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Santrumpos

BBM — Bold‘s Basal terpé

dH20 — dejonizuotas vanduo

DMSO — dimetilsulfoksidas

HpR — H. pluvialis kultira, laikyta jai nepalankiomis stresinémis sglygomis, jgavusi raudong spalvg
HpZ — H. pluvialis kultiira, laikyta jai palankiomis salygomis, jgavusi Zalia spalva

ROS (ang. reactive oxygen species) — reaktyvios deguonies formos

rpm (ang. rotations per minute) — apsisukimai per minute

OT — optinis tankis

GMC — Gyvybés moksly centras

VU — Vilniaus universitetas



Ivadas

Pastaraisiais metais didé¢ja susidomejimas retyjy Zemiy junginiais, tokiais kaip lantanidai.
Lantanidai atlieka nemazai vaidmeny jvairiuose srityse — jskaitant chemija, biologija, medicing bei
pramong (Oliveira et al., 2012). Lantano junginiai tapo biitini daugelyje Siuolaikiniy technologijy
dalimi (Revel et al., 2025), taciau dél padidéjusio Sio junginiy panaudojimo, taip pat padidé€jo ir jy
iSmetimas ] mus supancig biosferg. Lantanidai laikomi nepagrindiniais elementais, kurie gyvame
organizme gali sukelti tiek teigiamas, tiek neigiamas fiziologines reakcijas (Goecke, Jerez, et al.,
2015; Goecke, Zachleder, et al., 2015). Jie néra biitini jokiam Zinomam medziagy apykaitos procesui
(Goecke, Jerez, et al., 2015), taciau tam tikromis salygomis gali turéti teigiamg poveikj. Skirtingai
nuo sunkiyjy metaly, kuriy toksiSkumas placiai iStirtas, lantanidy poveikiui, ypac jy poveikiui
vandens aplinkai, susijusiam su lantanidy eksploatavimu, nebuvo iki Siol skiriama pakankamai
démesio (Goecke, Zachleder, et al., 2015). Vandens uzterStumas metalais yra pasauliné problema, o
metaly i§gavimas i§ nuoteky ir pramoniniy atlieky yra svarbus ne tik ekologiniu pozitriu, bet ir dél

tvaraus $iy medziagy prieinamumo.

Lantanas (La), naudojamais vandens telkiniy valymui ir apsaugai, daugiausia dél jy gebéjimo
veiksmingai suristi fosfatus (Rajendran et al., 2024). Lantano chloridas (LaCls) ir jo dariniai placiai
naudojami kaip medziagos, mazinancios fosforo biologinj prieinamumga vandenyje (Xie et al., 2014)
ir taip neutralizuojancios eutrofikacijag bei fitoplanktono, ypa¢ cianobakterijy, Zydé¢jimg. Nors Siy
junginiy veiksmingumas mazinant per didele planktono biomasés produkcijg patvirtintas daugeliu
tyrimy, jy poveikis kitiems vandens ekosistemy komponentams, ypa¢ mikrodumbliams, vis dar
nepakankamai iStirtas (Goecke, Zachleder, et al., 2015). Zalieji mikrodumbliai, tokie kaip Chlorella,
Scenedesmus ir Haematococcus pluvialis, vaidina svarby vaidmenj vandens telkiniy trofinei biiklei ir

pasizymi dideliu jautrumu sunkiesiems metalams ir retyjy Zemiy elementams (Peng et al., 2019).

Lantano junginiai, ypa¢ lantano chloridas (LaCls) ir jo hidratuotos formos, paprastai naudojami
kaip fosfatus suriSanc¢ios medziagos vandens gelmése ir dugno nuosédose, veiksmingai mazinancios
fosforo biologin} prieinamumg, taigi ir fitoplanktono, jskaitant vandens Zydéjima sukeliancias
cianobakterijas, augima (Kajjumba & Marti, 2022). Nors Siy preparaty veiksmingumas mazinant
fosforo kiekj yra gerai dokumentuotas, jy poveikis kitiems vandens ekosistemos komponentams, ypac

mikrodumbliams, vis dar mazai suprantamas ir kelia susirtipinima.

