between T-2 toxin, Rhizopus spp. spread and moisture.
Biomarkers are the most common micromycetes volatile compounds to identify the grain mould
contamination prevention.  3-Ethoxy-1,1,1,5,5,5-hexamethyl-3-(trimethylsilyloxy) trisiloxane
characteristic to Alternaria alternata, 2,2,4,6,6-pentamethylheptane — to Fusarium sporotrichioides,
2,5-dimethyl-3-methylene-1,5-heptadiene — to Cladosporium herbarum. Saturated fatty acids prevail
in the composition of the latter micromycetes. 1-pentamethyldisyloxypropene can be considered a
potential biomarker of Penicillium viridicatum; polyunsaturated fatty acids dominate the said
micromycete. Aspergillus flavus, containing predominantly monounsaturated fatty acids, differs from

the other mould by synthesis of 2,2,5,5-tetramethylhexane.

Keywords: moulds, mould volatile compounds, mycotoxins, grain qualitative indicators, grain

storage
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IVADAS

Javy grudai yra viena i§ dazniausiai naudojamy Zaliavy maisto pramonéje. Remiantis
naujausiais 2019 — 2020 mety statistiniais duomenimis, pasaulyje daugiausia yra pagaminama
kukurtizy (1116,34 milijonai tony), kvieciy (764,49 milijonai tony) ir ryziy (495,78 milijonai tony)
(1). Be i8vardinty javy rasiy, didelg paklausg turi ir mieziai, sorgai, avizos bei rugiai (1), todél yra
siekiama uzauginti kuo geresnés kokybés saugias pirmines Zaliavas maisto ir pasary pramonei.

Visy pirma gridy kokybe veikia biotiné ir abiotiné aplinka. Vienas i$ sunkiausiai suvaldomy,
grudy kokybe bloginanciy veiksniy — pelésiné tarsa, ypac opi problema viso pasaulio mastu — sparéiai
besivystanti javy varpy fuzariozé (2,3). Pelésiniai grybai iSskiria toksiSkus cheminius junginius, vieni
i§ jy — mikotoksinai, susidarantys mikotoksigeniniy padermiy antrinio metabolizmo metu. Griidinése
zaliavose labiausiai paplite pelésiniy gryby antriniai metabolitai yra deoksinivalenolis, zearalenonas,
aflatoksinai, T-2 ir HT-2 toksinai, ochratoksinas A, fumonizinai (4,5), kurie per galutinius produktus
patenka ] Zmoniy ar gyviiny organizmus. Dauguma mikotoksiny yra stipriis kancerogenai,
teratogenai, tai heterocikliniai junginiai, pazeidziantys normaly lasteliy proliferacijos cikla,
veikiantys jvairias organy sistemas, vaisinguma ar sukeliantys kitas mikotoksikozes (4-6). Be to,
vystantis pelésiniams grybams, pirminio ir antrinio metabolizmo metu, i$siskiria ir lakieji junginiai,
turintys didelj garavimo potencialag (6-8). Mokslininkai daugiausia démesj kreipia j patalpose
besiveisian¢iy pelésiniy gryby isskiriamus lakiuosius organinius junginius, kurie, pateke j Zmogaus
organizmg su jkvepiamu oru, gali sukelti léting plauciy aspergiliozg, grybelinés kilmés pneumonitus
ar sukelti nuovargj bei galvos skausmus (9). Javy griiduose, kaip ir patalpose, besivystantys pelésiniai
grybai isskiria ketony, alkoholiy, aldehidy, esteriy, terpeny, eteriy, angliavandeniliy, rugsc¢iy ar jy
dariniy mi$inius, kurie sukuria pelésiams buidingg kvapa, kei¢ia grudy spalva (3,6,7). Mikroskopiniy
gryby lakiyjy junginiy sintezé priklauso nuo auginimo temperatiiros, terpés, rusies bei padermés (7).
Kiekviena pelésiy gentis pasizymi individualiu lakiyjy junginiy profiliu, tac¢iau 1-okten-3-olis, 3-
oktanolis, 3-oktanonas yra dazniausi pirminés gridy pelésinés tarSos bioindikatoriai (6,7).

Pelésiniai grybai blogina sandélivojamy grudy kokybe, skverbiasi j gridy endosperma,
suaktyvéja grybelinés proteazés ir amilazés, todél dazniausiai paveikiami griidy baltymai,
angliavandeniai ir krakmolas (3). Pelésinés tarSos padariniai sukelia didelius nuostolius, dalis gridy
tampa nebetinkami perdirbimui, todé¢l ieSkoma sprendimo biidy, kaip detoksikuoti griidines Zaliavas,
kokias prevencines priemones taikyti, kad efektyviai biity galima suvaldyti pelésing tarSg. Viena i$
prevenciniy priemoniy — biomarkeriy nustatymas. Pelésiniai grybai, pradéje daugintis zaliavoje,
pirmiausia iSskiria lakiuosius organinius junginius, kurie leidzia jtarti pelésing tarSa ir laiku imtis
priemoniy, siekiant i§saugoti javy griidy kokybe (7,8,10). Pelésiniy gryby iSskiriami lakieji organiniai

junginiai néra pakankamai isanalizuoti, lyginant su bakterijy, augaly ar sintetinés kilmés lakiaisiais
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junginiais, todél praktikoje labai retai pritaikomi (7,8). Misy atliktame tyrime buvo siekiama
iSsiaiskinti, kaip keiciasi kvietrugiy, kvie¢iy, mieziy, avizy, rugiy uZterStumas pelésiniais grybais ir
ju i8skiriamais mikotoksinais sandéliavimo metu, uztikrinus pastovig 5-7°C temperatiira, sandéliy
santyking drégme bei kenkéjy kontrole. Be to, buvo stebima, kaip keiciasi javy griidy cheminé sudétis
lyginant tarpusavyje rezultatus, gautus sandéliavimo pradzioje, viduryje ir pabaigoje. Taip pat atlikus
javy gridy uZzterStumo pelésiniais grybais analize, buvo atrinkti daZniausiai pasitaikantys
mikromicetai ir nustatyti jy iSskiriami lakieji organiniai junginiai ir riebaly ragséiy profiliai, kurie

gali buti pritaikyti zemés tikio praktikoje mikroskopiniy gryby kontrolei.

Darbo tikslas — jvertinti pelésiniy gryby ir jy i$skiriamy lakiyjy organiniy junginiy bei mikotoksiny

jtaka kvieciy, mieziy, kvietrugiy, avizy, rugiy kokybiniams rodikliams sandéliavimo metu.

Darbo uzdaviniai:

1. Nustatyti kvietrugiy, kvie¢iy, mieziy, avizy ir rugiy bendra uzterStuma pelésiniais grybais ir
aflatoksino B, zearalenono, deoksinivalenolio, T-2 toksino, ochratoksino A koncentracijy kitimg
sandéliavimo metu;

2. Nustatyti kvietrugiy, kvie€iy, mieZiy, avizy ir rugiy riebaly, drégmés, baltymy, lastelienos, peleny,
krakmolo kiekiy kitimg sandéliavimo metu;

3. Ivertinti kvietrugiuose, kvie€iuose, mieziuose, avizose ir rugiuose labiausiai paplitusius pelésinius
grybus, jy riebaly riigs¢iy sudétj ir iSskiriamus lakiuosius organinius junginius;

4. Ivertinti galimg koreliacinj rysj tarp sandéliavimo metu paplitusiy pelésiniy gryby, mikotoksiny ir
kvietrugiy, kvie¢iy, mieziy, avizy ir rugiy kokybiniy rodikliy.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Javy gridy uZterStumas pelésiniais grybais ir mikotoksinais

Grudiniy kultiiry, naudojamy maisto ir paSary pramonéje, kokybe labiausiai blogina pelésiné
tarSa. Pagrindinés priezastys, kodél vystosi griiduose mikromicetai — padidéjes gridy vandens
aktyvumas, drégnos bei §Siltos sandéliavimo salygos (11). Griidus kolonizuojantys mikotoksigeniniai
pelésiniai grybai iSskiria antrinius metabolitus, kuriy leidziamos koncentracijos yra grieztai
kontroliuojamos ir reglamentuotos Komisijos reglamente (EB) Nr. 1881/2006, nustatanciame
didZiausias leistinas tam tikry terSaly maisto produktuose koncentracijas (12). Visy pirma augalinése
zaliavose besivystantys grybai, pagal drégmeés ir temperatiiros poreikius, yra skirstomi j hidrofilinius,
saprofitinius ir termofilinius bei kserofilinius pelésinius grybus (11). Remiantis mokslininky
apzvalgomis, pagrindinés javy griiduose paplitusios mikotoksigeninés pelésiniy gryby gentys yra:
Alternaria, Aspergillus, Fusarium ir Penicillium (4,5). Minétos pelésiniy gryby gentys gamina
antrinius metabolitus i§ kuriy pavojingiausi: aflatoksinas Bi (AFB1), deoksinivalenolis (DON),
fumonizinai, zearalenonas (ZEA), T-2 toksinas, ochratoksinas A (OTA), kurie pasizymi lgsteliy
geneting medziagg paZeidziandiu poveikiu. Sie mikotoksinai dazniausiai sutrikdo inksty, kepeny,
vir§kinamojo trakto ir reprodukcinés sistemos veikla (4,5). Mikotoksiny nustatymas plonasluoksne
chromatografija (PSCh) ne visada yra tikslus, kadangi vyrauja $iy heterocikliniy junginiy fizinés ir
cheminés modifikacijos. Konjugacijos metu susiformuoja mikotoksiny glikozidai, gliukuronidai,
sulfatai, epoksidai, junginiai, prisijungiantys prie oligosacharidy, pavyzdziui, fumonizinai daznai
sudaro tvirtus kompleksus su krakmolu (13,14).

Analizuojant moksling literatiirg pastebéta, jog kvie€iai labiausiai yra pazeidziami Alternaria
spp. Cladosporium spp., Aspergillus spp., Fusarium spp., laboratoriniais tyrimais nustatyta, kad
kvie¢iy kokybe bei saugg blogina ir Penicllium digitatum (15, 16). 2019 metais Saudo Arabijoje
atlikti tyrimai rodo, kad kvieCiuose taip pat galima aptikti Acremonium strictum, Embellisial
chlamydospora, Mycelium strelium, Mycovellosiella perfoliata, Phoma pomorum, Xylohypha
pinicola, Stachybotrys atra, Staphylotricum coccusporum bei Drechslera, Scytalidium, Torula,
Ulocladium, Stemphylium genéiy atstovy (16). Dazniausiai kvie¢iy kokybe ir tinkamuma perdirbimui
blogina fuzarioz¢, kurios pagrindiniai sukéléjai — Fusarium graminearum ir Fusarium culmorum (17,
18). Pasak Airijos, Brazilijos, Irano mokslininky apzvalgos, kvie¢iuose nustatoma DON, ZEA, AFB;,
OTA, T-2 ir HT-2 toksiny bei fumoniziny (5). Pelésiniy gryby kokybiné sudétis panasi skirtingose
javy grudy rasyse. Kukurtizy Zaliavose daznai yra identifikuojamas Fusarium verticillioides bei
Fusarium proliferatum, kurie i$skiria fumonizinus. Be fumoziny, remiantis Khodaei ir bendrautoriy
(5) atlikta 2018-2020 mety moksline apzvalga, vyrauja ir AFB1, ZEA ir DON. Serbijos mokslininkai
Krnjaja ir Kiti (19) pateiké is§vadas, jog kukurtizuose vyrauja Aspergillus spp., o lietinguoju metu — F.
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graminearum, F. proliferatum, Fusarium subglutinans, F. verticillioides ir Penicillium spp. Be to,
kukurtizuose aptinkamos ir saprofitinés pelésiniy gryby rasys: Nigrospora spp., Rhizopus spp.,
Acremorium spp., Bipolaris spp. (19). Taip pat ir mieziuose labiausiai paplitusios pelésiniy gryby
gentys: Fusarium, Alternaria, Claviceps, Aspergillus, Penicillium (20). Italijos ir Austrijos
mokslininky Beccari ir Kiti (21) atliktas tyrimas rodo, kad salykliniy mieZiy kokybe labiausiai blogina
Alternaria genties mikroskopiniai grybai, kuriy vidutinis paplitimas Sioje griidinéje zaliavoje — 77
proc., Fusarium poae, F. graminearum, Fusarium avenaceum bei Alternaria genties pelésiai. Minéty
mokslininky (21) teigimu, salykliniuose mieziuose dominuojantys mikotoksinai: nivalenolis, T-2 ir
HT-2 toksinai, beauvericinas. Be to, mieziy méginiuose Beccari kartu su bendraautoriais (21) nustaté
ir deoksinivalenol-3- gliukozida. Remiantis Khodaei ir bendraautoriy (5) 2018-2020 metais pasaulyje
atlikty tyrimy analize, mieziuose daugiausia nustatoma DON. Sios mokslinés apZzvalgos autoriai (5)
akcentuoja, kad Zieminiuose mieZiuose, uzaugintuose Kanadoje, 56 proc. visy tirty meéginiy DON
koncentracija virsijo 1250 mg/kg, o JAV uzaugintuose rugiuose to paties mikotoksino koncentracija
yra mazesné nei 1,0 mg/kg (5), tai jrodo pelésiniy gryby paplitimo skirtumus priklausomai nuo
augimo vietos.

Avizose, kaip ir mieziuose, vyrauja Fusarium genties pelésiniai grybai. 2018 metais
Schoneberg ir bendraautoriy (22) publikuotame moksliniame straipsnyje analizuotas Sveicarijoje
auginamose avizose pelésiniy gryby paplitimas, iSskirta dominuojanti mikotoksigeniné pelésiniy
gryby padermé — F. poae. Schoneberg ir bendraautoriai (22) nustaté, jog T-2 ir HT-2 toksinai buvo
dazniausi mikotoksinai aptinkami aviZzose. Didesni kiekiai T-2, HT-2 toksiny ir nivalenolio tyrimo
metu buvo identifikuoti tuose laukuose, kuriuose yra taikoma neariamoji Zemés dirbimo technologija
(22). Be Fusarium genties atstovy, avizose taip pat aptinkama ir Alternaria alternata bei Aspergillus
niger (22), o Argentinoje Sacchi ir bendraautoriy (23) atlikto tyrimo metu avizose nustatytas ir
Arthrinium spp., Acremonium spp., Curvularia spp. paplitimas. Remiantis minétu tyrimu (Sacchi ir
kiti) (23), avizose galima aptikti aflatoksiny, ZEA, DON bei fumonizino B1, kurio koncentracija
Argentinoje auginamose avizose, tyrimo metu uzfiksuota 105 — 108 pg/kg (23). Ryziai, taip pat kaip
ir avizos, priklauso javy kategorijai. Remiantis Khodaei ir bendraautoriy (5) apzvalga, ryZiy kokybe

ir sauga labiausiai blogina AFB1ir ZEA, DON ir fumonizinai.

1.2 Pelésiniy grybu iSskiriami lakieji organiniai junginiai
Pelésiniai grybai metabolizuoja ne tik mikotoksinus, bet j aplinkg iSskiria ir lakiuosius
organinius junginius. Mokslininkai pastebéjo, jog mikotoksiny ir lakiyjy organiniy junginiy
i$skyrimas tarpusavyje yra susijes. Tai jrodo Kinijoje, Zhang ir bendraautoriy (24) atliktas tyrimas,
kurio metu iskelta hipoteze, jog Aspergillus carbonarius isskiriami lakiis junginiai C-8 alkoholiai,

ketonai ir trans-nerolidolis tarpusavyje glaudziai susije su OTA sinteze. Sj mokslinj spéjima patvirtina
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gauti duomenys, jog A. carbonarius antrg inkubacijos dieng i$skyré daugiausia ketony (vidutiniskai
110 mg/l) bei C-8 alkoholio (vidutiniskai 190 mg/l) ir pastebéta didziausia OTA koncentracija
vidutiniskai 1,65 mg/l. Ketvirtaja ekspozicijos dieng daugéjant trans-nerolidolio nustatytas OTA
koncentracijos sumaz¢jimas 0,5 mg/l, nustatytas neigiamas tiesinis koreliacinis rySys (24).

Pelésiniy gryby lakieji organiniai junginiai gali susidaryti i§ jvairiy pirminiy medziagy
metabolizmo metu, vykstant glikolizei, susidarius piruvatui, dalyvaujant acetilo kofermentui A yra
inicijuojamas Krebso ciklas (25). Remiantis Schnarer ir kity bendraautoriy (25) jzvalgomis, pelésiniai
grybai gali isskirti lakiuosius junginius skaidydami riebaly, amino bei keto riigstis, acetata.

Pagrindiniai metabolizmo keliai pateikti 1 pav.

Glikolize
l 2-metil- 1-propanolis

Etanolis |<*+——| Piruvatas Leucinas [—| 3-metil-1-butanolis

!

Mevalonatas |« Acetilo kofermentas |—| Riebaly ragstys

Seskviterpenai l \- Alkanai

Krebso ciklas

Y

Alkenai

Metilo ketonai

Oksalo acetatas

/ Pirminiai

Aspartatas \ alkoholiai
l .. Esteriai ir
- ) Metioninas -
['reoninas laktonai
1 l1-okten-3-olis
2-metil-1-butanolis ir kiti 8 anglies
i atomus

- ] lakieii i L. turintvs lakieji
ieros turintys lakieji junginiai . PR
Y Jrjung junginiai

1 pav. Pelésiniy gryby isskiriamy lakiyjy organiniy junginiy metabolizmo kelias pagal Schndrer ir

Kity (25) mokslinéje apzvalgoje sudarytq schemgq

Skirtingos pelésiniy gryby rtsys pasizymi individualia kiekybine ir kokybine lakiyjy junginiy
sinteze. Visy pirma naudojant didelio efektyvumo skys¢iy chromatografijg ir dujy chromatografija
kartu su masés spektrometrija galima nustatyti pelésiniy gryby lakiuosius junginius (3). 2016 metais
Kamertino Respublikos ir Indijos mokslininkai Toghueo ir kiti (26) nustaté, jog endofitinis A. niger,
i§skirtas i§ Terminalia catappa atograzy medzio Sakny, iSskiria lakiuosius junginius, kuriuose
dominuojanti medZiaga — oksalo riigstis bei izobutilo - propilo esteris. Be to, tyrimo metu nustatyta,

kad A. niger metabolizuoja chemine sudétimi skirtingus lakiuosius junginius, priklausomai nuo
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augimo terpés sudéties (26). Toghueo ir Kiti (26) eksperimentu jrodé, jog i§ augaliniy substraty
iSskirto A. niger lakiyjy organiniy junginiy sinteze in Vvitro salygomis skatina terpé, kurioje yra
acetono, etanolio, 5-azacitidino ar dimetilsulfooksido. Ne tik kokybing lakiyjy junginiy sudétj veikia
iSorés veiksniai, bet ir $iy greitai garuojanciy cheminiy junginiy kiekis tiesiogiai koreliuoja su
pelésinio grybo augimu (dienomis) substrate (24,27). Mokslinéje literatiiroje apraSytas atvejis, kad A.
carbonarius augimo pradzioje gausiau isskiria esterio junginius, o 7 inkubacijos dienoje pastebima
didesné angliavandeniliy koncentracija nei eksperimento pradzioje (24). Aspergillus spp. gali isskirti
ir ketonus, aldehidus ir ciklinius dikarboksilo anhidridus, alkoholius, esterius, 0 daugiausia iSskiria
seskviterpeny ir angliavandeniliy. Nustatyta, jog skirtingos A. carbonarius padermés skiriasi viena
nuo kitos seskviterpeno chemine sudétimi (24).

Dazniausiai lakieji junginiai analizuojami ty pelésiniy gryby, kurie yra pagrindiné priezastis
ekonominiy nuostoliy, susijusiy su grudiniy kultiry kokybés blogejimu. Viena i§ Siy svarbiy
problemy — javy varpy fuzariozé. Italijos mokslininky, Laddomada ir bendraautoriy (28), parengtoje
publikacijoje ir atsispindi Sios temos svarba maisto saugoje, ieSkant F. poae buvimg signalizuojanciy
biomarkeriy. Kvie¢iy sandéliavimo metu pastebétas etilo acetato, etanolio ir 3-metilbutanolio
koncentracijy didéjimas, bet taip pat tyrimo metu nustatyta, kad F. poae uzterSiant kvieCius
aptinkamos ir Sios pelésinio grybo lakiosios medziagos, laikytinos biomarkeriais: etilo dekanoatas,
2-feniletilacetatas, 3-metilbutanalis, heksanalis, feniletilalkoholis, 3-hidroksi-2-butanonas ir acto
rugstis (28). Laddomada ir Kiti (28) nustaté, kad etilo dekanoatas gausiai buvo aptiktas tik pirma
tyrimo dieng, taciau sandéliuojant kviecius 5-7 dieng pastebimas zymus Sios lakiosios organinés
medZziagos sumazéjimas. Javy gridy kokybe bei saugg blogina ir kitos Fusarium genties rasys, todél
svarbu i$siaiskinti ir Kitus potencialus grybelinés tarSos biomarkerius. Fusarium sporotrichioides,
Fusarium langsethiae, Fusarium sibiricum, F. poae lakieji junginiai: etanolis, acto rigstis, butanolis,
3-metilbutan-1-olis, 2-metilbutan-1-olis, etil-3-metilbutanoatas, terpenai, seskviterpenai ir
trichodienai (29).

Taip pat Gharbi ir kiti (30) nustaté, kad alyvuogése ir pirmo spaudimo alyvuogiy aliejuje
dominuojantis Aspergillus sydowi daugiausia i$skiria neterpeninius junginius, monoterpeninius
angliavandenilius ir deguonies prisotintus monoterpenus, o Fusarium spp. — deguonies prisotintus
seskviterpenus ir seskviterpeninius angliavandenilius. Alyvuogése be Fusarium ir Aspergillus genciy
vyrauja ir Cladosporium spp., isskiriantys seskviterpeninius angliavandenilius, neterpeninius
junginius (30). Be to, Fusarium oxysporum ir F. proliferatum, pagrindiniai svoginy puviniy
sukéléjai, iSskiria etilo formiata, 2-metil-1-propanolj, metilo tioacetata, propilo acetata ir 3-metil-1-

butanolj (31). Wang kartu su bendraautoriais (31) atlike tyrimus apibendrino, jog etanolio ir etilo
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acetato koncentracija didéja statistidkai reik§mingai didéjant pelésinio grybo micelio biomasei®.

Minéti mokslininkai (31) pastebéjo ir atvirksting priklausomybg acetono ir dimetilsulfido atzvilgiu.

1.2.1 Pelésiniy grybuy iSskiriamy lakiyjuy organiniy junginiy praktiné reikSmé

Pastaruoju metu jvairiose mokslo srityse placiai pritaikomi biomarkeriai, kurie leidzia anksti
nustatyti pakitimus tam tikroje matricoje. Labai svarbu anksti identifikuoti ir jvairiy maisto pramongje
naudojamy zaliavy ar galutiniy produkty pelésing tarsa, kad buty galima imtis prevenciniy priemoniy,
stabdan¢iy mikroskopiniy gryby plitimg bei antriniy metabolity — mikotoksiny kaupimasi.
Mikologijoje biomarkeriais yra laikomi mikromicety iSskiriami lakieji junginiai (7). Pelésiy
biomarkeriai gali buti pritaikomi nustatant bei vertinant griidy kokybe. Barkat ir Kkiti (32), atlike
tyrimus su Australijoje uzaugintais ir sandéliuojamais kvieciais, pateiké i§vadas, kad griidy kokybe
iSsaugoti leidzia pelésiniy gryby lakiyjy organiniy junginiy fiksavimas, esant tik pelésinés tarSos
uzuomazgoms. Tyrimo objektu pasirinkus A. alternata ir Alternaria infectoria iSsiaiSkinta, kad
pirmoji rusis grei¢iau pradeda iSskirti lakiuosius junginius nei antroji. A. infectoria biomarkeriu
kvieciy zaliavose galima laikyti pentadekang, o heksadekametilo junginius ir ciklooktasiloksang — A.
alternata vystymasi signalizuojanciu junginiu (32).

Ne tik grudy perdirbimo jmonése yra galimybé¢ pritaikyti pelésiy lakiyjy junginiy kontrole, bet
ir kitose srityse. Viena i$ jy — darzoviy pramoné. Svogiiny kokybe daznai blogina fuzarinis puvinys,
todél ji suvaldyti gali padéti fiksuojami F. oxysporum ir F. proliferatum lakieji junginiai —
biomarkeriai: etanolis, etilformiatas, etilacetatas, 2-metil-1-propanolis, metiltioacetatas, n-propilo
acetatas ir 3-metil-1-butanolis (31). Ankstyva Fusarium spp. inicijuota svoginy puvinj gali
signalizuoti ir metilpropilsulfidas, stirenas, 1-propantiolis (33). Braskés taip pat, kaip ir svogiinai, yra
daznai paveikiamos mikroskopiniy gryby. Viena i§ dazniausiy braskiy gedimo priezasCiy —
antraknoze, kuri sukeliama grybeliniy augaly patogeny Colletotrichum fragariae bei Rhizopus
stolonifer (34). Sie pelésiniai grybai daZniausiai i§skiria esterius bei terpenus, kurie yra kaip
indikatoriai, signalizuojantys braskiy infekcija, leidziantys laiku kontroliuoti liga bei uztikrinti
kokybisky braskiy tiekimg vartotojams. Siekiant uZzfiksuoti pirming braskiy pelésing tarsa,
bioindikatoriais galima laikyti butano rugsties etilo esterj, etilo butanoata, 3-heksen-1-olioacetata,
acto rugsties butilo esterj, 1-butanolio-3-metilacetata, propilacetata (34). 2015 metais Brazilijos
mokslininkai Oliveira ir Kiti (35) nustaté, jog Botryosphaeriaceae seimos pelésiniy gryby biologiniai
Zymenys gali buti lakieji junginiai: o-bisabololis, a-selinenas, a-cedreno epoksidas ir guaiolio
acetatas. Pagal lakiuosius junginius vykdoma ir chemotaksonomija, pavyzdziui, endofitinio grybo

Pseudofusicoccum stromaticum a-bisabololio dideli kiekiai yra chemotaksonominis zymeklis (35).

1 Pelésinio grybo DNR kiekis, nustatomas realaus laiko PGR (6)
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Be to, alyvuogése ir jy alicjuje dominuojantys pelésiniai grybai: A. sydowii, Cladosporium spp.,
Dematie sterile, Aerobasidium spp., Alternaria spp., Fusarium spp., Aspergillus fumigatus,
Hyalohyphomycete spp., Penicillium spp. isskiria biologiskai aktyvius lakiuosius junginius, kurie
parodo, jog alyvuogiy aliejaus juslinés savybés gali buti veikiamos pelésiniy gryby (30). 2017 metais
Gharbi kartu su bendraautoriais (30) nustaté, jog mikromicety i$skiriami heksanalis, nonanalis, 2-
dekanalis, fenil-etilo alkoholis, stirenas, n-dodekanas, n-tetradekanas, limonenas ir B-selinenas
sutampa su naturaliai alyvuogiy aliejuje esanciais lakiaisiais junginiais, tod¢él pelésiniy gryby
i§skiriami lakieji junginiai yra naudingi kaip lipazés ir lipoksigenazés aktyvatoriai (30). Suaktyvéjus
Siai fermenty sistemai yra pagerinamos alyvuogiy aliejaus juslinés savybés, ta¢iau mikroskopiniy
gryby paplitimas turi biiti kontroliuojamas (30). Auksc¢iausios kokybés pirmojo spaudimo alyvuogiy
aliejaus gamybos technologijoje svarbus yra butilintas hidroksitoluenas (36). Sis cheminis junginys
— antioksidantas, kuris yra susintetinamas chemijos pramong¢je, taciau 2017 metais Gharbi ir kiti (36)
nustaté, jog A. sydowii, D. sterile, Cladosporium sp., Alternaria sp., Fusarium sp., Aspergillus
conicus, Hyalohyphomycete sp., Penicillium sp. i$skiria butilintg hidroksitoluena, kuris visy lakiyjy
junginiy sudaro nuo 0,3 proc. iki 13,1 proc. DidZiausig natiiralaus antioksidanto kiekj isskyré A.
conicus. Remiantis minéty mokslininky (36) iSvadomis, butilintas hidroksitoluenas padidina
nesociyjy riebaly rigsciy stabiluma bei yra naudingesnis Zmogaus sveikatai nei sintetinis junginys.

Pelésiniy gryby iSskiriami lakieji organiniai junginiai gali biiti panaudojami ir kaip ekologiski
insekticidai. 1-okten-3-olis, 3-oktanolis ir 3-oktanonas yra naudingi naikinant kukuriizy kenkéjy
populiacija (37). I8 i§vardinty lakiyjy junginiy, ypac¢ aktyvus — fumigantas 1-okten-3olis (LDso — 27,7
ul 1 litrui oro), kuris gali mazinti kukurtizy kokybe¢ bloginancio straubliuko Sitophilus zeamais
populiacija. Taip pat minétu moksliniu tyrimu (37) nustatyta, jog iSgrynintas 1-okten-3-olis labiausiai
slopina F. verticillioides augima, kai maziausia medziagos slopinanti koncentracija auks$tesné nei
0,53 mM, o esant slopinamosioms medziagos koncentracijoms mazesnéms nei 0,13 mM — 1-okten-
3-olis ir 1-oktanonas veikia priesingai ir stimuliuoja F. verticillioides augima. ISgrynintas 1-okten-3-
olis yra stipriausias inhibitorius ne tik F. verticillioides augime, bet ir fumonizino B: kaupimuisi
kukurtizuose, vidutinis eliminuojantis poveikis nuo pradinés koncentracijos — 74 proc. (37).

Pelésiniy gryby isskiriami lakieji organiniai junginiai iSskirtiniais atvejais gali buti naudingi
augalui (27). Dirvozemyje aptinkamas gijinis grybas Phoma sp. gali skatinti augalo augimg, kadangi
minétas grybas isskiria 4 — 8 anglies atomy lakiuosius angliavandenilius. Augalo metabolizmg
teigiamai veikia Phoma sp. GS8-3 isskiriamas metilpropanolis ir 3-metilbutanolis, nes 2013 metais
Japonijoje (27) buvo nustatyta, kad minéti mazos molekulinés masés biologiskai aktyviis junginiai
teigiamai veikia tabako augimg. Japonijoje atlikto tyrimo metu paaiskéjo, jog augalo augima geriau

veikia mazesnés lakiyjy junginiy koncentracijos nei didelés (27).

14



1.3 Pelésiniy grybu riebaly rugstys

Pelésiniy gryby riebaly riigS¢iy sudétis néra placiai mokslininky analizuojama mikologijos
sritis. Remiantis atliktais tyrimais, pelésiniy gryby riebaly rugsc¢iy profilis pritaikomas dazniausiai tik
mikromicety rasiy identifikavime, pastaraisiais metais Sia tema nepaskelbta naujy iSvady. Merja
Suutari (38) 1995 metais publikuotame moksliniame straipsnyje akcentuoja, kad A. niger, Penicillium
chrysogenum, Neurospora crassa, Trichoderma reesei riebaly rigsciy sudétis gali kisti priklausomai
nuo temperatiros, kurioje iSvardinti pelésiniai grybai auga. Sumazéjus aplinkos temperatiirai nuo 26
°C iki 15°C, daugéja mikroskopiniy gryby sudétyje nesoéiyjy riebaly rigséiy. Sio tyrimo (38) metu
uzfiksuota, jog P. chrysogenum ir T. reesei sudétyje padaugéjo linoleno riebaly rigsties. Mazéjant
minéty pelésiniy gryby kultivavimo temperatiirai, pastebimi ir oleino, palmitino, linolo riebaly
rigsciy sumazéjimai, tik N. crassa riebaly rugsciy kokybiné bei kiekybiné sudétis statistiSkai
reik§mingali nepasikeité priklausomai nuo temperatiirinio rezimo (38).

1996 metais Micigano mokslininkai Stahl ir bendraautoriai (39) tyré pelésiniy gryby riebaly
rugsciy profilius, siekiant efektyviau vykdyti rasiy atskyrimg. 1 lenteléje yra pateikta minéto
mokslinio straipsnio tyrimo rezultaty istrauka, kurioje palyginimui isrinkti trijy Penicillium genties
atstovy riebaly ragsciy sudéties profiliai. Analizuojant Penicillium paraherquei, Penicillium
restrictum, Penicillium simplicissimum riebaly ragstis, pastebimas esminis skirtumas — P.

simplicissimum biidinga arachidiné riebaly rugstis (39).

1 lentelé. Penicillium paraherquei, Penicillium restrictum, Penicillium simplicissimum riebaly

riigsciy sudetis (P. D. Stahl ir M. J. Klug atlikto mokslinio tyrimo (39) rezultaty dalis)

Pelésinis Riebaly rugstys ir jy vidutinis kiekis (proc.) nuo bendro kiekio

grybas C14:0 | C15:0 | C16:0 | C16:1 | C17:0 | C17:1 | C18:0 | C18:1 | C18:2 | C20:0
Penicillium 0,29 | 0,80 | 13,73 | 0,46 | 2,42 | 2,67 | 3,30 | 25,41 | 40,46 -
paraherquei

Penicillium 0,34 0,22 ({1952 | 0,34 | 043 | 0,21 | 7,23 | 34,49 | 36,42 | 0,24
restrictum
Penicillium 0,49 0,61 (16,93 | 0,39 | 0,77 | 0,48 | 590 | 25,98 | 46,81 -

simplicissimum

Remiantis 1 lentele pastebéti skirtumai riebaly ragsciy profilyje ir tarp dviejy likusiy pelésiniy gryby.
Ryskiausi skirtumai (proc.) identifikuoti linolo (C18:2) ir palmitino (C16:0) rugs¢iy atzvilgiu — P.
simplicissimum sudétyje $iy riebaly rugsciy atitinkamai 6,35 proc. ir 3,2 proc. daugiau nei P.
paraherquei (39).

Taksonomija pagal riebaly ragstis galima ir Aspergillus genties padermiy identifikavime, taip

pat kaip ir Penicillium spp. riSiy nustatyme, svarbiausios riebaly riigstys: palmitino, stearino, oleino
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ir linolo (40). Paskutiné riebaly rugstis, pasak Fraga ir bendraautoriy (40) paskelbty i§vady, bendrame

Aspergillus spp. riebaly rugsc¢iy profilyje yra dominuojanti.

1.4 Aplinkos veiksniy jtaka javy griduy kokybiniams rodikliams

Javy griidy kokybiniai rodikliai yra labai svarbiis supirkimo, o paskui ir jy perdirbimo bei
realizavimo maisto ir pasary pramon¢je metu. Valstybiné augalininkystés tarnyba pateiké grudy
supirkimo ir tiekimo reikalavimy suvesting (41), kurioje iSskirti Lietuvos standartai, nurodantys
svarbiausiy javy grudy, kvieciy, mieziy, rugiy, kvietrugiy, avizy, supirkimo ir tiekimo reikalavimus.
Lietuvos standarte LST 1524:2019 nurodyti kokybés reikalavimai kvie¢iams, LST 1797:2018 —
mieziams, LST 1580:2019 — rugiams, LST 1948:2019 — kvietrugiams, LST 1610:2016 — avizoms,
LST 1954:2019 — kukurtizams (41).

Sandéliuojant javy gridus, jy kokybé yra veikiama gyvosios ir negyvosios aplinkos veiksniy.
Sandéliavimo metu labiausiai gridy kokybe veikia nepastovi temperatiira ir drégmé. Be $iy veiksniy
didele jtaka sandélivojamy grudy kokybei ir saugai turi pelésiné tar$a, vabzdziai, parazitai ar
grauzikai (42). Be to, svarbu ir zaliavy laikymo salygos iki perdirbimo. Mokslinéje literatiiroje yra
pateiktas Jungtiniy Amerikos Valstijy mokslininky Walker ir bendraautoriy (43) tyrimas apie
hermetisky laikymo pakuociy reik§me kukuriizy kokybei. Pakavimo medziagos, kurios nepraleidzia
oro, vandens ir drégmés, leidzia sumazinti pelésiniy gryby vystymasi ir antriniy metabolity,
aflatoksiny ir fumoniziny, kaupimasi kukurtizuose bei kukurtiziniy straubliuky populiacija, lyginant
su paprastais sandéliavimui naudojamais polipropileniniais maiseliais (43).

Zinoma, kad griidy kokybe¢ priklauso ir nuo veislés. Genotipas didZiausia jtaka daro baltymy
bei glitimo kokybei (44). Placiai maisto pramongje yra naudojami kvieciai, pavyzdziui, Triticum
sphaerococcum, Triticum dicoccum, Triticum aestivum, kurie pasizymi labai gera glitimo kokybe,
todél yra tinkami duonos gamybai, o Triticum compactum ir Triticum monococcum biidinga minksta
endospermo tekstira, silpnas glitimas, tod¢l tokius kvieCius galima naudoti minkStiems
konditeriniams gaminiams. Gera baltymy kokybe pasizymi Triticum aestivum kvieciai (44).

Taip pat javy gridy kokybe lemia ir chemizacija. Lietuvoje atlikto tyrimo metu (45) patvirtinta,
jog treSimas azoto tragSomis daro jtakg kvieCiy kokybiniams rodikliams. Atskirais kvieciy augimo
periodais, naudojant granuliuota superfosfatg, kalio chloridg, amonio salietrg, kvieCiy grudy
baltymingumas gali padidéti vidutiniskai iki 2,20 proc., 0 §lapiojo glitimo kiekis — 4,89 proc., lyginant

su netrgstais kvieciais (45).

1.4.1 Pelésiniu grybu poveikis javy gridu kokybei
Javy griidy kokybei reikSmingg jtaka daro ir pelésiné tarSa. Analizuojant moksling literatiira,
pastebima, kad mikroskopiniy gryby jtaka gridy kokybiniams rodikliams néra placiai iSnagrinéta
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mokslo sritis, ypatingas démesys skiriamas dazniausiai javy griidy fuzariozés ir kokybiniy rodikliy
koreliacinei priklausomybei aprasyti. Jau 1995 metais Boyacioglu ir bendraautoriai (46) pateiké
iSvadas, jog paveikus F. graminearum, kvie¢iy griiduose sumazéja celiuliozés ir hemiceliuliozés,
daugéja redukuojanCiy cukry. Naujesnése mokslinése publikacijose taip pat patvirtinami
fundamentiniai teiginiai, kad ryskiausi pokyciai, jvykus grido uzterStumui Fusarium genties
mikromicetais, atsiranda gridy angliavandeniy, baltymy ir krakmolo granuliy Struktiirose (3). F.
graminearum labiau ardo gliutening, o F. poae — gliadina (47). Martinez kartu su bendraautoriais
(47) nustaté, jog laboratorinémis sglygomis kviecius paveikus dviejy pelésiniy gryby kulttiry miSiniu
(F. graminearum ir F. poae) mikromicety proteaziy poveikis sustipréja — gliuteniny kiekis sumazéja
vidutiniskai 60,91 proc., o gliadinams poveikis — 3,69 karto mazesnis, nei kitam aptartam glitima
sudaran¢iam baltymui.

Fuzariozés taikinys, kaip jau ir buvo minéta, yra kvieciy glitimo baltymai, todél pablogéja
duonos teslos kokybé. Remiantis Bellesi ir bendraautoriy (2019) (48) atliktu tyrimu, pastebéta, jog F.
graminearum kvie¢iy glitimo stiprumg gali sumazinti vidutiniskai 65 proc., o Fusarium
pseudograminearum poveikis dar 5 proc. stipresnis (48). Airijos ir Vokietijos mokslininkai (2), kaip
kintamajj, bloginantj griidy cheming struktiira, pasirinko F. culmorum ir elektroninés mikroskopijos
budu nustaté, kad $is pelésinis grybas, skverbdamasis j grido endosperma, skaido krakmola bei
atsarginius baltymus, nustatytas grybeliniy proteaziy ir amilaziy suaktyvéjimas. Pirmiausia Schmidt
ir kiti (2), atlikdami mokslinj tyrimg, pasteb¢jo, kad po 6 savai¢iy sandéliavimo krakmolo kiekis
sumaz¢jo iki 12 proc., mokslininky teigimu (2), tai reikSmingas kvieciy kokybés blogéjimas. F.
culmorum prisitaikgs skaidyti ir oligosacharidus. Dél pelésinés tarSos aptinkami ne tik laisvi
sacharidai, bet identifikuojamas ir albumino, gliuteling bei prolaminy frakcijy procentinis
padidéjimas. Globulinai, prieSingai nei albuminai, gliutelinai, prolaminai, infekuotuose kvieciuose,
lyginant su neinfekuotais, sumazéja (2). Be to, fuzariozé gali suaktyvinti proteolitinj aktyvuma ir
mieziy méginiuose. F. avenaceum gali baltymy kiekj sumazinti vidutiniskai 4 proc., suaktyveéjus
grybelinéms proteazéms. Taip pat miezius pazeidus Fusarium spp. paderméms sumazéja mieziy
grudy savitasis svoris, mieZiy misoje aptinkama laisvo azoto (49,50).