Zalieji mikrodumbliai - pagrindiné pirminés produkcijos grandis vandens ekosistemose -
retyjy Zemiy junginius reaguoja sudétingomis fiziologinémis ir biocheminémis reakcijomis. Lantano

junginiai gali slopinti Iasteliy augima ir sukelti oksidacinj stresa, taip pat paveikti medziagy apykaitos
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keliy, atsakingy uz fotosintezes ir apsauginiy pigmenty sintezg, raiska (Goecke et al., 2017). Tai ypac
pastébima stebint karotenoidus, tokius kaip astaksantinas, luteinas arba [ - karotenas, kurie pasizymi
stipriomis antioksidacinémis savybémis. Literatiros duomenimis, tam tikros lantano koncentracijy
sukeltas stresas gali stimuliuoti karotenoidy kaupimasi, o didesnés koncentracijos gali turéti toksinj

poveikj, dél kurio sumazéja astaksantino biosintezé ir yra pazeidziamos lastelés (Goecke et al., 2017).

Atsizvelgiant | tai, kad vis dazniau lantano junginiai yra naudojami vandens eutrofikacijai
kontroliuoti, jy poveikio pigmenty gamybai, dumbliy augimui, lantano junginiy poveikio tyrimai yra
batini. Sitie tyrimai leis geriau suprasti pusiausvyra tarp cheminio eutrofikacijos mazinimo
veiksmingumo ir retyjy zemiy metaly pagrindu taikomy metody biosaugumo, taip pat gali padeéti kurti
novatoriSkas strategijas, padedancias tiek aplinkos apsaugai, tiek biotechnologinei didelés vertés

antriniy metabolity gamybai.



Darbo tikslas ir uzdaviniai

Darbo tikslas: nustatyti lantano junginiy poveikj skirtingy stadijy Haematococcus pluvialis

dumbliy kulttiry augimui ir astaksantino koncentracijai biomaséje.

Darbo uzdaviniai:
1. Nustatyti skirtingy koncentracijy lantano junginiy terpéje poveikj zaliadumbliy H. pluvialis
kultiiry biomasés augimui;
2. Nustatyti skirtingy koncentracijy lantano chlorido heptahidrato terpéje poveikj skirtingy stadijy
H. pluvialis zaliadumbliy lgsteliy skai¢iui bei dydziui;
3. Nustatyti skirtingy koncentracijy lantano junginiy terpéje poveikj skirtingy stadijy H. pluvialis

zaliadumbliy kulttry astaksantino sintezei.



1. Literatiiros apZvalga

1.1.Haematococcus pluvialis

1.1.1. Organizmas ir jo gyvenamoji aplinka

1 lentelé. H. pluvialis klasifikacija pagal www.algaebase.org.

Domenas Eukaryota (Chatton, 1925)
Karalysté Plantae (Haeckel, 1866)
Skyrius Chlorophyta ( Reichenbach, 1834)
Klasé Chlorophyceae (Wille, 1884)
Eilé Chlamydomonadales (Fritsch in West ir Fritsch, 1927)
Seima Haematococcaceae ( G. M. Smith, 1950)
Gentis Haematococcus (J. Von Flotow, 1844)
Rasis Haematococcus pluvialis (J. Von Flotow, 1844)
Haematocococcus pluvialis — tai vienalastis Haematococcaceae Seimos gélavandenis

zaliadumblis, kuris buvo apraSytas vokiec¢iy botaniko Julius Von Flotow 1844 metais (1 lentel¢). Kaip
sinonimg literatiroje taip pat yra naudojamas Haematococcus lacustris pavadinimas. H. pluvialis
pasizymi aidkiu dvifaziu gyvybiniu ciklu, kurj sudaro vegetatyviné fazé (zalia — HpZ, 1 pav.) ir
ramybés fazeé (raudona — HpR, 2 pav.). Vegetatyvinés fazes lastelés yra kiauSiniSkos arba elipsoidines,
su dviem vienodo ilgio lazdelémis, chloroplastu su vienu ar keliais pirenoidais ir raudona stigma (akiy
déme), leidziancia fototaksj. Protoplasta nuo Igstelés sienelés skiria plonas citoplazmos sluoksnis, o
lastelés biina 8-50 pm dydzio (Evens et al., 2008). Reaguodamos j nepalankias aplinkos salygas,
pavyzdziui, intensyvig Sviesg, maistiniy medziagy triikumg ar sunkiyjy metaly buvima, Iastelés virsta
ramybés formomis (aplanosporomis), kurioms biidinga stora lgstelés sienelé ir intensyvi raudona

spalva dé¢l astaksantino kaupimosi (Boussiba, 2000).


javascript:taxaop(97241,'auth',153074)

1 pav. Vegetativinés fazés H. pluvialis 1astelés (HpZ).