Pelésiné tarSa paveikia ne tik griudy baltymus, angliavandenius, krakmola, bet lemia ir riebaly
rugsciy pokycius bei lipazés aktyvuma. Vienas i§ pagrindiniy kvieCiy fuzariozés sukélejy — F.
graminearum sumazina palmitino, stearino, linolo, o labiausiai oleino ir linoleno kiekius. Remiantis
Ortega ir bendraautoriy (51) atlikta moksline studija, F. graminearam lipazés aktyvumo pikas

fiksuojamas praéjus vidutiniskai 66,67 proc. viso inkubacijos laiko (51).
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2. TYRIMO METODAI IR MEDZIAGA

2.1 Tyrimo atlikimo trukmé ir vieta

Magistranttiros baigiamojo darbo tyrimas vykdytas 2019 mety rugséjo — 2020 mety spalio
ménesiais Lietuvos sveikatos moksly universitete. Grady uzterStumo pelésiniais grybais,
mikotoksinais tyrimai atlikti Veterinarijos fakulteto Maisto saugos ir kokybés katedros
Mikotoksikologijos laboratorijoje. Pelésiniy gryby i$skiriami lakieji organiniai junginiai identifikuoti
Farmacijos fakultete Analizinés ir toksikologinés chemijos katedroje, o mikromicety riebaly ragsciy
tyrimai atlikti Veterinarijos fakulteto Maisto saugos ir kokybés katedroje. Be to, Gyviiny moksly
fakultete Gyviiny mitybos katedroje Gyviiny mitybos tyrimy laboratorijoje nustatyta griidy cheminé
sudétis. Tiriamojo darbo metu atlikta 2019 mety Pasvalio rajono X tikio derliaus: kvietrugiy, kvieciy,
mieziy, avizy, rugiy pelésiniy gryby, juy isSskiriamy mikotoksiny, lakiyjy organiniy junginiy ir
kokybiniy rodikliy palyginamoji analizé sandéliavimo pradzioje (tyrimai atlikti 2019 mety rugséjo
meénesj), sandéliavimo viduryje (tyrimai atlikti 2020 mety vasario ménesj), sandéliavimo pabaigoje
(tyrimai atlikti 2020 mety liepos ménesj). Griidai tikyje buvo laikomi aruodiniuose griidy sandéliuose,
palaikant pastovig 5 — 10 °C temperatiirg bei 60 — 70 proc. santykinj sandéliy oro drégnj bei vykdant

grauziky ir vabzdziy kontrole. Tiriamasis darbas atliktas remiantis tyrimo schema (2 pav.).

Kvietrugiy, kvie€iy, mieziy, avizy, rugiy atsitiktiniy reprezentatyviy meéginiy atranka i§ Pasvalio

rajono X ikio 2019 mety derliaus sandéliavimo pradzioje, viduryje, pabaigoje, n = 15

v v v

Bendro pelésiy skaiCiaus

Kiekvienu sandéliavimo Javy grudy kokybiniy
(ksv/g), giluminio ir iSorinio . . L e .

laikotarpiu labiausiali rodikliy: riebaly, drégmés,
gridy uZterStumo o . .
paplitusiy pelésiniy gryby baltymuy, Igstelienos, peleny,
mikromicetais (proc.),

atranka, pagal iSorinio ir krakmolo kiekiy (proc.)
AFB1, ZEA, DON, OTA, T- o . R
giluminio griidy uzterS§tumo nustatymas kiekvienu
2 toksino koncentracijy ) . ) )
(proc.) tyrimy rezultatus sandéliavimo laikotarpiu
(ng/kg) nustatymas
v
Gridy kokybiniy rodikliy ir uzter§tumo pelésiniais grybais kitimo analizé sandéliavimo metu
v

Dazniausiai pasitaikanciy pelésiniy gryby identifikavimas, jy riebaly riigsc¢iy ir iSskiriamy

lakiyjy organiniy junginiy analizé
v
Koreliacinio rysio tarp pelésiniy gryby, mikotoksiny ir gridy kokybiniy rodikliy nustatymas

2 pav. Tyrimo schema
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2.2 Bendrojo pelésiniy grybu skaiciaus gridy méginiuose nustatymo metodas

Bendrasis pelésiniy gryby skaicius (ksv/g) kvietrugiuose, kvieCiuose, mieziuose, avizZose,
rugiuose nustatytas remiantis Lietuvos Standartu ,,Maisto ir pasary mikrobiologija. Bendrasis mieliy
ir pelésiy skai¢iavimo metodas. 2 dalis. Kolonijy skai¢iavimo budas produktuose, kuriy vandens
aktyvumas yra 0,95 arba mazesnis (tapatus ISO 21527-2:2008)* (52). Sumalti grudy méginiai (10 g)
buvo skiedziami 90 ml steriliu distiliuvotu vandeniu, homogenizacija vykdoma Erlenmejerio
plac¢iakakléje kolboje 20 min. 200 rpm greiciu automatingje purtykléje ,,RS-OS-20* (Vokietija). Po
homogenizacijos vykdomi praskiedimai iki 1:10% ir 1 ml homogenato, steriliomis saglygomis, pilamas
j Petri IékStele, o véliau uzpilama 15 ml selektyvaus Sabiiro dekstrozés agaro su inhibitoriumi,
antibiotiku chloramfenikoliu (OXOID, CM0041, pH 5,6 + 0,2). Sukamaisiais judesiais Petri 1ékstelés
turinys iSmaiSomas, inkubacija vykdoma termostate 25 + 2 °C temperatiiroje. Po 7 dieny vertinamos

Petri 1¢kstelés ir pelésiniy gryby tipinés formuojamos kolonijos. Tyrimai pakartojami tris kartus.

2.3 Griidy giluminio ir iSorinio uZterStumo pelésiniais grybais skai¢iavimo
metodas

Nustatant iSorinj ir giluminj procentinj grudy uzterStuma pelésiniais grybais, pirmiausia
paruo$iama selektyvi Sabiiro terpé su chloramfenikoliu (OXOID, CM0041, ph 5,6 + 0,2). Steriliomis
saglygomis 15 ml selektyvios Sabiiro terpés iSpilstoma j kiekvieng Petri 1ékstelg, 5 min. terpé
stingdoma. Ant sustingusios terpés iSdéliojama atsitiktiniu budu atrinkty 10 kiekvienos rtsies gridy
(9 grudai — ratu, 1 — viduryje). Atliekant giluminio procentinio uzter§tumo tyrimus kvietrugiai,
kvieciai, mieZiai, avizos ir rugiai, prieSingai nei nustatant iSorinj uzterstuma, dezinfekuojami 70° etilo
spiritu. Po 3 min. dezinfekcijos, gridai yra praplaunami steriliu distiliuotu vandeniu.
ApskaiCiuojamas griidy procentinis uZterStumas pelésiniais grybais. Mikromicety gentys
identifikuojamos Sviesinés mikroskopijos biidu pagal morfologines ir kultlirines ypatybes, remiantis
Lugausko ir bendraautoriy (53) metodine priemone ,Patogeniski ir toksiS$ki mikroorganizmai
zmogaus aplinkoje® bei Samson ir kiti metodologija ,,Introduction to food-borne fungi*“ (54). Tyrimai

kartoti 3 kartus.

2.4 Mikotoksinuy koncentracijy nustatymas
DON, T-2 toksino, ZEA, AFB:;, OTA koncentracijos (ng/kg) nustatytos plonasluoksnés
chromatografijos (PLCh) budu, remiantis Romer LAB (JAV) metodologija. Visy pirma nustatinéjant
mikotoksiny koncentracijas reprezentatyviis méginiai iSdziovinami 50° C temperatiiroje bei sumalami
Romer Labs (JAV) maltnu, tyrimui naudojama 25 g méginio. Nustatant DON, T-2 toksino, ZEA,

AFB1, OTA koncentracijas, tiriamieji gridy méginiai ekstrahuojami 100 ml 84/16 acetonitrilo ir
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vandens mi$iniu maisant dideliu grei¢iu 3 min. (DON, T-2 toksino, ZEA, AFB; nustatymui) arba 30
min. purtant purtykle (OTA nustatymui). Po ekstrahavimo vykdoma filtracija per popierinj filtra.

Nustatant DON, T-2 toksino, ZEA, AFB: ir OTA koncentracijas, gryninimo etapas néra
identiSkas. Pirmiausia, siekiant jvertinti DON ir T-2 toksino koncentracijas, gryninimas pradedamas
per Multisep® 216 kolonéle perleidziant 5 ml 9 ml/1 ml acetonitrilo ir vandens miS$inj. Perkélus j
meégintuvel] 7 ml gridy méginio ekstrakto perleidziama per Mycosep® 227 Trich+ kolonéle.
ISvalytas ekstraktas (4 ml) perleidziamas per sudrékinta Multisep® 216 koloné¢le, kuri turi biti
praplaunama 2 kartus su 4,5 ml acetonitrilo ir vandens miSiniu. Nustatinéjant ZEA ir AFB;
koncentracijas, 4,5 ml grudy méginio ekstrakto mégintuvélyje 10 sekundziy maiSoma su 45 pl acto
ragsties. 4,5 ml ekstrakcijos produkto perleidziama per Mycosep® 226 kolonélg. Jvertinant OTA
koncentracija, gryninimo etapo metu 7 ml ekstrakto sumaiSoma su 70 pl acto riigsties, 0 ekstraktas
perleidziamas per MycoSep®229 Ochra kolonélg. Sekantis etapas — iSgarinimas Romer® Evap
sistema. DON ir T-2 toksino koncentracijy nustatymui iSgarinama 13 ml griidy méginio ekstrakto,
ZEA ir AFB1 -2 ml, 0 OTA —4 ml. Gauty nuosédy tirpinimui yra naudojami skirtingi misiniai. DON
ir T-2 toksino koncentracijy nustatyme naudojamas 400 ul acetono ir metanolio misinys 1 ml : 0,5
ml, ZEA ir AFB1— 300 pul 97 ml : 3 ml toluolo ir acetonitrilo misinys, OTA — 400 ul 99 ml : 1 ml
tolueno ir acto riig§ties misinys.

Nustatant DON, T-2 toksino, ZEA, AFB:, OTA koncentracijas, naudojamos silicio gelio
chromatografinés plokstelés, ant kuriy, pasitelkiant mikrosvirkstus, uznesama 10; 20; 40; 60; 80 pl
standarty ir 80 pl tiriamojo méginio (DON, T-2 toksino nustatymui) arba 90 ul (ZEA, AFB;
nustatymui). Nustatant OTA koncentracijg naudojama 100 pl tiriamojo méginio ir 10, 30, 50 ul ir 1
pl/ml OTA standarto. DON ir T-2 toksino koncentracijy identifikavimui chromatografiné plokstelé
jmerkiama j vonele su toluolo/acetono misiniu, santykiu 1:2, o véliau apipurskiama 15 proc. aliuminio
chloridu metanolyje, i§dziovinama bei pakaitinama 150°C temperatiiroje 5 min. Nustatant ZEA ir
AFB: — plokstelé jmerkiama j 18 ml: 2 ml chloroformo ir acetono misinj ir laukiama, kol skystis
pakyla iki 1 cm plokStelés virSaus. Silicio gelio plokstelé apipurSkiama 15 proc. aliuminio chloridu
metanolyje ir iSdziovinama. OTA koncentracijos nustatymui chromatografiné plokstelé jmerkiama j
vonele su 18:1:1 tolueno, metanolio ir acto ragsties misiniu. DON, T-2 toksino, ZEA, AFB1, OTA
koncentracijos jvertinamos UV spinduliy fone. DON ir ZEA aptikimo riba — 10 pg/kg, T-2 toksino —
5 pg/kg, AFBzir OTA — 1 pg/kg. Tyrimai kartojami 3 kartus.

Pastaba: mikotoksiny koncentracijos nustatytos zemiau aptikimo ribos prilyginamos nuliui.
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2.5 Gruduy kokybiniy rodikliy analizé
Kvietrugiy, kvie¢iy, mieZiy, avizy, rugiy kokybiniai rodikliai nustatyti artimosios srities
infraraudonyjy spinduliy spektrometru NIRS — 6500 (Vokietija). Analizuojama gridy cheminé
sudétis (proc.): riebalai, drégmé, baltymai, Igsteliena, pelenai ir krakmolas. Tyrimams naudojami
reprezentatyviis malti kvietrugiy, kvieCiy, mieziy, avizy ir rugiy méginiai. Tyrimai atlikti grudy

sandéliavimo pradzioje, viduryje ir pabaigoje, kartojant 3 kartus.

2.6 Pelésiniy grybu riebaly ragsciy ir iSskiriamy lakiyju organiniu junginiy
nustatymas

Visy pirma atlikus kvietrugiy, kvieéiy, mieziy, avizy, rugiy uzterStumo (giluminio ir iSorinio)
pelésiniais grybais tyrimus, buvo isskirti ir identifikuoti iki rii§iy dazniausiai pasitaikantys pelésiniai
grybai: Penicillium viridicatum, Aspergillus flavus, Fusarium sporotrichioides, Alternaria alternata,
Cladosporium herbarum, Penicillium expansum. Sie pelésiniai grybai pirmiausia pers¢jami diirio
metodu steriliomis salygomis i Petri 1¢ksteles, naudojant selektyvig Sabiiro su chloramfenikoliu terpeg.
Inkubuojama termostate 25 + 2 °C temperatiroje 7 dienas. Esant antriniam uZzterStumui, pelésiniy
gryby pers¢jimas kartojamas. ISgryninus kultiira, pelésiniai grybai perséjami ] specialias, sandarias
talpyklas (3 pav.), su jstrizu Saburo agaru, dirio metodu, inkubacija vykdoma termostate 25 + 2 °C
temperattiroje 7 dienas.

Lakiyjy organiniy junginiy analizé atlikta su GCMS-QP2010 Ultra dujy chromatografu su
masiy spektrometru (Shimadzu, Japonija). Tyrimas atliktas naudojant automatinj injektoriy
AOC5000 Shimadzu (Japonija) ir chromatografing kolonéle Rx 5 ms 30 metry ( 0,25 mm, 0,25 um).
Prie§ atliekant analiz¢ pelésiniy gryby meéginiai inkubuojami 70°C temperatiiroje, ekspozicija — 40
min. Po inkubacinio periodo, adata, kurios temperatiira 150 °C, tiriamasis pelésinio grybo méginys
injekuojamas ] chromatografy. Injekcija atliekama jleidimo j koloné¢le 1 ml metodu. Pradiné
chromatografinés kolonélés temperatira 50 °C, injektoriaus temperatiira 250 °C, jony srauto
temperatiira 200 °C, sasajos temperatiira 280 °C. Temperatiira tyrimo metu keliama palaipsnine
tendencija — 5°C per minute — nuo 40°C iki 250°C ir 20°C per minut¢ nuo 200°C iki 315°C
temperatiiros, palaikoma 5 min. Vieno méginio analizés laikas — 55 min. Tyrimo metu nustatinéjant
ir analizuojant lakiuosius pelésiniy gryby junginius papildomai remtasi Joblin ir bendraautoriy (55)
atlikto tyrimo metodika.

Riebaly rugstys taip pat, kaip ir lakieji pelésiniy gryby organiniai junginiai, nustatytos taikant
dujy chromatografijos — masiy spektrometrijos metodg. Tyrimai atlikti dujy chromatografu
PerkinElmer Clarus 680 ir masiy spektrometru PerkinElmer Clarus SQ8T. Pelésiniy gryby méginiai

analizei yra paruoSiami remiantis bendromis metodologijomis, skirtomis gyviininiy ir augaliniy
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riebaly ir aliejaus analizei pagal LST EN ISO 12966-2:2017 (56) standartg. Pirmiausia pelésiniy
gryby kulttiros paveikiamos 86,18 mol/l heksanu (n- Hexane p.a. ISO. CAS 110-54-3), vykdomas
riebaly ekstrahavimas, metilesteriy paruosimas, naudojant 2 mol/l bevandenj kalio $armg metanolyje
ir duomeny analizé remiantis chromatogramomis. Chromatografinés kolonélés temperatira 60°C (1
min.) keliant temperatiirg 12°C per minute iki 180°C, iSlaikant 30 min. Spektrometre tyrimo metu
naudojamas temperatirinis rezimas 5°C per minute iki 300°C, i§laikant 2 min. Pelésiniy gryby riebaly

rugscéiy identifikacijai naudojamas rinkinys — ,,Supelco 37 Component FAME Mix*.

3 pav. Pelésiniai grybai paruosti lakiyjy organiniy junginiy ir riebaly rugsciy analizei: Nr 1.
Penicillium viridicatum, Nr. 2 Aspergillus flavus, Nr. 3 Fusarium sporotrichioides, Nr. 4 Alternaria
alternata, Nr. 5 Cladosporium herbarum, Nr. 6 Penicillium expansum (nuotraukos baigiamojo darbo

autores)

2.7 Statistinis tyrimo duomenuy jvertinimas

Tyrimo duomenys apdoroti statistine programa IBM SPSS Statistics 26 bei ,,Microsoft Excel
2016 (duomeny vizualizacijai). Sudarytos dvi duomeny bazés: pirmoji — bendras pelésiy skaicius,
mikotoksiny koncentracijos, griidy kokybiniai rodikliai — taikyta neparametriné analizé, naudojant
Vilkoksono rangy kriterijy. Antroji duomeny bazé¢ - pelésiniy gryby proc. paplitimas
analizuojamuose griduose skirtingais sandéliavimo laikotarpiais — taikoma parametriné analizé:
priklausomy iméiy vidurkiy palyginimas T testu, vienfaktoriné dispersiné analiz¢ ANOVA.
Skaiciuojamos tiriamyjy rodikliy medianos, vidurkiai ir vidurkiy paklaidos. Rysiui tarp mikologiniy
rodikliy ir grudy kokybiniy rodikliy kitimo nustatyti taikytas Spirmeno ranginés koreliacijos
koeficientas. Rysio stiprumas jvertintas pagal koreliacijos koeficiento reik§meg (r): labai stiprus (0,9
— 1,0), stiprus (0,7 — 0,9), vidutinis (0,5 — 0,7), silpnas (0,3 — 0,5), labai silpnas (0,3 ir maziau).
Duomenys laikyti statistiSkai patikimi, kai stebimasis reikSmingumo lygmuo (p reik§mé): p<0,05*,

p<0,01**, p<0,001***. Grafikuose paklaidy juostos Zymi standarting vidurkio paklaida.
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3. TYRIMO REZULTATAI

3.1 Kvietrugiy, kvie¢iy, mieZiy, aviZy, rugiy uzterstumo pelésiniais grybais ir
mikotoksinais kitimas sandéliavimo metu

Atliekant mokslinio tyrimo duomeny apdorojima, sudarytos dvi duomeny bazés: analizé
atliekama su vidutiniais visy javy griidy mikologiniais rodikliais ir atskirai nagrin¢jant pagal gridy
rasis. ISanalizavus vidutinj bendra pelésiniy gryby skaiciaus kitimg kvietrugiuose, kvieciuose,
mieziuose, avizose, rugiuose pastebéta, kad sandéliavimo viduryje, lyginant su pradiniu gridy
uzterStumu pelésiniais grybais, mikromicety kiekis (logl0 ksv/g) padidéjo vidutiniskai 8,67 proc.
(p<0,01), o sandéliavimo pabaigoje, lyginant su tyrimo vidurio duomenimis, bendras javy griidy
uzterStumas pelésiniais grybais padidéjo vidutiniskai 5,76 proc. (p<0,01) (1 priedas). Remiantis 4
pav., kuriame pateiktas tyrime naudoty skirtingy javy gridy risiy uzterStumas pelésiniais grybais,
pastebima, jog sandéliavimo viduryje, lyginant su tyrimo pradzioje uZzfiksuotais duomenimis,
didziausi poky¢iai kvietrugiy ir kvieciy méginiuose — pelésiniy gryby skaicius atitinkamai padidéjo
15,07 proc. ir 18,72 proc., o maziausi poky¢iai pastebéti avizy méginiuose — padidéjo 1,96 proc.
(p>0,05). Lyginant sandéliavimo vidurio ir pabaigos bendro uzterStumo pelésiniais grybais poky¢ius
nustatyta, jog pelésiniy gryby skaicius kvietrugiuose vidutiniskai padidéjo 2,70 proc., kvieCiuose —
8,71 proc., mieziuose — 4,10 proc., avizose — 3,41 proc., rugiuose 10,77 proc. (p>0,05).
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4 pav. Bendras kvietrugiy, kvieciy, mieziy, avizy, rugiy uzterstumas pelésiniais grybais (10910 ksv/g)

sandéliavimo pradzZioje, viduryje, pabaigoje

Tiriamojo darbo metu nustatyti ne tik bendro pelésiniy gryby skaiciaus, bet ir mikotoksiny
kitimai. Remiantis 1 priede pateiktais apibendrintais visy tyrime naudoty grudy rasiy duomenimis,
didziausi mikotoksiny koncentracijy pokyciai pastebimi sandéliavimo viduryje, lyginant su

sandéliavimo pradzios duomenimis. Atliekant palyginamaja minéty sandéliavimo etapy analize,
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AFB; koncentracijos (ug/kg) vidutinis pokytis didZiausias — $io mikotoksino koncentracija padidéjo
6,87 kartus (p<0,05), ZEA — padidéjo 5,98 kartus (p<0,01), DON — padidéjo 5 kartus (p>0,05), o
maziausi poky¢iai OTA (p<0,05) ir T-2 toksino (p<0,01) kitime — padid¢jo atitinkamai 2,6 ir 2,06
karto. Taip pat pratesus sandéliavimg, pastebéta mikotoksiny koncentracijy didéjimo tendencija,
iSskyrus DON ir ZEA. Didziausi skirtumai, lyginant sandéliavimo vidurio ir pabaigos rezultatus,
pastebéti OTA ir AFB1 koncentracijy kitime: OTA koncentracija padidéjo vidutiniskai 3,65 karto
(p<0,01), 0 AFB1— 2,72 karto (p<0,01). T-2 toksino koncentracija sandéliavimo pabaigoje, lyginant
su viduriu, padidéjo 1,70 karto (p<0,01),0 ZEA koncentracija 1,13 karto mazesné, lyginant su tyrimo
viduryje uzfiksuota $io mikotoksino koncentracija (p>0,05) (1 priedas).

Analizuojant mikotoksiny koncentracijy pokycCius pagal grudy rasis ir remiantis 5 pav.,
kvietrugiuose nustatyta didziausia ZEA koncentracija sandéliavimo viduryje — 330 pg/kg (mediana
330 pg/kg), o sandéliavimo pabaigoje Sio mikotoksino koncentracija sumazéjo vidutiniskai 1,36 karto
(p>0,05). Analizuojant T-2 toksino kitimg sandéliavimo metu pastebéta, jog didZiausias S$io
mikotoksino pokytis — sandéliavimo pabaigoje, lyginant su sandéliavimo vidurio duomenimis —
padidéjo vidutiniskai 3,9 karto (p>0,05). AFB: koncentracija kito panasia tendencija, kaip ir T-2
toksino, sandéliavimo viduryje, lyginant su pradzioje uZzfiksuotais duomenimis, koncentracija

padidéjo 3 kartus, o sandéliavimo pabaigoje, lyginant su viduriu — vidutiniskai 1,56 karto (p>0,05).
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Mikotoksinai kvietrugiy méginiuose

® Sandéliavimo pradzia Sandéliavimo vidurys Sandéliavimo pabaiga

5 pav. Aflatoksino B;, zearalenono, deoksinivalenolio, T-2 toksino, ochratoksino A koncentracijos

(ua/kg) kvietrugiy méginiuose sandéliavimo pradzioje, viduryje, pabaigoje

DON ir OTA koncentracijos sandéliavimo pradzioje ir viduryje kvietrugiy (5 pav.) kaip ir kity
tyrime naudoty grudy — kvieciy (6 pav.) méginiuose buvo zemiau aptikimo ribos, ta¢iau sandéliavimo
pabaigoje DON koncentracija padidéjo iki 50 ug/kg (mediana 50 pg/kg) kvietrugiy méginyje, 0
kvieciy — 100 pg/kg (mediana 100 pg/kg) (p>0,05). OTA koncentracija kvie¢iy ir kvietrugiy
méginiuose sandéliavimo pabaigoje sieké 1 ug/kg (mediana 1 pg/kg). Kvie¢iy méginyje T-2 toksino
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koncentracija, kaip ir DON bei OTA, nustatyta tik sandéliavimo pabaigoje — 24 pg/kg (mediana 24
ng/kg) (6 pav.). AFB: koncentracija labiausiai padidéjo sandéliavimo pabaigoje, lyginant su

sandéliavimo pradzia — 6,06 karto, o lyginant su sandéliavimo viduriu — 2,99 karto (p>0,05).
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Aflatoksinas B1 Zearalenonas Deoksinivalenolis T-2 toksinas Ochratoksinas A

Mikotoksinai kviefiy méginiuose
m Sandéliavimo pradzia Sandéliavimo vidurys Sandéliavimo pabaiga

6 pav. Aflatoksino B;, zearalenono, deoksinivalenolio, T-2 toksino, ochratoksino A koncentracijos

(ualkg) kvieciy méginiuose sandéliavimo pradzioje, viduryje, pabaigoje

ZEA koncentracija (6 pav.) kvie¢iy méginiuose, kaip ir kvietrugiy (5 pav.) bei mieziy (7 pav.)
buvo didziausia, lyginant su kitomis tiriamosiose griidinése kultiirose paplitusiy pelésiniy gryby
antriniy metabolity koncentracijomis. Kvie¢iy méginyje ZEA sandéliavimo pabaigoje, lyginant su
sandéliavimo viduriu, padidéjo vidutiniskai 1,94 karto (p>0,05) (6 pav.). Remiantis 7 pav. pastebéta,
kad mieziy méginiuose ZEA koncentracija, prieSingai nei kvieCiy bei kvietrugiy méginiuose,
labiausiai padidéjo sandéliavimo viduryje, lyginant su sandéliavimo pradzios duomenimis —
vidutini$kai 5,3 karto (p>0,05), o sandéliavimo pabaigoje, lyginant su sandéliavimo vidurio tyrimo
rezultatais, pastebétas vidutiniskai 1,50 karto $io mikotoksino koncentracijos sumaz¢jimas (p>0,05).
DON mieziy méginiuose buvo zemiau aptikimo ribos, o OTA nustatytas tik sandéliavimo pabaigoje

— 2 pg/kg (mediana 2 pg/kg).
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Mikotoksinai mieZiy méginiuose
® Sandéliavimo pradzia Sandéliavimo vidurys Sandéliavimo pabaiga

7 pav. Aflatoksino B;, zearalenono, deoksinivalenolio, T-2 toksino, ochratoksino A koncentracijos
(ua/kg) mieziy méginiuose sandéliavimo pradzioje, viduryje, pabaigoje
25



Be to, pastebéta, jog AFB1 koncentracija mieziy méginiuose sand¢liavimo viduryje sumazéjo
vidutiniskai 1,30 karto, lyginant su sandéliavimo pradzios duomenimis (p>0,05), o tyrimo pabaigoje
AFB: koncentracija buvo Zemiau aptikimo ribos. Analizuojant T-2 toksino koncentracijos kitimus
mieziy méginiuose — vidutiniS8kai 1,36 karto T-2 toksino koncentracijos daugiau nustatyta
sandéliavimo viduryje nei pradzioje (p>0,05), o tyrimo pabaigoje uZfiksuotas nezymus, vidutiniskai
1,04 karto padidéjimas nuo 30 pug/kg (mediana 30 pg/kg) (7 pav.).

Taip pat tiriamojo darbo metu analizuoti ir avizy mikotoksiny koncentracijy kitimai. Remiantis
8 pav., avizy méginiai labiausiai uztersti buvo DON — didziausia koncentracija fiksuota sandéliavimo
viduryje — 500 pg/kg (mediana 500 ug/kg), taciau tyrimo pabaigoje pastebétas minéto mikotoksino
koncentracijos sumazéjimas vidutiniSskai 1,43 karto (p>0,05). T-2 toksino ir OTA koncentracijos
avizose sandéliavimo metu kito didéjancia tendencija — T-2 toksino koncentracija padidéjo
vidutiniskai 1,38 karto, 0 OTA — 2,08 karto (p>0,05) sandéliavimo pabaigoje, lyginant su tyrimo
viduryje uzfiksuotais duomenimis. Tyrimo metu nustatyta, kad AFB1 koncentracija avizy méginiuose
sandéliavimo pradzioje ir viduryje buvo Zemiau aptikimo ribos, o sandéliavimo pabaigoje, lyginant

su kitais sandéliavimo laikotarpiais, padidéjo vidutiniskai 2 kartus (p>0,05).
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Aflatoksinas B1 Zearalenonas Deoksinivalenolis T-2 toksinas Ochratoksinas A

Mikotoksinai aviZy méginiuose
® Sandéliavimo pradzia Sandéliavimo vidurys Sandéliavimo pabaiga

8 pav. Aflatoksino B;, zearalenono, deoksinivalenolio, T-2 toksino, ochratoksino A koncentracijos

(ug/kg) avizy méginiuose sandéliavimo pradzioje, viduryje, pabaigoje

ZEA koncentracija avizy méginiuose (8 pav.) buvo zemiau aptikimo ribos, prieSingai nei rugiy
méginiuose (9 pav.). Analizuojant 9 pav. pastebima, jog rugiy méginiuose sandéliavimo viduryje,
lyginant su pradzia, ZEA koncentracija padidé¢jo vidutiniskai 1,67 karto (p>0,05), o pratgsus
sandéliavimg pastebétas Sio mikotoksino koncentracijos sumazéjimas vidutiniSkai 1,22 karto
(p>0,05). DON koncentracija visais tyrimo metu stebétais sandéliavimo laikotarpiais rugiy
méginiuose buvo zemiau aptikimo ribos. Be to, analizuojant 9 pav. pateiktus duomenis, pastebima,

jog AFBy, T-2 toksino ir OTA koncentracijos sandéliavimo metu didéjo. AFB1 ir OTA koncentracijy
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didziausias pokytis yra lyginant sandéliavimo pabaigg ir vidurj — padidéjimas vidutini$kai 4,69 karto
(p>0,05) (AFB.) ir 2,14 karto (p>0,05) (OTA).
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Mikotoksinai rugiy méginiuose
® Sandéliavimo pradzia Sandéliavimo vidurys Sandéliavimo pabaiga

Mikotoksiny
koncentracijos (ng/kg)

[8)]
o O

9 pav. Aflatoksino Bs, zearalenono, deoksinivalenolio, T-2 toksino, ochratoksino A koncentracijos

(ug/kg) rugiy méginiuose sandéliavimo pradzioje, viduryje, pabaigoje

T-2 toksino didziausias koncentracijy pokytis nustatytas palyginus sandéliavimo vidurio ir pradzios
duomenis — Sio mikotoksino koncentracija padidéjo vidutiniskai 2 kartus (p>0,05). [sanalizavus OTA
koncentracijy poky¢ius, nustatyta, kad didziausias skirtumas yra lyginant sandéliavimo pabaigos ir

vidurio duomenis — koncentracija vidutiniSkai 2,14 karto didesné nei tyrimo viduryje (p>0,05).

3.2 Kvietrugiy, kvie¢iy, mieziy, rugiy kokybiniy rodikliy kitimas sandéliavimo
metu

Sandéliavimo metu buvo stebéta ne tik pelésiné tarsa, bet atlikta ir gridy kokybiniy rodikliy
analizé¢ — lyginant visy javy gridy kokybinius rodiklius ir atskirai nagrinéjant pagal gridy rusis.
Remiantis 2 priede pateiktais apibendrintais visy griidy rasiy kokybiniy rodikliy duomenimis,
pastebimos netolygios kitimo tendencijos. Palyginus visy tyrimo metu panaudoty skirtingy gridy
risiy sandéliavimo pradzioje ir pabaigoje nustatytus rodiklius, pastebétas mazéjantis baltymuy,
lastelienos, peleny (proc.) Kitimas. Lyginant sandéliavimo pradzios ir vidurio gridy kokybiniy
rodikliy kitimus, labiausiai sumazé&jo lgstelienos (vidutiniskai 42,41 proc., p>0,05) ir peleny
(vidutiniskai 40,22 proc., p<0,01) kiekiai. Baltymy kiekio santykinis neigiamas procentinis pokytis —
10,95 proc. (p<0,05). Riebaly, drégmés ir krakmolo kiekiai sandéliavimo viduryje, lyginant su
sandéliavimo pradzia, padidéjo atitinkamai 49,48 proc. (p<0,01), 22,11 proc. (p<0,01) ir 4,3 proc.
(p>0,05). Pratgsus sandéliavimo laikotarpj, lastelienos ir peleny procentinis mazéjimas isliko
didziausias — atitinkamai 18,62 proc. (p<0,01) ir 47,27 proc. (p<0,01). Riebaly kiekis gradinése
kultiirose sandéliavimo pabaigoje, lyginant su tyrimo vidurio rezultatais, sumazéjo vidutiniskai 20,91
proc. (p< 0,01), drégmés — 12,28 proc. (p<0,01), 0 baltymy ir krakmolo kiekiai padidéjo atitinkamai
2,84 proc. (p>0,05) ir 8,83 proc. (p<0,01) (2 priedas).

27



Analizuojant kiekvienos tyrime naudotos grudy rasies kokybinius rodiklius, pastebimos taip
pat skirtingos tendencijos. Remiantis 10 pav. pateiktais duomenimis pastebéta, jog tik pelenai
kvietrugiy méginiuose sandéliavimo laikotarpiu tendencingai mazéjo. Lyginant sandéliavimo
pradzios ir vidurio peleny kiekius, pokytis — vidutiniSkai 35,02 proc., o pratesus sandéliavima Sis
kvie¢iy kokybinis rodiklis sumazéjo vidutiniskai 51,30 proc. nuo 3,47 + 0,03 proc. (mediana 3,47
proc.) (p>0,05). Lyginant sandéliavimo pradzios ir vidurio kokybinius rodiklius pastebima, kad
riebalai, drégmé, baltymai ir lgsteliena (proc.) kvietrugiuose didéjo, didziausi pokyciai riebaly
(vidutiniSkai 48,48 proc.) ir lgstelienos (vidutiniskai 23,34 proc.), o maziausi baltymy (vidutiniskai
4,44 proc.) (p>0,05).
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Kvietrugiy kokybiniai rodikliai
® Sandéliavimo pradzia Sandéliavimo vidurys Sandéliavimo pabaiga

10 pav. Kvietrugiy riebaly, drégmés, baltymy, lgstelienos, peleny ir krakmolo (proc.) kiekiai

sandéliavimo pradzZioje, viduryje, pabaigoje

Tiriamojo darbo antrajame etape buvo nustatytas vidutiniskai 7,96 proc. mazesnis krakmolo kiekis
nei pradzioje (p>0,05). ISanalizavus sandéliavimo vidurio ir pabaigos kvietrugiy kokybiniy rodikliy
kitimus (10 pav.) pastebéta, jog tik krakmolo kiekis (proc.) analizuojamuose griidy méginiuose yra
vidutiniskai 24,01 proc. didesnis (p>0,05) lyginant su 50,39 + 0,04 proc. (mediana 50,37 proc.).
Riebalai, drégmé, baltymai ir Igsteliena tyrimo pabaigoje, lyginant su viduryje nustatytais kokybiniais
rodikliais, sumazéjo atitinkamai: 37,55 proc., 9,36 proc., 7,14 proc., 45,48 proc. (p>0,05).

Remiantis 11 pav. pastebima, jog kvieCiy méginiuose, kaip ir kvietrugiy, viso sandéliavimo
metu tendencingai mazéjo tik peleny kiekis — lyginant sandéliavimo pradzios ir pabaigos rodiklius,
sumazéjimas vidutiniSkai 74,66 proc. (p>0,05). Be to, sandéliavimo viduryje, lyginant su tyrimo
pradzioje nustatytais kvie¢iy kokybiniais rodikliais, pastebimas baltymy bei krakmolo (proc.)
sumazéjimas. KvieCiy baltymy nuo pradinés vertés (14,75 £ 0,05 proc., mediana 14,75 proc.)
stebimas vidutinis 3,66 proc. pokytis (p>0,05), o krakmolo nuo pradinés vertés (54,4 = 0,04 proc.,
mediana 54,38 proc.) vidutiniSkai — 2,94 proc. (p>0,05). PrieSingai nei baltymy ir krakmolo, riebaly,
drégmés, lastelienos kiekiai kvieciuose sandéliavimo viduryje nustatyti didesni nei pradzioje
atitinkamai: 35,06 proc., 20,82 proc., 12,83 proc. (p>0,05).
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Riebalai Drégmé Baltymai Lasteliena Pelenai Krakmolas
Kvieciy kokybiniai rodikliai
® Sandéliavimo pradzia Sandéliavimo vidurys Sandéliavimo pabaiga

11 pav. Kvieciy riebaly, drégmés, baltymy, lIgstelienos, peleny ir krakmolo (proc.) Kiekiai

sandéliavimo pradzZioje, viduryje, pabaigoje

Taip pat analizuojant 11 pav. pateiktus duomenis ir lyginant kvie¢iy kokybiniy rodikliy
pokycius antrame ir tre¢iame sandéliavimo etape, pastebéta, jog riebalai, drégmeé, lasteliena, pelenai
sumazéjo, 18 kuriy daugiausia pelenai (vidutiniSskai 48,24 proc., p>0,05)., lasteliena (pokytis
vidutiniskai 27,45 proc., p>0,05) ir riebalai (vidutiniskai 25,48 proc., p>0,05).

Tiriamajame darbe analizuotas ir mieziy kokybiniy rodikliy kitimas. Remiantis 12 pav.
duomenimis, paaiskéjo, jog mieziy méginiuose, lyginant sandéliavimo pradzig ir pabaiga, sumazéjo
ne tik lgsteliena ir pelenai, bet ir baltymy kiekis - nuo pradinio kiekio 12,38 + 0,02 proc. (mediana
12,39 proc.) baltymy sumazéjo 24,07 proc. (p=>0,05). Peleny ir 1gstelienos skirtumas didesnis: peleny
kiekio vidutinis pokytis analizuojamais tarpsniais — 64,67 proc. nuo 4,84 + 0,01 proc. (mediana 4,84

proc.), o lastelienos — 55,14 proc. nuo 6,22 + 0,01 proc. (mediana 6,22 proc.), p>0,05.
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Mieziy kokybiniai rodikliai

® Sandéliavimo pradzia Sandéliavimo vidurys Sandéliavimo pabaiga

12 pav. Mieziy riebaly, drégmeés, baltymy, lgstelienos, peleny ir krakmolo (proc.) kiekiai

sandéliavimo pradzioje, viduryje, pabaigoje

Be to, analizuojant 12 pav. pastebima, jog tyrime naudotuose mieziy méginiuose, lyginant
sandéliavimo vidurj ir pabaiga, riebalai bei drégmé kito mazéjancia procentine tendencija. Riebaly

kiekio pokytis — vidutini§kai 8,66 proc. nuo 2,31 + 0,02 proc. (mediana 2,32 proc.), o drégmés —
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vidutini$kai 12,83 proc. nuo 14,97 + 0,06 proc. (mediana 14,97 proc.), p>0,05, lyginant minétus
sandéliavimo etapus, taciau tarp pirmame ir antrame tyrimo etapuose nustatyty minéty kokybiniy
rodikliy kiekiy (proc.) pastebima didéjanti tendencija — daugiausia padidéjo riebaly kiekis —
vidutiniskai 84,80 proc. (p=>0,05). Baltymy kiekis sandéliavimo pabaigoje, lyginant su viduryje
nustatytu kiekiu, padidéjo vidutiniskai 18,69 proc. (p>0,05). Krakmolas mieziy méginiuose svyravo
panasiu intervalu sandéliavimo metu. Lyginant sandéliavimo pradzios ir vidurio, bei pradzios ir
pabaigos duomenis, krakmolo kiekis vidutiniskai 5 proc. didesnis (p>0,05), o tarp sandéliavimo
vidurio ir pabaigos pastebimas nezymus 0,13 proc. sumazéjimas (p>0,05) (12 pav.).

Avizy, kaip ir mieZiy, méginiuose (13 pav.) baltymai (proc.), lyginant sandéliavimo pradZzios ir
pabaigos duomenis, kKito maz¢jancia tendencija. Analizuojant 13 pav. pateiktus kokybinius rodiklius,
pastebima, jog sandéliavimo pradzioje avizy méginiuose baltymy buvo nustatyta 11,59 + 0,22 proc.
(mediana 11,66 proc.), taciau sandéliavimo pabaigoje identifikuotas 2,50 proc. $io kokybinio rodiklio
sumazéjimas (p>0,05), o didziausias baltymy vidutinis procentinis sumazéjimas — 16,39 proc.,
lyginant sandéliavimo pradzios ir vidurio duomenis (p>0,05). Be to, kaip ir kvietrugiy, kvieciy bei
mieziy méginiuose, taip ir avizose, didziausi pokyciai lyginant sandéliavimo pradzig ir pabaigg —
lastelienos ir peleny. Avizy méginiuose, lyginant tyrimo pradzios ir pabaigos rodiklius, lastelienos
sumazg¢jo vidutiniskai 65,46 proc. (nuo 16,04 + 0,01 proc. iki 5,54 + 0,02 proc., p>0,05), o peleny —
62,09 proc. (nuo 6,12 + 0,01 proc. iki 2,32 + 0,02 proc., p>0,05).
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Riebalai Drégmé Baltymai Lasteliena Pelenai Krakmolas
Avizy kokybiniai rodikliai
B Sandéliavimo pradzia Sandéliavimo vidurys Sandéliavimo pabaiga

13 pav. Avizy riebaly, drégmeés, baltymy, lgstelienos, peleny ir krakmolo (proc.) kiekiai sandéliavimo
pradzioje, viduryje, pabaigoje

Remiantis 13 pav. pateiktais duomenimis ir analizuojant sandéliavimo pradzios ir vidurio
pokycius, pastebima, jog avizy riebaly, drégmés ir krakmolo kiekiai sandéliavimo metu padidéjo.
Riebaly padaugéjo labiausiai, lyginant su kitais tyrimo metu nustatytais avizy kokybiniais rodikliais,
sandéliavimo viduryje riebaly vidutiniskai 54,14 proc. nustatyta daugiau, lyginant su pradiniu kiekiu
3,38 + 0,04 proc. (mediana 3,35 proc.) (p>0,05), o krakmolas nuo pradinio kiekio 32,93 + 0,14 proc.
(mediana 33,05 proc.) padidéjo vidutiniSkai 43,88 proc. (p>0,05), maziausiai padidéjo drégmés Kiekis
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— vidutiniSkai 24,36 proc. nuo pradinio kiekio — 11,78 + 0,04 proc. (mediana 11,79 proc.) (p>0,05).
Lyginant sandéliavimo vidurj ir pabaigg, krakmolo kiekis avizy méginiuose ir toliau nezymiai
padidéjo, vidutiniskai 0,42 proc. (p>0,05) nuo sandéliavimo viduryje nustatyto Kiekio 47,38 + 0,06
proc. (mediana 47,42 proc.). Be to, sandéliavimo pabaigoje uzfiksuotas vidutiniSkai 14,2 proc.
(p>0,05) riebaly ir 23,69 proc. drégmés (p>0,05) sumazéjimas, lyginant su sandéliavimo viduryje
nustatytais siais avizy kokybiniy rodikliy kiekiais.