2 pav. Ramybeés fazés H. pluvialis 1astelés (HpR).

Sis zaliadumblis gali biiti aptinkamas jvairiose buveinése, tiek natiraliose, kaip lietaus balos,
uolieny daubos, tiek dirbtinése, kaip baseinai (Burchardt et al., 2006), stogo §laitai (Kim et al., 2015).
H. pluvialis yra aptinkamas esant jvairioms aplinkos saglygoms: nuo arktinio klimato Svalbardo saloje
prie — 16 °C (Klochkova et al., 2013), didelio druskingumo vandens telkiniuose (Chekanov et al.,
2014).



Laboratorinémis sglygomis H. pluvialis paprastai kultivuojama dviem etapais: vegetatyvinis
etapas, kai lastelés auga optimaliomis salygomis (20-27 °C temperatiira, pH 7-8, balta Sviesa (Gencer
& Turan, 2025)), ir astaksantino indukcijos etapas, kai astaksantino gamybai paskatinti naudojami
tokie stresoriai kaip intensyvi Sviesa (iki 240 pmol fotony m-? s-' (Evens et al., 2008)), maistiniy

medziagy (pvz., azoto) ribojimas arba padidintas druskingumas (Usai et al., 2022).

1.1.2 Gyvenimo ciklas ir morfologija

H. pluvialis dumbliai turi i$skirtinai sudétinga gyvenimo cikla su morfologiskai
besiskirian¢iomis stadijomis, todél nemazai autoriy ciklg apraSo skirtingai (2 pav.). Zhang ir kt.
(2017) bei Han ir kt. (2013) isskyré 4 Iastelés fazes: makrozoida (arba zoospora), mikrozoida,

palmele ir hematocistg (arba aplanosporg).




3 pav. H. pluvialis 1astelés skirtingose stadijose. A, B — judri Igstelé; C, D — nejudri 1astelé; E —
pumpuravimas; F — dvi zoosporos sporangéje; G — keturios zoosporos sporang¢je; H — SeSios
zoosporos sporangéje; I — astuonios zoosporos sporangéje; J, M — mitotisSkas skilimas pusiau; K —
padidéjusi nejudri lastelé su centre matomomis astaksantino sankaupomis lipidy laseliuose; L —
padidéjusi nejudri 1astelé, turinti daug astaksantino; N — gametocista; O — aplanospory paleidimas i$

sporanggs; P — negyva lastelé (Ieva Endriukaityte, 2023).

Makrozoidai (3 pav. A, B), tai rutuliskos, elipsoidinés arba kriauses formos vegetatyvinés
lastelés, kurios turi du zitizelius ir chloroplasta (Han et al., 2013). Kai salygos zaliadumbliy augimui
yra palankios lastelés yra judrios ir tipiSkai zalios spalvos dél chlorofilo sankaupy, bet gali jgauti
raudong spalvg arba turéti tik dalinj paraudonavimg centrinéje lastelés dalyje dél susikaupusio
lipidiniuose laseliuose astaksantino. Zoosporos su ziuzeliais yra greitai augancios vegetatyvinés

lastelés, kurios gali dalintis j dukterines Igsteles mitozés budu (3 pav. J, M).

Kai aplinkos salygos tampa maziau palankios, 1astelé¢ pradeda sintezuoti daugiau karotenoido
astaksantino ir jgauna raudong spalva. Makrozoidai praranda savo ziiiZzelius ir tampa nejudriomis
palmelémis (3 pav. C, D) ir po to yra formuojamos aplanosporos — nejudrios aseksualios sporos, su
storomis bei standziomis lasteliy sienelémis, kuriose kaupiasi didelis kiekis antriniy karotenoidy —
tarp ju ir astaksantino (Han et al., 2013). Kai Igsteléms sudaromos optimalios augimo salygos, tai

aplanosporg suformuoja zoosporas, kurios pradeda naujg vegetatyvinj lasteles cikla (3 pav. F —1).