Tirlamajame darbe analizuoti ir rugiy kokybiniy rodikliy poky¢iai sandéliavimo metu.
Remiantis 14 pav. pateiktais duomenimis, rugiy méginiuose, kaip ir kvietrugiuose, kvie¢iuose,
mieziuose, avizose, sandéliavimo metu nustatytas peleny ir lgstelienos sumazéjimas. Tyrimo
pabaigoje nustatytas didziausias peleny (proc.) sumazéjimas, vidutiniskai 72,05 proc. pokytis nuo
pradinio nustatyto rodiklio 5,51 + 0,01 proc. (mediana 5,51 proc.) (p>0,05). Be to, rugiy méginiuose
nustatytas nuoseklus ir baltymy kiekio (proc.) maZzéjimas sandéliavimo laikotarpiu. Lyginant
sandéliavimo pradzig ir vidurj, baltymy kiekis rugiuose sumazéjo vidutini$kai 1,72 proc. (p>0,05), o
analizuojant sandéliavimo vidurio ir pabaigos baltymy rodiklius, procentinis sumazéjimas
vidutiniskai 9,98 karto didesnis nei pirmame lyginamajame etape (p>0,05). Taip pat ir riebaly bei
lastelienos kiekiai, lyginant sandéliavimo pradZios ir pabaigos duomenis, rugiy méginiuose sumazejo.
Tyrimo pabaigoje riebaly nustatyta vidutiniS$kai 5,65 proc. maziau nuo kiekio, uZzfiksuoto
sandéliavimo pradzioje 1,77 + 0,02 proc. (mediana 1,78 proc.), taciau, apzvelgus tyrimo pradzioje ir
viduryje uzfiksuotg riebaly kiekj, nustatytas vidutini§kai 30,51 proc. (p>0,05) padidéjimas. Tokia pati
tendencija budinga ir lastelienos kitime. Sandéliavimo pradzioje nustatytas 2,92 + 0,01 proc.
(mediana 2,92 proc.) lastelienos kiekis pabaigoje sumazéjo vidutiniskai 27,4 proc., ta¢iau remiantis

tyrimo vidurio duomenimis, uzfiksuotas vidutiniskai 2,74 proc. lastelienos padidéjimas (p>0,05).

70
59,30
,3 60 55,0854,64 "
o 50
£ 40
£ 30
- 14,66
g 20 12.15 22013595 71 856 7,00 551
v 10 177231167 . - 292 3 212 - 3,171 54
0 — e | O e
Riebalai Drégmé Baltymai Lasteliena Pelenai Krakmolas
Rugiy kokybiniai rodikliai
H Sandéliavimo pradzia Sandéliavimo vidurys Sandéliavimo pabaiga

14 pav. Rugiy riebaly, drégmés, baltymy, lgstelienos, peleny ir krakmolo (proc.) Kiekiai sandéliavimo
pradzioje, viduryje, pabaigoje

ISanalizavus 14 pav. duomenis pastebéta, jog drégmé (proc.) ir krakmolas (proc.), lyginant
sandéliavimo pradzios ir pabaigos etapus, rugiuose padidéjo. Ryskiausias rugiy drégmés pokytis

pastebimas lyginant pradinj drégmés kiekj su uZzfiksuotu sandéliavimo viduryje — padidéjo
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vidutiniskai 20,66 proc. (p>0,05). Krakmolo kiekis (proc.), priesingai nei drégmés, labiausiai
padidé¢jo, lyginant sandéliavimo vidurio ir pabaigos rodiklius — nustatytas vidutiniskai 8,53 proc.
didesnis krakmolo kiekis (p>0,05).

3.3 Pelésiniy grybuy, ju riebaly rigsciy ir iSskiriamy lakiyjy organiniy junginiy
jvertinimas javy gridy sandéliavimo metu

Tiriamojo darbo metu buvo analizuota ne tik bendras griidy uzterStumas pelésiniais grybais, jy
i§skiriamy mikotoksiny koncentracijos, gridy kokybiniy rodikliy kitimas, bet ir kvietrugiy, kvie€iy,
mieziy, avizy ir rugiy giluminis bei iSorinis uzterStumas (proc.) pelésiniy gryby gentimis. Visy pirma
Sviesinés mikroskopijos biidu buvo identifikuotos giluminiame gridy uZterStume dominuojancios
pelésiniy gryby gentys: Rhizopus spp., Alternaria spp., Fusarium spp., Cladosporium spp. Kitos
Sviesinés mikroskopijos biidu neidentifikuotos pelésiniy gryby gentys vidutiniskai visuose javy
griiduose sandéliavimo pradZzioje sudar¢ 7,33 + 1,82 proc., viduryje — 11,33 + 2,36 proc., o pabaigoje
—10,67 + 2,48 proc. Taip pat tyrimo metu buvo analizuojamas ne tik giluminis (proc.), bet ir iSorinis
(proc.) griidy uzterStumas pelésiniais grybais. Kaip ir giluminiame, taip ir iSoriniame javy grudy
uzterStume dominavo Alternaria spp., Cladosporium spp., Fusarium spp. ir papildomai $viesinés
mikroskopijos btidu, pagal kultarinius, morfologinius ypatumus, identifikuotos Penicillium spp. ir
Aspergillus spp. Be minéty pelésiniy gryby genciy nustatyta ir kity neidentifikuoty mikromicety:
sandéliavimo pradzioje 12 + 2 proc., viduryje — 14,67 + 1,33 proc., pabaigoje — 9,33 + 1,53 proc.

3.3.1 Kvietrugiy, kvieciy, mieZiy, aviZy ir rugiy giluminis uZter§tumas pelésiniais grybais

Analizuojant sandéliavimo pradzioje javy griiduose dominuojancius giluminio griidy
uzterStumo pelésinius grybus (15 pav.), pastebéta, jog daugiausia vyravo Fusarium spp. 50,67 + 2,84
proc. ir Alternaria spp. 28 + 3,27 proc. Remiantis 3 priede pateiktais duomenimis trecia pagal
daznumg sandéliavimo pradzioje kvietrugiuose, mieziuose, avizose ir rugiuose paplitusi pelésiniy
gryby gentis — Cladosporium spp. (13,33 + 3,33 proc., mediana 10 proc.), o kvieCiy méginiuose —
Rhizopus spp. (3,33 £ 3,33 proc., mediana 0 proc.). Be to, analizés metu buvo ieSkoma statistiskai
reikSmingy skirtumy mikromicety genciy paplitime atskiry grudy rusiy atzvilgiu. Tyrimo pradzioje
Alternaria spp. vidutini$kai 33 + 4,22 proc. ir 26,67 + 4,22 proc. buvo labiau paplitusi avizose nei
atitinkamai rugiuose ir kvietrugiuose (p<0,001). Didziausi, statisti$kai reikSmingi skirtumai nustatyti
ir Fusarium spp. atzvilgiu, kvietrugiuose $i gentis vidutiniskai 26,67 + 4,71 proc. labiau buvo
paplitusi nei rugiuose (p<0,001). Cladospororium spp. didziausi skirtumai aptikti mieziy ir kvieéiy
atzvilgiu — mieziuose §ios genties buvo aptikta vidutiniskai 16,67 £ 3,65 proc. daugiau (p<0,01) (4
priedas).
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Rhizopus spp. Alternaria spp. Fusarium spp. Cladosporium spp.
Pelésiniu grybuy gentys
H Pelésiniy gryby paplitimas (proc.) gridy sandéliavimo pradZioje
Pelésiniu grybu paplitimas (proc.) gridu sandéliavimo viduryje
Pelésiniy grybuy paplitimas (proc.) griiddy sandéliavimo pabaigoje

54,67

Pelésiniuy grybuy paplitimas
javy griiduose (proc.)

15 pav. Giluminis javy grady (kvietrugiy, kvieciy, mieziy, avizy, rugiy) vidutinis uzterstumas (proc.)

pelésiniais grybais

Sandéliavimo viduryje vidutiniSkai visose tyrime nagriné¢jamose griidinése kultiirose Fusarium
genties paplitimas padidéjo vidutiniskai 1,45 karto. (p<0,001), o Alternaria genties — 1,76 karto
(p<0,001), lyginant su sandéliavimo pradzia. Sandéliavimo viduryje Fusarium spp. labiausiai buvo
paplitusi kvietrugiy méginiuose 83,33 + 3,33 proc. (mediana 80 proc.) ir avizose — 76,67 &+ 3,33 proc.
(mediana 80 proc.) (3 priedas). Alternaria spp. tyrimo viduryje dominavo avizose — 66,67 + 3,33
proc. (mediana 70 proc.) bei kvietrugiy ir mieziy méginiuose — 53,33 + 3,33 proc. (mediana 50 proc.)
(3 priedas). Avizose nustatyta vidutini$kai 40 + 4,71 proc. daugiau Alternaria spp. pelésiniy gryby
nei rugiy méginiuose (p<0,001) (4 priedas). Be to, isanalizavus 15 pav. pateiktus duomenis, pastebéta,
jog didziausias pokytis, lyginant sandéliavimo pradzig ir vidurj, yra Rhizopus genties paplitimo
atzvilgiu — Sios mikromicety genties paplitimas griidinése kultiirose padidéjo vidutiniskai 16,5 karto
(p<0,001).

Taip pat palyginus sandéliavimo pabaigos rezultatus (15 pav.), pastebéta, jog ir Siame etape
labiausiai paplitusios gentys yra Alternaria ir Fusarium (15 pav.). Lyginant su sandéliavimo viduriu,
pastebimas 1,34 karto Fusarium spp. paplitimo sumazéjimas (p<0,001), o Alternaria spp. —
vidutiniskai 1,31 karto padidéjimas (p<0,001). Analizuojamame laikotarpyje, ne tik Fusarium spp.,
bet ir Rhizopus spp. aptikimo daznis sumaz¢jo — vidutiniskai 1,14 karto (p>0,05), o Alternaria spp.
kaip ir Cladosporium spp. paplitimas iSaugo atitinkamai 1,31 ir 1,48 karto (p<0,001) (15 pav.).
Remiantis 3 priede pateiktais giluminio griudy uzterStumo (proc.) rezultatais, sandéliavimo pabaigoje
Rhizopus spp. pelésiniai grybai labiausiai buvo paplite rugiy méginiuose — 30 proc. (mediana 30
proc.), Alternaria spp. — kvietrugiuose ir mieziuose 76,67 = 3,33 proc. (mediana 80 proc.). Fusarium
pelésiniai grybai sandéliavimo pabaigoje labiausiai uzterse kvietrugius 73,33 + 3,33 proc. (mediana
70 proc.), o Cladosporium spp. — miezius 40 proc. (mediana 40 proc.). Reik§mingiausi skirtumai

pastebéti Alternaria spp. atzvilgiu — kvietrugiuose ir mieziuose vidutiniskai 36,67 + 4,22 proc. aptikta
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daugiau Sio mikromiceto nei rugiy méginiuose (p<0,001). PanaSus skirtumas aptiktas sandéliavimo
pabaigoje lyginant ir Fusarium spp. paplitimg — Kvietrugiuose minétos pelésiniy gryby genties —
vidutiniskai 36,67 + 4,71 proc. daugiau nei rugiuose (p< 0,001) (4 priedas).

3.3.2 Kvietrugiuy, kvieciy, mieziy, avizZy ir rugiy iSorinis uzterStumas pelésiniais grybais

Analizuojant iSorinj javy grudy uzterStumg pelésiniais grybais pastebéta, jog dominuoja tos
pacios mikromicety gentys, kaip ir giluminiame uzterStume — Alternaria ir Fusarium. Remiantis 5
priedu, Alternaria spp. sandéliavimo pradzioje labiausiai paplitusi kvietrugiy méginyje — 90 + 5,77
proc. (mediana 90 proc.), o Fusarium spp. mieziuose — 53,33 + 3,33 proc. (mediana 50 proc.).
Palyginus didziausius, statistiSkai reikSmingus, skirtumus tarp tyrimo objektu pasirinkty grudiniy
kultary (6 priedas), pastebéta, jog sandéliavimo pradzioje Kvietrugiy méginiuose Alternaria spp.
vidutiniskai 63,33 + 5,58 proc. dazniau buvo aptinkama nei avizose (p<0,001) bei 43,33 + 5,58 proc.
nei rugiuose (p< 0,001). Be to, 40 + 5,58 proc. daugiau Alternaria spp. bei 30 + 4,71 proc. daugiau
Fusarium spp. tyrimo metu buvo nustatyta mieziuose nei avizose (p<0,001) (6 priedas).

Taip pat, remiantis 16 pav. pateiktais duomenimis, padaryta iSvada, jog sandéliavimo pradzioje
grudinése kultiirose pagal aptikimo daznumag po Alternaria spp. ir Fusarium spp. buvo nustatyti
Penicillium genciai priklausantys mikromicetai (28 + 9,22 proc.) bei Cladosporium spp. (12,67 +
1,82 proc.). Cladosporium genties daugiausia buvo aptikta kvie¢iuose ir mieziuose po 16,67 + 3,33
proc., mediana 20 proc. (5 priedas), tai yra 13,3 £ 4,71 proc. daugiau nei rugiuose (p<0,05) (6 priedas).
Penicillium genciai priklausantys mikromicetai buvo nustatyti tik avizy (66,67 = 3,33 proc., mediana
70 proc.) ir rugiy (73,33 + 3,33 proc., mediana 70 proc.) méginiuose, 0 Aspergillus spp. sandéliavimo
pradZzioje tiriamuosiuose javy griiduose nebuvo aptiktas. Lyginant vidutinius sandéliavimo pradZzios
ir sandéliavimo vidurio i$orinio gridy uzterStumo pelésiniais grybais Kitimus, nustatyta, jog didziausi
poky¢iai — Cladosporium spp. atzvilgiu (16 pav.). Sios pelésiniy gryby genties griidy sandéliavimo
viduryje padidéjo vidutiniskai 4,47 karto (p<0,001). Alternaria spp., Fusarium spp., Penicillium spp.
ir Aspergillus spp., kaip ir Cladosporium spp., antrame tyrimo etape kito didéjancia tendencija, i$ jy
labiausiai padaugéjo Alternaria spp., vidutiniskai 1,19 karto (p< 0,01), o maziausiai Penicillium spp.
— vidutiniskai 1,14 karto (p>0,05). Kvietrugiuose 46,67 + 3,65 proc. pastebétas didesnis Alternaria
spp. paplitimas nei rugiy méginiuose (p<0,001) (6 priedas). Mieziuose vidutiniskai 30 + 5,16 proc.
daugiau nei aviZzose buvo aptikta Fusarium genties pelésiniy gryby (p<0,001) bei 16,67 &+ 7,30 proc.
daugiau Cladosporium spp. nei kvietrugiuose bei kvie¢iuose (p<0,05) (6 priedas). Sandéliavimo
viduryje, remiantis 5 priede pateiktais duomenimis, Aspergillus spp. buvo aptikta tik avizy méginyje
— 6,67 + 3,33 (mediana 10 proc.). Penicillium spp., priesingai nei Aspergillus spp., buvo aptinkami
jau kvie€iy ir mieziy méginiuose atitinkamai 10 proc. (mediana 10 proc.) ir 20 proc. (mediana 20
proc.) (6 priedas).
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Pelésiniu grybuy gentys
H Pelésiniy gryby paplitimas (proc.) griidy sandéliavimo pradzioje
Pelésiniu grybu paplitimas (proc.) gridu sandéliavimo viduryje
Pelésiniu grybu paplitimas (proc.) griidu sandéliavimo pabaigoje

Pelésiniuy grybu paplitimas javy
0s

16 pav. ISorinis javy gridy (kvietrugiy, kvieciy, mieziy, avizy, rugiy) vidutinis uzterstumas (proc.)

pelésiniais grybais

Taip pat tyrimo metu nustatyta, jog didziausias pokytis, palyginus sandéliavimo viduryje ir
pabaigoje uzfiksuotus duomenis, yra Aspergillus spp. paplitime. Minétos pelésiniy gryby genties
paplitimas padidéjo vidutiniskai 17,54 karto (p<0,001), lyginant su 1,33+ 0,91 proc. Aspergillus spp.
vidutiniu aptikimo dazniu sandéliavimo viduryje. Be to, sandéliavimo pabaigoje irgi pastebétas
nezymus Fusarium spp. padidéjimas — vidutiniskai 1,11 karto (p>0,05). Remiantis 16 pav.
duomenimis paaiskéjo, kad Alternaria spp., Cladosporium spp. ir Penicillium spp., prieSingai nei
Aspergillus spp. ir Fusarium spp., sandéliavimo pabaigoje, lyginant su antruoju stebétu laikotarpiu,
kito mazéjancia tendencija. Labiausiai sumazéjo Cladosporium spp. ir Penicillium spp. paplitimai
(proc.) — atitinkamai 1,73 (p<0,001) ir 1,55 (p>0,05) karto. Sandéliavimo pabaigoje avizose
dominavo Penicillium spp. (33,33 £ 3,33 proc., mediana 30 proc.) ir Cladosporium spp. (56,67 + 3,33
proc., mediana 60 proc.). Remiantis 6 priede pateiktais didziausiais ir statistiSkai reikSmingais
skirtumais, pastebéta, jog avizy méginiai vidutini$kai 43,33 + 5,58 proc. buvo labiau uZztersti
Cladosporium spp. nei rugiy (p<0,001). Ta¢iau avizy méginiuose vidutiniSskai 43,3 + 5,58 proc.
maziau nustatyta Fusarium genciai priklausanéiy mikromicety nei kvietrugiy méginiuose (p<0,001).
Sandéliavimo pabaigoje kvietrugiy méginiuose dominavo Fusarium spp. (73,33 + 3,33 proc.,
mediana 70 proc.) ir Alternaria spp. (76,67 + 3,33 proc., mediana 80 proc.). Kvietrugiy, kvieciy,
mieziy méginiuose vidutiniskai 40 & 5,96 proc. sandéliavimo pabaigoje nustatytas didesnis Alternaria
spp. uzterStumas nei avizy méginiuose (p<0,001) bei vidutinisSkai 50 £ 5,96 proc. nei rugiy
méginiuose (p<0,001). Tyrimy duomenys rodo, jog Aspergillus spp. sandéliavimo pabaigoje buvo
aptiktas kvieCiuose, rugiuose, mieziuose, Kvietrugiuose, taciau, daugiausia Aspergillus genties
mikroskopiniai grybai buvo paplite avizy méginyje, vidutiniskai 56,67 + 5,96 daugiau nei
kvietrugiuose (p<0,001) bei 50 + 5,96 proc. nei mieziuose (p<0,001).
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3.3.3 Pelésiniy grybu iSskiriamuy lakiyjy organiniy junginiy analizé

Atlikus skirtingy gridy riisiy giluminio ir iSorinio uzterStumo mikromicetais analize, iSskirti

dazniausiai pasitaikantys pelésiniai grybai lakiyjy organiniy junginiy ir riebaly rtgsc¢iy analizei.

Remiantis 2 lentele, pastebéta, jog Penicillium viridicatum ir Penicillium expansum bidinga santolina

trieno, 3-metilpentano, 3-etoksi-1,1,1,7,7,7-heksametil-3,5,5 tris(trimetilsililoksi) tetrasiloksano ir

dodekametil-cikloheksasiloksano sintezé. Skiriamasis P. expansum lakusis organinis junginys — 1-

pentametildisililoksipropenas.

2 lentele. Penicillium viridicatum, Aspergillus flavus, Fusarium sporotrichioides, Alternaria

alternata, Cladosporium herbarum, Penicillium expansum isskiriami lakieji organiniai junginiai

Pelésinio grybo riisis

Pelésinio grybo iSskiriamas lakusis organinis junginys

Penicillium viridicatum

Santolina trienas

3-metilpentanas

Dodekametil-cikloheksasiloksanas

3-etoksi-1,1,1,7,7,7-heksametil-3,5,5 tris(trimetilsililoksi)
tetrasiloksanas

Aspergillus flavus

Oksalo rugstis (Etano dirfigstis, trimetilsililesteris)

Kamfenas

2,2,5,5-tetrametilheksanas

2-propeno rugstis, 1,7,7-trimetilbiciklo (2.2.1) (Akrilo riigstis)

3-etoksi-1,1,1,7,7,7-heksametil-3,5,5 tris(trimetilsililoksi)
tetrasiloksanas

Fusarium sporotrichioides

Oksalo rugstis (Etano dirtigstis, trimetilsililesteris)

Kamfenas

2,2,4,6,6-pentametilheptanas

3-etoksi-1,1,1,7,7,7-heksametil-3,5,5 tris(trimetilsililoksi)
tetrasiloksanas

Alternaria alternata

2-propeno rtgstis, 1,7,7-trimetilbiciklo (2.2.1) (Akrilo rigstis)

Santolina trienas

3-etoksi-1,1,1,5,5,5-heksametilo-3-(trimetilsililoksi) trisiloksanas

Dodekametil-cikloheksasiloksanas

3-etoksi-1,1,1,7,7,7-heksametil-3,5,5 tris(trimetilsiloksi)
tetrasiloksanas

Cladosporium herbarum

2,5-dimetil-3-metileno-1,5-heptadienas

3-metilpentanas

Penicillium expansum

1-pentametildisililoksipropenas

Santolina trienas

3-metilpentanas

Dodekametil-cikloheksasiloksanas

3-etoksi-1,1,1,7,7,7- heksametil-3,5,5 tris(trimetilsililoksi)
tetrasiloksanas
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Cladosporium herbarum, kaip ir tyrime analizuoti Penicillium genties mikromicetai pasizymi
3-metilpentano sinteze, taciau nuo kity pelésininiy gryby skiriasi lakaus junginio 2,5-dimetil-3-
metileno-1,5-heptadieno isskyrimu. Be to, 3-etoksi-1,1,1,7,7,7- heksametil-3,5,5 tris(trimetilsililoksi)
tetrasiloksano sintezé budinga ne tik P. viridicatum, P. expansum, bet ir Aspergillus flavus, Fusarium
sporotrichioides, Alternaria alternata. A. flavus bei F. sporotrichioides sieja ir oksalo rtgsties bei
kamfeno sintezé. F. sporotrichioides i§ kity tyrime analizuoty mikromicety skiriasi 2,2,4,6,6-
pentametilheptano sinteze. Taip pat, vadovaujantis 2 lentel¢je pateiktais duomenimis, pastebima, jog
A. flavus isskiriamu lakiyjy organiniy junginiy profiliu panasus ne tik j F. sporotrichioides, bet ir j A.
alternata. Juos sieja iSskiriamas 3-etoksi-1,1,1,5,5,5-heksametilo-3-(trimetilsililoksi) trisiloksanas,
bet budinga ir 2-propeno rugsties 1,7,7-trimetilbiciklo sintezé. A. flavus i$ kity tyrime analizuoty
mikromicety issiskiria 2,2,5,5-tetrametilheksano sintezés atzvilgiu, 0 A. alternata — 3-etoksi-
1,1,1,5,5,5-heksametilo-3-(trimetilsililoksi) trisiloksano. A. alternata dviejy lakiyjy junginiy
iSskyrimu (santolina trieno ir dodekametil-cikloheksasiloksano) panasus j P. viridicatum ir P.

expansum.

3.3.4 Pelésiniy grybuy riebaly riig§éiy sudéties analizé

Tyrimo metu buvo analizuoti ne tik P. viridicatum, A. flavus, F. sporotrichioides, A. alternata,
C. herbarum ir P. expansum lakieji organiniai junginiai, bet ir riebaly rtgstys. Remiantis 7 priede
pateiktomis minéty pelésiniy gryby riebaly riig§ciy sudétimis, pastebéta, jog kaprio ragstis budinga
visiems minétiems mikromicetams. Si so¢ioji kaprio riebaly ragstis didZiausia dalj sudaro F.
sporotrichioides sudétyje (67,86 proc.). Kita pelésiniy gryby chromatogramose uzfiksuota yra
undecilo riebaly ragstis, kuri buvo identifikuota visuose tiriamojo darbo metu analizuotuose
pelésiniuose grybuose, iSskyrus C. herbarum. Undecilo riebaly riigstis dominavo A. alternata
sudétyje (36,37 proc.). Dar viena pelésiniuose grybuose nustatyta so¢ioji riebaly rtigstis — lauro, kuri
identifikuota iSanalizavus F. sporotrichioides, A. alternata, C. herbarum ir P. expansum
chromatogramas, didziausias santykinis Sios riebaly rtgsties kiekis nustatytas A. alternata (12,19
proc.). F. sporotrichioides, A. alternata ir C. herbarum riebaly riigs¢iy sudétyje buvo nustatyta ir
socioji tridekano riigstis — santykinai §i rugstis daugiausia sudaré C. herbarum (35,69 proc.). Taip pat
tyrimo metu pastebéta, kad visiems mikromicetams budingos keturios riebaly rugstys (7 priedas):
palmitino, stearino, oleino ir linolo. Sios riebaly rigstys, santykinai bendrame kiekyje, daugiausia
aptiktos P. expansum (12,35 proc. — palmitino, 8,97 proc. — stearino, 42,98 proc. — oleino, 42,98 proc.
— linolo) (7 priedas). Isanalizavus mikroskopiniy gryby riebaly rugs¢iy sudétis, pastebéti ir skirtumai
(7 priedas). F. sporotrichioides sudétyje yra mononesocioji cis-10-Heptadekaeno ragstis, kuri kitiems
analizuotiems mikromicetams nebtidinga. Nervono riebaly ragstis badinga tik A. flavus, margarino

ragstis — A. alternata, C. herbarum bei P. expansum. A. alternata nebadinga alfa linoleno rugstis,
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gama-linoleno ragstis, beheno ragstis, cis-8,11,14-cikozatrieno ragstis, cis-5,8,11,14,17-
eikozapentaeno riigstis, kurios budingos C. herbarum ir P. expansum. Galima pastebéti ir P.
viridicatum, C. herbarum ir P. expansum riebaly ragsciy kokybinés sudéties skirtumus. Pirmiausia
P. viridicatum nuo P. expansum ir C. herbarum skiria alfa ir gama linoleno riig§ties nebuvimas. Cis-
13,16-dokazadienoiné riigstis budinga P. viridicatum ir C. herbarum, ta¢iau P. expansum sudétyje $i

riebaly rtigstis nenustatyta (7 priedas).

3.4 Koreliacija tarp pelésinés tarsos ir javy gridy kokybiniy rodikliy

Spirmeno ranginés koreliacijos koeficientas buvo taikomas norint rasti galima koreliacinj rysj
tarp pelésinés tarSos ir gridy kokybiniy rodikliy sandéliavimo metu. Analizuojant reikSmiy
priklausomybes, nustatyti teigiami ir neigiami koreliaciniai rysiai.

Pirmiausia, remiantis 3 lentele ir aptariant sandéliavimo pradzios statistiSkai reikSmingus
neigiamus koreliacinius rySius nustatyta, jog T-2 toksino koncentracija tyrimo metu stipriai neigiamai
koreliavo su peleny kiekiu griidinése kultirose (r = -0,80) (p<0,01), 0 DON — su krakmolo kiekiu (r
= -0,70) (p<0,01). Sandéliavimo pradzioje nustatytos ir vidutinio stiprumo neigiamos statistiskai
patikimos koreliacijos, i$ kuriy pagal koeficientg (r), stipriausia — tarp OTA ir baltymy kiekio (r = -
0,69) (p<0,01) ir tarp bendro pelésiniy gryby skai¢iaus ir krakmolo kiekio (r = -0,67). ZEA
koncentracija vidutinio stiprumo neigiamu ryS$iu (r = -0,57) koreliavo su javy gridy peleny kiekiu
(p<0,05).

Be to, iSanalizavus 3 lentel¢je pateiktus duomenis, sandéliavimo viduryje, kaip ir pradzioje,
pastebétos vidutinio stiprumo neigiamos koreliacijos tarp bendro pelésiniy gryby skaiCiaus ir
krakmolo (r = -0,58) (p<0,05) bei tarp DON koncentracijos ir krakmolo kiekio (r = -0,69) (p<0,01).
Tiriamojo darbo antrajame etape identifikuota ir labai stipri neigiama koreliacija (r = -0,96) tarp T-2
toksino koncentracijos ir baltymy kiekio (p<0,01). Grupuojant sandéliavimo pabaigos duomenis ir
ieSkant statistiSkai reikSmingy koreliacijy tarp mikologiniy ir gridy kokybiniy rodikliy, aptikta stipri
(r = -0,86) neigiama koreliacija tarp OTA ir baltymy kiekio bei vidutinio stiprumo (r = - 0,67) tarp
DON ir drégmés kiekio (p<0,01) (3 lentelé).

Taip pat, remiantis 3 lentele, pastebéti ne tik neigiami, bet ir teigiami koreliaciniai rySiai.
Sandéliavimo pradzioje stipriausios, statistiSkai reikSmingos teigiamos koreliacijos nustatytos tarp
bendro pelésiniy gryby skaiCiaus ir lgstelienos kiekio (r = 0,87), tarp DON koncentracijos ir
Iastelienos (r=0,70) (p<0,01) bei tarp OTA ir krakmolo (r = 0,70) (p<0,01). Nustatytos ne tik stiprios,
bet ir vidutinio stiprumo teigiamos koreliacijos, i§ kuriy glaudziausios — tarp DON koncentracijos ir
riebaly (r = 0,69) bei peleny (r = 0,69) kiekio (p<0,01).
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3 lentele. Koreliacijos koeficientai tarp bendro griidy pelésinio uzterstumo, AFB1, ZEA, DON, T-2

toksino, OTA koncentracijy ir javy gridy kokybiniy rodikliy sandéliavimo pradzioje, viduryje ir

pabaigoje
Sandéliavimo Grudy Bendras AFB1 ZEA DON T-2 OTA
etapas kokybiniai | pelésiniy | (ng/kg) | (ug/kg) | (ug/kg) | toksinas | (ug/kg)
rodikliai gryby (ng/kg)
(proc.) skaiCius
(ksv/g)
Riebalai 0,30 -0,37 -0,28 0,69** -0,43 0,35
Drégmé 0,02 -0,21 0,46 -0,39 0,57* 0,56*
Sandéliavimo | Baltymai -0,27 0,39 -0,28 -0,31 -0,12 -0,69**
pradzia Lasteliena 0,87** -0,11 0,29 0,70** 0,22 0
Pelenai 0,01 -0,12 -0,57* 0,69** | -0,80** 0
Krakmolas | -0,67** -0,05 0,28 -0,70** 0,26 0,70**
Riebalai 0,69** -0,07 -0,25 0,70** 0,15 0,28
Drégmé -0,07 -0,33 0,35 0,15 0,89** 0,28
Sandéliavimo | Baltymai 0,21 0,25 -0,39 0 -0,96** -0,33
vidurys Lasteliena | 0,78** -0,04 -0,13 0,70** 0,15 0,11
Pelenai 0,57* 0,09 -0,34 0,69** 0,15 0,44
Krakmolas | -0,58* -0,12 0,64* -0,69** 0,55* -0,11
Riebalai 0,11 -0,43 -0,39 -0,02 -0,19 0,62*
Drégmé -0,25 0,59* 0,32 -0,67** 0,42 0,20
Sandéliavimo | Baltymai 0,12 -0,20 0,26 0,72** -0,30 -0,86**
pabaiga Lasteliena 0,31 -0,30 -0,50 -0,15 0,10 0,66**
Pelenai 0,72** -0,27 -0,42 0,11 0,34 0,24
Krakmolas 0,07 0,71** 0,30 -0,29 0,49 -0,30

Statistinio reikSmingumo lygmenys: *p<0,05; ** p<0,01

Sandeliavimo viduryje stipriausia teigiama koreliacija aptikta tarp T-2 toksino ir drégmes (r =
0,89) (p<0,01). Is vidutinio stiprumo teigiamy koreliacijy, pagal koeficienta (r = 0,69), tampriausias
rySys tarp bendro pelésiniy gryby skaiciaus ir riebaly kiekio bei tarp DON koncentracijos ir peleny
kiekio (p<0,01). Sandéliavimo pabaigoje stipriausios teigiamos koreliacijos (r = 0,72) buvo tarp
bendro pelésiniy gryby skaiciaus ir peleny kiekio bei tarp DON ir baltymy kiekio (p<0,01). Trecioji
pagal stiprumg koreliacija (r = 0,66) — tarp OTA ir lastelienos (p<0,01) (3 lentelé).
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Taip pat buvo analizuotos koreliacijos tarp giluminj griiddy uzterStuma sudaranciy mikromicety
(proc.) ir grudy kokybiniy rodikliy (4 lentel¢). Sandéliavimo pradzioje stipriausios neigiamos
koreliacijos nustatytos tarp Alternaria spp. paplitimo (r = -0,97) ir krakmolo kiekio bei Cladosporium
spp. (r =-0,70) ir peleny kickio gridinése zaliavose (p<0,01). Pirmajame tyrimo etape pastebétas ir
vidutinio stiprumo neigiamas rySys tarp Alternaria spp. ir drégmés kiekio (r = -0,63), (p<0,05) ir

vidutinio stiprumo teigiama koreliacija — tarp Alternaria spp. ir lastelienos kiekio (r = 0,59) (p<0,05).

4 lentelé. Koreliacijos koeficientai tarp giluminj griidy uzterstumq sudaranciy gryby (proc.) ir javy

gridy kokybiniy rodikliy sandéliavimo pradzioje, viduryje ir pabaigoje

Sandéliavimo Gridy Giluminis griidy uzterStumas pelésiniais grybais (proc.)
etapas kokybiniai Rhizopus Alternaria Fusarium Cladosporium
rodikliai spp. SPP- spp. spp.
(proc.)
Riebalai -0,18 0,02 -0,17 -0,23
Drégmeé -0,02 -0,63* 0,05 0,42
Sandéliavimo | Baltymai 0,32 0,26 0,26 -0,25
pradzia Lasteliena -0,46 0,59* 0,19 0,40
Pelenai 0,05 0,32 -0,42 -0,70**
Krakmolas 0,14 -0,97** -0,33 0,06
Riebalai -0,49 0,60* 0,69** 0,47
Drégme -0,27 0,14 -0,06 0,76**
Sandéliavimo Baltymai 0,49 0,07 0,02 -0,72**
vidurys Lasteliena -0,61* 0,73** 0,73** 0,62*
Pelenali -0,56* 0,53* 0,61* 0,48
Krakmolas 0,15 -0,54* -0,49 0,06
Riebalai -0,25 -0,01 -0,20 0,74**
Drégme 0,85** -0,22 -0,37 -0,19
Sandéliavimo Baltymai -0,49 0,26 0,57* -0,63*
pabaiga Lasteliena -0,26 0,11 -0,14 0,78**
Pelenai -0,56* 0,50 0,37 0,60*
Krakmolas 0,41 -0,03 0,12 -0,54*

Statistinio reik§mingumo lygmenys: *p<0,05; ** p<0,01

Remiantis 4 lentele, sandéliavimo viduryje stipriausias neigiamas koreliacinis rySys uzfiksuotas

tarp Cladosporium spp. ir baltymy kiekio (r = -0,72) (p<0,01), o i§ vidutinio stiprumo neigiamy
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koreliacijy glaudziausias rySys (r = -0,61) — tarp Rhizopus spp. ir lastelienos kiekio (p<0,05).
Sugrupavus tyrimo viduryje gautus duomenis, nustatytos ir teigiamos koreliacijos. Stipriausias,
statistiSkai reikSmingas, rySys nustatytas tarp Cladosporium spp. ir drégmés kiekio (r=0,76) (p<0,01).
Be to, sandéliavimo viduryje nustatyti tiesinés koreliacijos koeficientai, rodo, jog yra ir vidutinio
stiprumo kategorijos statistiSkai reikSmingy koreliacijy. I$ Sios grupés, tampriausia teigiama tiesine
priklausomybe susij¢ kintamieji — Fusarium spp. ir riebalai (r = 0,69) (p<0,01). Sandéliavimo
pabaigoje, kaip ir pradzioje bei viduryje, nustatytos teigiamos ir neigiamos priklausomybés.
Paskutiniame tiriamojo darbo etape identifikuotos 3 statistiSkai reik§Smingos vidutinio stiprumo
neigiamos koreliacijos, i$ kuriy stipriausios tarp Cladosporium spp. ir baltymy kiekio (r = -0,63)
(p<0,05). Vadovaujantis 4 lenteléje pateiktais duomenimis, stipriausias teigiamas koreliacinis rysys
treiajame etape nustatytas tarp Rhizopus spp. ir drégmés kiekio (r = 0,85) (p<0,01), 0 glaudZiausias
vidutinio stiprumo, statistiskai reik§mingas, teigiamas rySys nustatytas tarp Cladosporium spp.
paplitimo ir peleny kiekio (r = 0,60) (p<0,05).

Magistro baigiamojo darbo tyrime buvo analizuoti ne tik giluminj, bet ir iSorinj grudy
uzterStuma sudaranciy pelésiniy gryby paplitimo (proc.) teigiami bei neigiami koreliaciniai rysiai su
griidy kokybiniais rodikliais (5 lentel¢). Remiantis 5 lentele, sandéliavimo pradZioje pastebéti du
stipriai neigiami, statistiskai reik§mingi koreliaciniai rysiai: tarp Penicillium spp. ir baltymy kiekio (r
=-0,84), bei tarp Fusarium spp. ir peleny kiekio (r = -0,81) (p<0,01). Be to, pastebéta ir vidutinio
stiprumo kategorijos neigiamy koreliaciniy ry$iy tarp Alternaria spp. paplitimo ir riebaly, Igstelienos
ir peleny, su paskutiniuoju rodikliu nustatyta glaudziausia priklausomybé (r = -0,69) sandéliavimo
pradzioje (p<0,01). 5 lenteléje pateikti koreliacijos koeficientai rodo, jog nustatyta ir teigiamy
statistiSkai reikSmingy koreliacijy sandéliavimo pradZzioje. Stipriausia teigiama koreliacija tarp
Penicllium spp. ir riebaly kiekio (r = 0,77) (p<0,01) bei vidutinio stiprumo tarp Cladosporium spp.
paplitimo javy griiduose ir baltymy kiekio (r = 0,56).

Sandéliavimo viduryje, kaip ir pradzioje, nustatytos vidutinio stiprumo ir stiprios teigiamos
statistiSkai reik§Smingos koreliacijos (5 lentel¢). Tarp Fusarium spp. ir krakmolo kiekio (r = 0,73)
(p<0,01) bei tarp Cladosporium spp. ir drégmés kiekio (r = 0,64) (p<0,05). Sandéliavimo viduryje
stipriy neigiamy koreliacijy, prieSingai nei teigiamy tiesiniy priklausomybiy, neaptikta. Remiantis 5
lentel¢je pateiktais duomenimis, nustatytos dvi statistiSkai reikSmingos neigiamos vidutinio stiprumo
koreliacijos, 18§ kuriy stipresné tarp Fusarium spp. ir baltymy kiekio (r = -0,65) (p<0,01).

Atlikty tyrimy duomenys rodo, kad sandéliavimo pabaigoje irgi nustatyta teigiamy ir neigiamy
statistiSkai reik§Smingy koreliaciniy ry$iy. Stipriausi neigiami koreliaciniai rysiai identifikuoti tarp
Cladosporium spp. ir drégmés bei krakmolo kiekio (r = -0,73) (p<0,01). ISanalizavus vidutinio
stiprumo neigiamy koreliacijy koeficientus, pateiktus 5 lentel¢je, pastebéta, jog tampriausias rySys —

tarp Aspergillus spp. ir krakmolo kiekio (r = -0,63) (p<0,05).
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5 lentelé. Koreliacijos koeficientai tarp iSorinj griidy uzZterstumq sudaranciy gryby (proc.) ir javy

gridy kokybiniy rodikliy sandéliavimo pradzioje, viduryje ir pabaigoje

Sandéliavimo Gridy ISorinis grudy uzterStumas pelésiniais grybais (proc.)
etapas kokybiniai | Alternaria | Cladosporium | Fusarium | Penicillium | Aspergillus
rodikliai spp. spp. spp. spp. spp.
Riebalai -0,65** -0,42 -0,50 0,77** 0
Drégme 0,27 -0,48 0,43 0,21 0
Sandéliavimo | Baltymai 0,50 0,56* 0,07 -0,84** 0
pradzia Lasteliena -0,59* -0,09 0,08 0,50 0
Pelenai -0,69** -0,05 -0,81** 0,49 0
Krakmolas 0,32 -0,53* 0,21 0,14 0
Riebalai -0,09 0,24 -0,24 0,36 0,50
Drégmeé -0,49 0,64* 0,48 0,51 0,23
Sandéliavimo | Baltymai 0,50 -0,50 -0,65** -0,48 0
vidurys Lasteliena -0,01 0,35 -0,11 0,31 0,50
Pelenai -0,21 0,15 -0,25 0,40 0,50
Krakmolas -0,12 0,07 0,73** -0,10 -0,55*
Riebalai -0,39 0,69** -0,60* 0,18 0,61*
Drégme -0,15 -0,73** 0,26 -0,58* -0,48
Sandéliavimo | Baltymai 0,54* 0,19 0,42 0,48 -0,03
pabaiga Lasteliena -0,43 0,63* -0,45 0,07 0,51
Pelenali -0,15 0,72** -0,08 0,06 0,44
Krakmolas 0,19 -0,73** 0,51* -0,37 -0,63*

Statistinio reik§mingumo lygmenys: *p<0,05; ** p<0,01

Be to, sandéliavimo pabaigoje buvo nustatytas viena stiprus teigiamas tiesinis koreliacinis rysis
tarp Cladosporium spp. paplitimo (proc.) ir peleny kiekio (r = 0,72) (p<0,01). Likusios Siame etape
nustatytos statistiskai reik§mingos koreliacijos — vidutinio stiprumo. Remiantis 5 lentele, i§ minéty
koreliacijy, stipriausios yra tarp riebaly kiekio ir Cladosporium spp. paplitimo (r = 0,69) (p<0,01) bei
tarp lastelienos ir Cladosporium spp. (r = 0,63) paplitimo (proc.) griidinése zaliavose (p<0,05).
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4. REZULTATU APTARIMAS

Pelésiné javy grudy tarSa yra sunkiai kontroliuojama, pirminis uZter§tumas atsSiranda javy
augimo lauke fazése. Minimaliai pazeistos grady laikymo, dziovinimo sglygos, prasta sandéliy
sanitariné priezitira — potenciallis pelésiniy gryby plitimo veiksniai (53,54,57). Misy atlikto tyrimo
metu nustatyta, jog sandéliuojant javy griidus pastovioje 5-7 °C temperatiiroje, uztikrinant kenkéjy
kontrole, ventiliacija, grudy uzterStumas pelésiniais grybais nuo sandéliavimo pradzios iki pabaigos
padidéjo vidutiniskai 14,94 proc. (p<0,01). Didéjancia bendro pelésiniy gryby skai¢iaus tendencija
kvie¢iy sandéliavimo metu nustaté Alhowikan ir kiti (58), $iy mokslininky gauti rezultatai rodo, kad
per 90 dieny bendras pelésiniy gryby skaicius padidéjo 59,82 proc. Pagal santyking proporcijg galima
daryti prielaida, kad miisy analizuoty kvie€iy uzterStumas mikromicetais (335 dienos — pokytis 29,05
proc.) 7,67 karto blity mazesnis. Manome, kad skirtumo pagrindiné priezastis — 18 - 20 °C aukstesné
grudy sandéliavimo temperatiira, skirtingos auginimo, laikymo salygos (58). Kitos grudy rusys $iy
mokslininky nebuvo analizuotos, taciau stebétas kenksmingiausio kancerogeno, inicijuojanéio
lasteliy DNR pazaidas — AFB: (59) aptikimas kvieciuose sandéliavimo metu. AFB: kvieCiuose
nustatytas praéjus 23 proc. viso Alhowikan ir bendraautoriy (58) atlikto tyrimo laiko, o miisy tyrime
§i0 mikotoksino koncentracija auks$¢iau aptikimo ribos buvo rugséjo mén. — pirmajame tyrimo etape.

Be to, miisy tyrimo metu buvo stebimi gridy cheminés sudéties poky¢iai bei ieSkoma galimy
koreliaciniy grady kokybés kitimo rySiy su pelésinés tarSos rodikliais. Misy tyrime javy griiduose
daugiausia sumazéjo peleny (68,48 proc.) ir lgstelienos (53,14 proc.) kiekiai. MaZéjancia tendencija
Kito ir baltymai, o riebaly, drégmés ir krakmolo kiekiai didéjo. Pelésinés tarSos jtaka griidy
kokybiniams rodikliams néra placiai iSanalizuota, tac¢iau Schmidt ir bendraautoriai (2) atliko tyrima,
kurio tikslas buvo laboratorinémis salygomis iSsiaiSkinti F. culmorum jtaka kvieciy kokybei.
Kvie¢ius paveikus F. culmorum kultiira, per 6 savaiciy ekspozicija, krakmolo kiekis kvie¢iuose
sumaz¢éjo 10 - 20 proc. (2). Misy atliktame tyrime gauti priesingi rezultatai, bendrai visuose javy
griduose pastebimas vidutiniskai 13,51 proc. (p<0,01) krakmolo padidéjimas, o atskirai kviec¢iuose
— 8,25 proc. (p=>0,05). leskant koreliacijy tarp Fusarium genties mikromicety aptiktos dvi statistiskai
reikSmingos teigiamos koreliacijos (sandéliavimo viduryje, r = 0,73; sandéliavimo pabaigoje r =
0,51), kurios irgi patvirtina musy tyrime nustatytg prielaida, jog plintant griduose Fusarium spp.
krakmolo kiekis didéja. Taip pat nustatéme ir neigiamy statistiSkai reikSmingy koreliacijy: didéjant
bendram pelésiniy gryby skai¢iui, DON koncentracijai, Alternaria spp. paplitimui sandéliavimo
pradzioje ir viduryje, Cladosporium spp. — sandéliavimo pradzioje, pabaigoje ir Aspergillus spp. —
sandéliavimo viduryje ir pabaigoje krakmolo kiekis mazéja. Remiantis miisy tyrimo rezultatais,
didZiausias krakmolo neigiamas pokytis nustatytas kvietrugiy méginiuose, lyginant sandéliavimo

pradzios ir vidurio duomenis — 7,96 proc. (p>0,05). Schmidt ir kt. (2) pateiké iSvada, kad dél pelésiy
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skaidomo krakmolo ir skaiduliniy medziagy yra aptinkama laisva maltotrioz¢, maltozé ir gliukozé.
Manome, kad skirtumus miisy tyrime galéjo lemti nevienodos ekspozicijos ir tai, jog didziausias
Fusarium genties paplitimas kvieCiuose buvo 66,67 + 3,33 proc., 0 Sandéliavimo pabaigoje
vidutiniskai 20,01 proc. sumazéjo (p>0,05), minéto mokslinio tyrimo metu, pagal ergosterolio kiekj,
F. culmorum paplitimas — 100 proc. (2). Schmidt ir kiti (2) analizavo ir F. culmorum jtaka kvieciy
baltymams bei nustaté, jog albuminy (11,19 proc.), prolaminy (11,85 proc.), gliuteliny (9,09 proc.)
kiekis padidéja, o globuliny sumazéja (6,17 proc.). Martinez ir kiti (47) pateiké iSvadas, jog Fusarium
genties pelésiy poveikyje kvieCiy glitimo baltymy kiekis mazéja. Misy atlikto tyrimo pabaigoje
uzfiksuota vidutiniskai 8,42 proc. maziau (p<0,01) baltymy nei pradzioje, o sandéliavimo viduryje
identifikuota baltymy mazéjimg pelésiniy gryby poveikyje jrodanti vidutinio stiprumo, statistiskai
patikima, neigiama koreliacija tarp Fusarium spp. ir baltymy kiekio. Be to, lyginant sandéliavimo
vidurio ir pabaigos duomenis nustatytas vidutini§kai 2,84 proc. baltymy padidéjimas (p>0,05),
didZiausias minétas skirtumas — mieziy méginiuose (18,69 proc., p>0,05). Teigiamos, tiesinés
koreliacijos ry$iu sandéliavimo pradzioje susij¢ Cladosporium spp., pabaigoje DON, Fusarium spp.,
Alternaria spp. ir baltymy kiekis. Literatiiroje yra aprasytas ir pelésiniy gryby poveikis riebaly
rugstims. Ortega ir Kiti (51) nustaté, jog F. graminearum didesn¢ neigiamg jtakg daro nesociosioms
riebaly rigstims (oleino, linolo, linoleno) vidutinis sumazéjimas 77,74 proc., o so¢iosioms (palmitino
ir stearino) vidutiniskai 69,26 proc. Poveikis gliceroliui nebuvo analizuotas. Lyginant misy atlikto
tyrimo pradzios ir pabaigos duomenis, riebaly kiekis vidutiniskai 18,23 proc. padidéjo (p>0,05),
taciau iSanalizavus sandéliavimo vidurio ir pabaigos rezultatus pastebimas vidutinis 20,91 proc.
sumazéjimas (p<0,01). Rasti neigiami koreliaciniai rySiai su riebaly kiekiu ir sandéliavimo pradZios
Alternaria spp. bei sandéliavimo pabaigos Fusarium spp. paplitimu. Didziausias neigiamas pokytis
(37,55 proc., p>0,05) buvo kvietrugiuose, lyginant sandéliavimo vidurio ir pabaigos duomenis.
Kadangi pelésiniai grybai neigiamai veikia griidy kokybe ir saugg, svarbu ieskoti prevenciniy
priemoniy. Viena i$ jy — biomarkeriai, kurie signalizuoja pelésinio grybo augima net pradinése fazése
(8). Remiantis Bennett ir bendraautoriy (2015) (6) atlikta moksline apzvalga, 1-octen-3-olis, 3-
oktanolis, 3-oktanas yra dazniausi lakieji pelésiniy gryby junginiai. Miisy atliktame tyrime Sios
cheminés medziagos nebuvo aptiktos, taciau, remiantis ty paciy mokslininky (6) jzvalgomis, ne visi
lakieji junginiai yra mikromicety biosintezés produktai. Tai gali buti atsitiktinés medziagos,
redukcijos, oksidacijos procesy padariniai, pavyzdziui, uzfiksuotos karboksirtigstys gali buti aldehidy
oksidacijos produktai (6). Misy atliktame tyrime dazniausiai aptikti pelésiniy gryby lakieji junginiai:
santolina  trienas,  dodekametil-cikloheksasiloksanas,  3-etoksi-1,1,1,7,7,7-heksametil-3,5,5-
tris(trimetilsililoksi) tetrasiloksanas ir 3-metilpentanas. Manome, kad Siuos skirtumus galéjo lemti ir
pelésiniy gryby izoliavimas in vitro, o ne lakiyjy junginiy stebésena sandéliavimo patalpose pazangia

technologija — elektroniniais jutikliais (angl. e - nose) (7) .
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ISVADOS

1. Jvertinus javy gridy uzterStuma pelésiniais grybais sandéliavimo metu nustatyta:
1.1 Bendras pelésiniy gryby skai¢ius padidéjo vidutiniskai 14,94 proc. (p<0,01). Kvieéiy ir
kvietrugiy méginiuose uzterStumas padidéjo labiausiai atitinkamai — 29,05 proc. ir 18,18 proc.
(p>0,05), maziausi poky¢iai avizy méginiuose — vidutiniskai 5,43 proc. (p>0,05);
1.2 Lyginant mikotoksiny koncentracijas, daugiausiai padidéjo AFB: koncentracija —
vidutiniskai 18,67 karto (p<0,01) ir OTA — 9,5 karto (p<0,01), o maZiausiai T-2 toksino — 3,5
karto (p<0,01). AFB1, ZEA, DON koncentracijos labiausiai padidéjo kvieCiuose, T-2 —
avizose, o0 OTA — rugiuose (p>0,05).

2. Atlikus javy grudy kokybiniy rodikliy analiz¢ nustatyta:
2.1 Peleny, lastelienos ir baltymy Kiekiai javy griiduose atitinkamai sumazéjo: 68,48 proc.,
53,14 proc. ir 8,42 proc. (p<0,01). Riebaly, drégmés ir krakmolo kiekiai griduose atitinkamai
padidéjo: 18,23 proc. (p=>0,05), drégmés — 7,12 proc. ir 13,51 proc. (p<0,01);
2.2 Kvietrugiuose, avizose labiausiai padidéjo krakmolo kiekis, kvieCiuose, mieziuose,
rugiuose — drégmés (p>0,05). Kvietrugiy, kvieiy, mieziy, rugiy méginiuose labiausiai

sumazéjo peleny, 0 avizose — lastelienos (p>0,05) kiekiai.

3. Ivertinus dazniausiai gruduose paplitusius pelésinius grybus nustatyta:

3.1 Sociosios riebaly rigstys vyravo Alternaria alternata (92,44 proc.), Fusarium
sporotrichioides (89,37 proc.) ir Cladosporium herbarum (74,73 proc.). Mononeso¢iosios
dominavo Aspergillus flavus (50,75 proc.) ir Penicillium expansum (42,98 proc.).
Polinesociosios riebaly rigstys daugiausia sudaré Penicillium viridicatum (65,03 proc.).

3.2 Dazniausi nustatyti pelésiniy gryby lakieji junginiai: santolina trienas, kamfenas,
dodekametil-cikloheksasiloksanas,  alkany  junginiai ~ (3-metilpentanas,  2,2,5,5-
tetrametilheksanas, 2,2,4,6,6-pentametilheptanas), akrilo ir oksalo ragstys, 3-etoksi-
1,1,1,7,7,7-heksametil-3,5,5- tris(trimetilsililoksi) tetrasiloksanas.

4. Ivertinus koreliacinj rysj tarp mikologiniy ir griidy kokybiniy rodikliy nustatyta:

4.1 Stipriausios teigiamos statistiSkai reik§mingos koreliacijos sandéliavimo metu: tarp
bendro pelésiniy gryby skaiciaus ir lgstelienos (sandéliavimo pradzioje), tarp T-2 toksino ir
drégmés (sandéliavimo viduryje), tarp Rhizopus spp. (proc.) ir drégmés (sandéliavimo
pabaigoje).
4.2 Stipriausios neigiamos statistiskai reikSmingos koreliacijos: tarp Alternaria spp. (proc.) ir
krakmolo (sandéliavimo pradzioje), tarp T-2 toksino ir baltymy (sandéliavimo viduryje) ir
tarp OTA ir baltymy (sandéliavimo pabaigoje).
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REKOMENDACIJOS

1. Plétojant moksling veiklg bei siekiant iSsamiau iSsiaiskinti pelésiniy gryby poveikj griady
kokybiniams rodikliais, rekomenduojame analizei pasitelkti elektroning mikroskopija, nagrinéjant
gridy struktiirinius, o ne procentinés sudéties pokycius, endospermo pazeidimus, remiantis Shmidt ir

bendraautoriy atlikto tyrimo (2) patirtimi;

2. Siekiant suvaldyti pelésing tarSa grudy sandéliuose, rekomenduojama | prevencing strategija

itraukti lakiyjy junginiy sandéliavimo patalpose nustatyma elektroniniy jutikliy pagalba;

3. Remiantis misy atliktu tyrimu, dazniausi uzfiksuoti pelésiniy gryby lakieji organiniai junginiai:
santolina trienas, kamfenas, dodekametil-cikloheksasiloksanas, alkany junginiai (3-metilpentanas,
2,2,5,5-tetrametilheksanas, 2,2,4,6,6-pentametilheptanas), rtigsc¢iy dariniai (akrilo ir oksalo riigstys)
3-etoksi-1,1,1,7,7,7-heksametil-3,5,5-tris(trimetilsililoksi) tetrasiloksanas. Sios lakios cheminés

medziagos gali signalizuoti pirming pelésing gridy bei sandéliavimo patalpy tarsa;

4. Pelésiniy gryby taksonomijoje, kaip papildomg identifikavimo metoda, rekomenduojama atlikti
riebaly rigsciy tyrimus. Remiantis misy tyrimo iSvadomis, sociosios riebaly riigStys budingos
Alternaria spp., Fusarium spp., Cladosporium spp. mikroskopiniams grybams, nesociosios —

Aspergillus spp. ir Penicillium spp.
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Nuosirdziai dékoju magistro baigiamojo darbo vadovei doc. dr. Violetai Baliukonienei uz
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Reiskiu padeka ir Veterinarijos fakulteto Maisto saugos ir kokybés katedros profesorei dr.
Gintarei Zaborskienei ir doktorantei Gintarei VaiCiulienei uz pagalbg nustatant pelésiniy gryby
riebaly riigstis ir vertingus mokslinius patarimus atliekant analize.

Esu labai dékinga lituanistei Genovaitei Kriaucifinienei uz magistro baigiamojo darbo
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PRIEDAI

1 priedas. Sandéliavimo pradzioje, viduryje, pabaigoje nustatytas vidutinis bendras pelésiniy gryby
skaicius (10910 ksv/g), aflatoksino By, zearalenono, deoksinivalenolio, T-2 toksino ir ochratoksino A

koncentracijos (ug/kg) kvietrugiuose, kvieciuose, mieziuose, avizose, rugiuose bendrai

Rodiklis Sandéliavimo pradzia Sandéliavimo Sandéliavimo
vidurys pabaiga
Bendras pelésiy 4,15+ 0,09 4,51 +0,07 4,77 £0,03
skaicius (log10) ksv/g
AFB1 (ug/kg) 0,15+0,11 1,03 £ 0,31 2,8+£0,52
ZEA (ng/kg) 40 £ 13,09 239,33 £ 48,15 212,67 +£47,76
DON (ng/kg) 20 + 10,69 100 + 53,45 100 +43,10
T-2 toksinas (ng/kg) 8,73 +2,37 18 +£3,12 30,56 = 1,33
OTA (ng/kg) 0,20+£0,11 0,52+0,17 1,9+£0,21

Lentel¢je nurodytos vidutinés reik§més ir standartinés vidurkio paklaidos
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2 priedas. Sandéliavimo pradzioje, viduryje, pabaigoje nustatyti vidutiniai riebaly, drégmés, baltymy,

lgstelienos, peleny, krakmolo kiekiai (proc.) kvietrugiuose, kvieciuose, mieZiuose, avizose, rugiuose

bendrai
Rodiklis Sandé¢liavimo pradzia Sandéliavimo Sandéliavimo
vidurys pabaiga

Riebaly kiekis (proc.) 1,92 + 0,20 2,87 +£0,31 2,27 £0,30
Drégmés kiekis (proc.) 11,94 + 0,05 14,58 + 0,07 12,79 £ 0,22
Baltymuy kiekis (proc.) 11,87 £0,52 10,57 £ 0,64 10,87 £ 0,70

Lastelienos kiekis 6,06 £1,38 3,49 £ 0,25 2,84 +£0,37

(proc.)

Peleny kiekis (proc.) 5,52+0,12 3,30+0,10 1,74 £ 0,08

Krakmolo kiekis (proc.) 4995 +£2,29 52,10+ 0,78 56,70 + 1,37

Lentel¢je nurodytos vidutinés reikSmés ir standartinés vidurkio paklaidos
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3 priedas. Kvietrugiy, kvieciy, mieziy, avizy ir rugiy Vidutinis giluminis uZterStumas pelésiniais

grybais (proc.) sandéliavimo pradzioje, viduryje ir pabaigoje

Sandéliavimo | Gridy riisis Pelésiniy gryby gentys
etapas Rhizopus spp. Alternaria | Fusarium spp. | Cladosporium
(proc.) spp. (proc.) spp.
(proc.) (proc.)
Kvietrugiali 3,33+ 3,33 20 63,33 +3,33 | 13,33+3,33
Mediana 0 Mediana 20 Mediana 60 Mediana 10
Kvieciai 3,33 +3,33 26,67 +3,33 | 43,33+3,33 0*
Griidy I Mediana 0 Mediana 30 Mediana 40
sandéliavimo Mieziai 0* 33,33 + 3,33 56,67_ + 3,33 16,67_ + 3,33
pradzia . Mediana 30 Mediana 60 Mediana 20
Avizos 0* 46,67 +£3,33 | 53,33 +3,33 6,67 + 3,33
Mediana 50 Mediana 50 Mediana 10
Rugiai 0* 13,33+ 3,33 | 36,67 +£3,33 10
Mediana 10 Mediana 40 Mediana 10
Kvietrugiali 16,67 +3,33 | 53,33+3,33 | 83,33+3,33 | 13,33+3,33
Mediana 20 Mediana 50 Mediana 80 Mediana 10
Kvieciai 40,00 +5,77 | 46,67+3,33 | 66,67 + 3,33 0*
Griidy - Mediana 40 Mediana 50 Mediana 70
sandéliavimo Mieziai 20 + 5,77 53,3?3 + 3,33 73,33_ + 3,33 26,67_ + 3,33
vidurys ' Mediana 20 Mediana 50 Mediana 70 Mediana 30
Avizos 16,67 + 3,33 66,67 +3,33 | 76,67 +3,33 | 26,67 +3,33
Mediana 20 Mediana 70 Mediana 80 Mediana 30
Rugiai 16,67 +3,33 | 26,67 +3,33 | 66,67+3,33 | 16,67 + 3,33
Mediana 20 Mediana 30 Mediana 70 Mediana 20
Kvietrugiai 16,67 +3,33 | 76,67 +3,33 | 73,33+3,33 | 16,67 +6,67
Mediana 20 Mediana 80 Mediana 70 Mediana 10
Kviediai 20 63,33+ 3,33 | 53,33+3,33 6,67 + 3,33
Griidy I Mediana 20 Mediana 60 Mediana 50 Mediana 10
sandéliavimo Mieziai 23,33_ + 3,33 76,67_ + 3,33 53,33 + 3,33 _40
pabaiga . Mediana 20 Mediana 80 Mediana 50 Mediana 40
Avizos 6,67 + 3,33 66,67 +3,33 | 56,67 +3,33 | 33,33+3,33
Mediana 10 Mediana 70 Mediana 60 Mediana 30
Rugiai 30 40 36,67 +3,33 | 26,67+ 3,33
Mediana 30 Mediana 40 Mediana 40 Mediana 30

Lenteléje nurodytos vidutinés pelésinio grybo paplitimo reik§més, standartinés vidurkio paklaidos ir

medianos

* — mikotoksino koncentracija nustatyta zemiau aptikimo ribos prilyginama nuliui
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4 priedas. Giluminio griidy uzterstumo pelésiniais grybais statistiSkai reik§mingi skirtumai tarp

griudy rusiy méginiy (1 — kvietrugiai), (2 — kvieciai), (3 — mieziai), (4 — avizos), (5 — rugiai)

Sandéliavimo etapas | Pelésinis grybas Skirtumas tarp méginiy Skirtumas
Vidurys Rhizopus spp. lir2 -23,33 + 6,33%*
Vidurys Rhizopus spp. 2ir3 20 + 6,33%*
Vidurys Rhizopus spp. 2ir4 23,33 + 6,33%*
Vidurys Rhizopus spp. 2ir5 23,33+ 6,33%*
Pabaiga Rhizopus spp. lird 10 + 3,65%*
Pabaiga Rhizopus spp. 1ir5 -13,3 £ 3,65%*
Pabaiga Rhizopus spp. 2ir4 13,3 +£3,65%*
Pabaiga Rhizopus spp. 2ir5 -10 £ 3,65*
Pabaiga Rhizopus spp. 3ir4 16,67 + 3,65%*
Pabaiga Rhizopus spp. 4ir5 -23,33 + 3,65%**
Pradzia Alternaria spp. 1ir3 -13,33 +4,22%*
Pradzia Alternaria spp. lir4 -26,67 + 4,22%**
Pradzia Alternaria spp. 2ir4 =20 £ 4,22%*
Pradzia Alternaria spp. 2ir5 13,33 £4,22%
Pradzia Alternaria spp. 3ir4 -13,33 £ 4,22%*
Pradzia Alternaria spp. 3ir5 20 +4,22%%*
Pradzia Alternaria spp. 4ir5 33 £4,22%%*
Vidurys Alternaria spp. lir4 -13,33 +£4,71*
Vidurys Alternaria spp. 1ir5 26,67 £ 4,71%**
Vidurys Alternaria spp. 2ir4 220 £4,71%*
Vidurys Alternaria spp. 2ir5 20 £ 4,71%*
Vidurys Alternaria spp. 3ir4 -13,33 £4,71*
Vidurys Alternaria spp. 3ir5 26,67 £ 4,71%%*
Vidurys Alternaria spp. 4ir5 40 £4,71***
Pabaiga Alternaria spp. 1lir2 13,33 +£4,22%
Pabaiga Alternaria spp. lird 10 +£4,22%
Pabaiga Alternaria spp. 1ir5 36,67+ 4,22%%*
Pabaiga Alternaria spp. 2ir3 -13,33+4,22*
Pabaiga Alternaria spp. 2ir5 23,33+ 4,22 %**
Pabaiga Alternaria spp. 3ir4 10+ 4,22%
Pabaiga Alternaria spp. 3ir5 36,67+ 4,22%%*
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4 priedo tesinys

Sandéliavimo etapas | Pelésinis grybas Skirtumas tarp méginiy Skirtumas
Pabaiga Alternaria spp. 4ir5 26,67+ 4,22%**
Pradzia Fusarium spp. lir2 20 £4,71%*
Pradzia Fusarium spp. 1ir5 26,67 £4,71%**
Pradzia Fusarium spp. 2ir3 -13,33 £4,71*
Pradzia Fusarium spp. 31ir5 20 £ 4,71%%*
Pradzia Fusarium spp. 4 ir5 16,67 £4,71**
Vidurys Fusarium spp. 1ir2 16,67 +4,71**
Vidurys Fusarium spp. 1ir5 16,67 £ 4,71%**
Pabaiga Fusarium spp. 1ir2 20 £4,71%*
Pabaiga Fusarium spp. 1ir3 2+4,710%*
Pabaiga Fusarium spp. 1lir4d 16,67 £ 4,71%**
Pabaiga Fusarium spp. 1ir5 36,67 £4,71%%*
Pabaiga Fusarium spp. 21r5 16,67 +4,71**
Pabaiga Fusarium spp. 3ir5 16,67 £ 4,71%**
Pabaiga Fusarium spp. 4 ir5 20 +£4,71%*
Pradzia Cladosporium spp. lir2 13,3 £3,65%*
Pradzia Cladosporium spp. 21ir3 -16,67 £ 3,65%*
Pradzia Cladosporium spp. 2ir5 -10 £ 3,65*
Pradzia Cladosporium spp. 3ir4 10 + 3,65%*
Vidurys Cladosporium spp. lir2 13,3 £4,22%*
Vidurys Cladosporium spp. 1ir3 -13,3 £ 4,22**
Vidurys Cladosporium spp. lird -13,3 £4,22%*
Vidurys Cladosporium spp. 2ir3 -26,67 £ 4,22%**
Vidurys Cladosporium spp. 2ird -26,67 £ 4,22%**
Vidurys Cladosporium spp. 2ir5 -16,67 £ 4,22%*
Vidurys Cladosporium spp. 3ir5 10 + 4,22*
Vidurys Cladosporium spp. 4ir5 10 +4,22%
Pabaiga Cladosporium spp. 1ir3 -23,33 +£5,58%*
Pabaiga Cladosporium spp. lird -16,67 £ 5,58*
Pabaiga Cladosporium spp. 2ir3 -33,33 + 5,58%*%%*
Pabaiga Cladosporium spp. 2ir4 -26,67 +£5,58%*
Pabaiga Cladosporium spp. 21ir5 -20 £ 5,58**
Pabaiga Cladosporium spp. 3ir5 13,3 +5,58%*

Statistinio reikSmingumo lygmenys: *p<0,05; ** p<0,01; *** p< 0,001
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5 priedas. Kvietrugiy, kvieciy, mieziy, avizy ir rugiy vidutinis iSorinis uzterStumas pelésiniais grybais (proc.) sandéliavimo metu

Sandéliavimo | Grudy rasis Pelésiniy gryby gentys
etapas Alternaria Cladosporium spp.(proc.) | Fusarium spp.(proc.) | Penicillium spp.(proc.) | Aspergillus spp. (proc.)
spp.(proc.)
Kvietrugiai 90 + 5,77 13,33+ 3,33 33,33+ 3,33 0* 0*
Mediana 90 Mediana 10 Mediana 30
Kviecdiai 63,33 + 3,33 16,67 + 3,33 26,67 + 3,33 0* 0*
Grady . Mediana 60 Mediana 20 Mediana 30
sandéliavimo Mieziai 66,67_ + 3,33 16,67_ + 3,33 53,33 + 3,33 0* 0*
.. Mediana 70 Mediana 20 Mediana 50
pradzia Avizos 26,67 + 3,33 13,33 + 3,33 23,33 + 3,33 66,67 + 3,33 0*
Mediana 30 Mediana 10 Mediana 20 Mediana 70
Rugiali 46,67 + 3,33 3,33+3,33 36,67 + 3,33 73,33+3,33 0*
Mediana 50 Mediana 0 Mediana 40 Mediana 70
Kvietrugiai 96,67 + 3,33 50+ 5,77 43,33 + 3,33 0* 0*
Mediana 100 Mediana 50 Mediana 40
Kvieciai 76,67 + 3,33 50+ 5,77 33,33+3,33 10 0*
Gridy I Mediana 80 Mediana 50 Mediana 30 Mediana 10
sandéliavimo Mieziai _70 66,67_ + 6,67 60 i 5,77 _20 0*
vidurys Mediana 70 Mediana 60 Mediana 60 Mediana 20
Avizos 56,67 + 3,33 63,33 + 3,33 30 73,33 +3,33 6,67 + 3,33
Mediana 60 Mediana 60 Mediana 30 Mediana 70 Mediana 10
Rugiai 50 53,33+ 3,33 46,67 + 3,33 56,67 + 3,33 0*
Mediana 50 Mediana 50 Mediana 50 Mediana 60
Kvietrugiali 76,67 + 3,33 26,67 + 3,33 73,33+3,33 16,67 + 3,33 6,67 + 6,67
Mediana 80 Mediana 30 Mediana 70 Mediana 20 Mediana 0
Kvieéiai 76,67 + 3,33 26,67 + 3,33 46,67 + 3,33 26,67 + 3,33 16,67 + 3,33
Grady Mediana 80 Mediana 30 Mediana 50 Mediana 30 Mediana 20
e Mieziai 76,67 + 3,33 40 £ 5,77 53,33+ 3,33 10 13,33+ 3,33
Sandeha.mmo Mediana 80 Mediana 40 Mediana 50 Mediana 10 Mediana 10
pabaiga Avizos 36,67 + 3,33 56,67 = 3,33 30 33,33+ 3,33 63,33 = 3,33
Mediana 40 Mediana 60 Mediana 30 Mediana 30 Mediana 60
Rugiai 26,67 £ 6,67 13,33 £ 3,33 33,33+ 6,67 16,67 + 3,33 16,67 £+ 3,33
Mediana 20 Mediana 10 Mediana 40 Mediana 20 Mediana 20

Nurodytos vidutinés reik§més, standartinés vidurkio paklaidos ir medianos; * 0 — mikotoksino koncentracija Zemiau aptikimo ribos prilyginama nuliui
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6 priedas. ISorinio gridy uzterstumo pelésiniais grybais statistiskai reikSmingi skirtumai tarp griidy

risiy méginiy (1 — kvietrugiai), (2 — kvieciai), (3 — mieziai), (4 — avizos), (5 — rugiai)

Sandéliavimo etapas | Pelésinis grybas Aptiktas skirtumas tarp Skirtumas
méginiy

Pradzia Alternaria spp. Tarpl ir2 26,67 £ 5,58 **
Pradzia Alternaria spp. Tarpl ir3 23,33 £ 5,58**
Pradzia Alternaria spp. Tarplir4 63,33 £ 5,58***
Pradzia Alternaria spp. Tarplir5 43,33 £ 5,58%***
Pradzia Alternaria spp. Tarp 2ir4 36,67 £ 5,58%**
Pradzia Alternaria spp. Tarp2ir5 16,67 + 5,58*
Pradzia Alternaria spp. Tarp 3ir4 40 £ 5,58%**
Pradzia Alternaria spp. Tarp 3ir5 20 + 5,58**
Pradzia Alternaria spp. Tarp4ir5 -20 + 5,58**
Vidurys Alternaria spp. Tarp1lir2 20 + 3,65%**
Vidurys Alternaria spp. Tarp1lir3 26,67 £ 3,65***
Vidurys Alternaria spp. Tarplir4d 40 + 3,65%**
Vidurys Alternaria spp. Tarplir5 46,67 + 3,65%**
Vidurys Alternaria spp. Tarp2ir4 20 + 3,65%**
Vidurys Alternaria spp. Tarp 2ir5 26,67 £ 3,65%**
Vidurys Alternaria spp. Tarp 3ir4 13,33 +3,65%*
Vidurys Alternaria spp. Tarp 3ir5 20 + 3,65%**
Pabaiga Alternaria spp. Tarpl ird 40 £ 5,96***
Pabaiga Alternaria spp. Tarpl ir5 50 & 5,96%**
Pabaiga Alternaria spp. Tarp2ir4 40 £ 5,96%**
Pabaiga Alternaria spp. Tarp 2ir5 50 & 5,96%**
Pabaiga Alternaria spp. Tarp 3ir4 40 £ 5,96%**
Pabaiga Alternaria spp. Tarp 3ir5 50 & 5,96%**
Pradzia Cladosporium spp. Tarp 2ir5 13,3+4,71 *
Pradzia Cladosporium spp. Tarp 3 ir5 13,3+4,71 *
Vidurys Cladosporium spp. Tarpl ir3 -16,67 + 7,30 *
Vidurys Cladosporium spp. Tarp2ir3 -16,67 + 7,30 *
Pabaiga Cladosporium spp. Tarp 1l ir3 -13,3 +£5,58*
Pabaiga Cladosporium spp. Tarplir4d -30 £ 5,58%**
Pabaiga Cladosporium spp. Tarplir5 13,3 +£5,58%
Pabaiga Cladosporium spp. Tarp2ir3 -13,3 +£5,58*
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6 priedo tesinys (1)

Sandéliavimo etapas | Pelésinis grybas Aptiktas skirtumas tarp Skirtumas
méginiy

Pabaiga Cladosporium spp. Tarp2ir4 -30 £ 5,58*
Pabaiga Cladosporium spp. Tarp2ir5 13,3 +5,58%
Pabaiga Cladosporium spp. Tarp 3ir4 -16,67 + 5,58%*
Pabaiga Cladosporium spp. Tarp 3 ir5 26,67 £ 5,58%*
Pabaiga Cladosporium spp. Tarp4ir5 43,33 &+ 5,58%**
Pradzia Fusarium spp. Tarplir3 220 £4,71%*
Pradzia Fusarium spp. Tarp2ir3 -26,67 + 4,71%**
Pradzia Fusarium spp. Tarp 3 ird 30 £4,71%**
Pradzia Fusarium spp. Tarp 3ir5 16,67 = 4,71%*
Pradzia Fusarium spp. Tarp4ir5 -13,3+4,71*
Vidurys Fusarium spp. Tarplir3 -16,67 £ 5,16%*
Vidurys Fusarium spp. Tarplir4d 13,3+ 5,16*
Vidurys Fusarium spp. Tarp 2 ir3 -26,67 £ 5,16%**
Vidurys Fusarium spp. Tarp2ir5 -13,3 £+ 5,16%
Vidurys Fusarium spp. Tarp 3ir4 30+ 5,16%**
Vidurys Fusarium spp. Tarp 3ir5 13,33 £ 5,16*
Vidurys Fusarium spp. Tarp4 ir5 -16,67 £ 5,16%*
Pabaiga Fusarium spp. Tarp 1lir2 26,67 £ 5,58**
Pabaiga Fusarium spp. Tarplir3 20 +5,58%*
Pabaiga Fusarium spp. Tarplir4d 43,3 £ 5,58%**
Pabaiga Fusarium spp. Tarpl ir5 40 £ 5,58%**
Pabaiga Fusarium spp. Tarp2ir4 16,67 + 5,58*
Pabaiga Fusarium spp. Tarp2 ir5 13,3 +£5,58%*
Pabaiga Fusarium spp. Tarp 3ir4 23,33 4+ 5,58%*
Pabaiga Fusarium spp. Tarp 3ir5 20 + 5,58%*
Pradzia Penicillium spp. Tarplir4 -66,67 + 2,98 ***
Pradzia Penicillium spp. Tarpl ir5 -73,33 £ 2,98 ***
Pradzia Penicillium spp. Tarp2 ird -66,67 + 2,98 ***
Pradzia Penicillium spp. Tarp 2ir5 -73,33 £ 2,98 ***
Pradzia Penicillium spp. Tarp3ir4 -66,67 + 2,98 ***
Pradzia Penicillium spp. Tarp3ir5 -73,33 £ 2,98 ***
Pradzia Penicillium spp. Tarp4ir5 -6,67 £2,98 *
Vidurys Penicillium spp. Tarp1lir2 -10 £2,98 **
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6 priedo tesinys (2)

Sandéliavimo etapas | Pelésinis grybas Aptiktas skirtumas tarp Skirtumas
méginiy

Vidurys Penicillium spp. Tarplir3 -20 £ 2,98 ***
Vidurys Penicillium spp. Tarpl ird -73,33 £ 2,98 ***
Vidurys Penicillium spp. Tarplir5 -56,67 + 2,98 ***
Vidurys Penicillium spp. Tarp2ir3 -10 £2,98 **
Vidurys Penicillium spp. Tarp 2 ir4d -63,33 +£ 2,98 ***
Vidurys Penicillium spp. Tarp2ir5 -46,67 + 2,98 ***
Vidurys Penicillium spp. Tarp 3ir4 -53,33 £ 2,98 ***
Vidurys Penicillium spp. Tarp 3ir5 -36,67 £ 2,98 ***
Vidurys Penicillium spp. Tarp4ir5 16,67 + 2,98 ***
Pabaiga Penicillium spp. Tarp1lir2 -10 £4,22%
Pabaiga Penicillium spp. Tarplir4d -16,67 + 4,22%*
Pabaiga Penicillium spp. Tarp2ir 3 16,67 £ 4,22%*
Pabaiga Penicillium spp. Tarp2ir5 10 £4,22%*
Pabaiga Penicillium spp. Tarp 3ir4 -23,33 £4,22%**
Pabaiga Penicillium spp. Tarp4ir5 16,67 £ 4,22%*
Vidurys Aspergillus spp. Tarplir4d -6,67 +2,11*
Vidurys Aspergillus spp. Tarp2ir4 6,67 £2,11*
Vidurys Aspergillus spp. Tarp 3ir4 -6,67 £2,11*
Vidurys Aspergillus spp. Tarp4ir5 6,67 +2,11*
Pabaiga Aspergillus spp. Tarplir4d -56,67 £ 5,96%**
Pabaiga Aspergillus spp. Tarp 2ir4 -46,67 + 5,96%**
Pabaiga Aspergillus spp. Tarp 3ir4 -50 £ 5,96%**
Pabaiga Aspergillus spp. Tarp4ir5 46,67 £ 5,96%**

Statistinio reik§mingumo lygmenys: *p<0,05; ** p<0,01, *** p<0,001
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7 priedas. Penicillium viridicatum, Fusarium sporotrichioides, Alternaria alternata, Cladosporium

herbarum, Penicillium expansum riebaly riigstys

Pelésinis grybas Riebaly rigsties pavadinimas Riebaly rugsties kiekis
(proc.) nuo bendro

kiekio

Kaprio riigstis (C10:0) 1,10

Undecilo riigstis (C11:0) 0,80

Palmitino rugstis (C16:0) 3,58

Stearino rugstis (C18:0) 1,99

Oleino ragstis (C18:1n-9) 8,59

Linolo ragstis (C18:2n-6) 3,26

Penicillium viridicatum Beheno rugstis (C22:0) 13,66
Eruko ragstis (C22:1n-9) 5,26

Cis-13,16- dokozadienoiné rugstis (C22:2) 27,41

cis-5,8,11,14,17— eikozapentaeno ragstis 17,48

(C20:5n - 3)
cis-4,7,10,13,16,19—dokozaheksaeno rugstis 16,88
(C22:6n-3)

Kaprio riigstis (C10:0) 1,82

Undecilo ragstis (C11:0) 1,33

Palmitino ragstis (C16:0) 11,36

. Stearino rugstis (C18:0) 8,17
Aspergillus flavus Oleino ragstis (C18:1n-9) 36,50
Linolo ragstis (C18:2n-6) 10,96

Cis-8,11,14- eikozatrieno riigstis (C20:3n-3) 15,61
Nervono ragstis (C24:1n-9) 14,25
Kaprio riigstis (C10:0) 67,86

Undecilo riigstis (C11:0) 7,79

Lauro rugstis (C12:0) 5,27

. Tridekano rugstis (C13:0) 4,57

Fusarium = o

sparotrichioides _ Palmitino rugstis (C16:0) 2,25
cis-10-Heptadekaeno riigstis (C17:1) 0,78

Stearino riigstis (C18:0) 1,63

Oleino rugstis (C18:1n-9) 7,35

Linolo rugstis (C18:2n-6) 2,50
Kaprio riigstis (C10:0) 38,35
Undecilo riigstis (C11:0) 36,37
Lauro rugstis (C12:0) 12,19

Alternaria alternata Tridekano rugstis (C13:0) 2,17
Palmitino rtigstis (C16:0) 1,79

Margarino ragstis (C17:0) 0,25

Stearino rugstis (C18:0) 1,32
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7 priedo tesinys

Pelésinis grybas Riebaly riigsties pavadinimas Riebaly rugsties kiekis
(proc.) nuo bendro
kiekio

Alternaria alternata Oleino rugstis (C18:1 n-9) 5,77
Linolo ragstis (C18:2 n-6) 1,79
Kaprio riigstis (C10:0) 15,54
Lauro rigstis (C12:0) 9,36
Tridekano rugstis (C13:0) 35,69
Palmitino rugstis (C16:0) 4,90
Margarino rugstis (C17:0) 4,89
Stearino rugstis (C18:0) 3,86
Oleino ragstis (C18:1n-9) 14,44
Linolo rugstis (C18:2n-6) 4,09
Cladosporium Alfa linoleno riigstis (C18:3n-3) 0,84
herbarum Gama — linoleno raigstis (C18:3n-6) 0,41
Beheno rigstis (C22:0) 0,49
Cis-8,11,14- eikozatrieno rtgstis (C20:3n-3) 0,74
Eruko ragstis (C22:1n-9) 0,24
cis-13,16- dokozadienoiné rugstis (C22:2) 0,77
cis-5,8,11,14,17— eikozapentaeno ragstis 0,87
(C20:5n - 3)
cis-4,7,10,13,16,19—dokozaheksaeno rugstis 2,86
(C22:6n-3)
Kaprio riigstis (C10:0) 2,37
Undecilo ragstis (C11:0) 0,51
Lauro riigstis (C12:0) 1,79
Palmitino rugstis (C16:0) 12,35
Margarino riigstis (C17:0) 3,34
Stearino rugstis (C18:0) 8,97
Penicillium expansum Oleino ragstis (C18:1n-9) 42,98
Linolo rugstis (C18:2n-6) 16,68
Alfa linoleno ragstis (C18:3n-3) 1,40
Gama — linoleno raigstis (C18:3n-6) 3,17
Beheno rigstis (C22:0) 1,15
Cis-8,11,14- eikozatrieno raigstis (C20:3n-3) 1,32
cis-5,8,11,14,17— eikozapentaeno ragstis 3,96

(C20:5n - 3)
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