Lytinis dauginimasis yra pastebimas ganetinai retai H. pluvialis, daZniausiai organizmas
dauginasi vegetatyviniu bidu (Han et al., 2013). Lytinis dauginimasis gali vykti veikiant itin
nepalankioms salygoms, kaip pavyzdZiui uzSaldymas, iSdZiovimas, maistiniy medZiagy stoka,
susidaro aplanosporos, kuriose, kai aplinka susidaro palanki, gali vykti gametogenez¢ (Gudin, C &

Triki, A., 1997).
1.2.Astaksantinas

1.2.1. Charakteristika

Karotenoidai tai vieni labiausiai paplitusiy naturaliy pigmenty, jie yra budingi daugelio
taksony organizmams (Vershinin, 1999). Karotenoidai yra tetraterpeniniai pigmentai, randami
augaluose, dumbliuose, grybuose, gyviinuose (kurie negali jy sintetinti, tod¢l gauna i§ maisto), kai
kuriose fotosintetinanciose bakterijose ir archéjose. Organizmuose jie atlieka vitaminy ir hormony

pirmtaky, antioksidanty, apsaugos nuo saulés spinduliy ir spalvos funkcijas (Mularczyk et al., 2020).
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Karotinoidai skirstomi j dvi klases: karotenus (pvz., -karoting, likopena), kuriuos sudaro tik anglies
ir vandenilio atomai, ir ksantofilus (pvz., zeaksanting, liuteing), kuriy sudétyje yra deguonies atomas
(Vershinin, 1999). Tarp Sity karotenoidy yra ir astaksantinas (4 pav.) (Dominguez-Bocanegra et al.,
2004).

d) 15 cis-Astaxanthin

)

H

4 pav. Astaksantino konfigiiracijos izomerai (a-c) ir geometrinis cis izomeras (d) (Higuera-Ciapara

et al., 2006).
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1.2.2. Saltiniai

Daugeliui organizmy astaksantinas yra vienu pagrindiniu Igsteliy pigmentu. Krevetés, lasiSos
ir flamingai dél astaksantino nusidazo raudonai, taciau Sie gyviinai patys negamina astaksantino, jie
jo gauna i$ mikrodumbliy, kuriais minta ir kurie yra pagrindiniai astaksantino gamintojai (Ambati et
al., 2014). Pramoniniu mastu astaksantinas paprastai gaminamas sintetiniu biidu i§ cheminiy
dariniy, mikrobiologinés fermentacijos arba iSgaunamas i$ kraby ir kreveciy (Debnath et al., 2024).
Sintetinis astaksantinas yra identiskas gyvuose organizmuose susidaranciai molekulei ir susideda i$
izomery (3S, 3S), (3R, 3S) ir (3R, 3R) miSinio 1:2:1 santykiu (4 pav.). Tai pagrindinis karotenoidas,
kuris yra naudojamas pramong¢je. Tac¢iau didéjanti natiiraliy maisto produkty paklausa ir didelé
sintetiniy pigmenty kaina paskatino ieSkoti natiiraliy astaksantino $altiniy, kuriuos bty galima
pramoniniu biidu panaudoti.

Ekonomiskai konkuruoti su sintetiniu astaksantinu gali tik keli mikrobiniai Saltiniai: zalieji
mikrodumbliai Haematococcus pluvialis ir raudonosios mielés Phaffia rhodozyma. Jy gamybos
metodai yra apzvelgiami keliuose tyrimuose ((Johnson & An, 1991), (Nelis & De Leenheer, 1991)).

Astaksanting gamina daugelis mikrodumbliy, taciau gélyjy vandeny zalieji dumbliai H.
pluvialis yra dominuojanti raisis, i§ kurios astaksantinas gaminamas komerciniais tikslais. H.
pluvialis turi nuo 1,5 % iki 3 % (3S,3’S) - astaksantino, skai¢iuojant nuo sausos masés, daugiausia
monoestery pavidalu (Lorenz & Cysewski, 2000). Paprastai dumbliai auginami dviejy etapy
kultiiroje. Pirmasis etapas (vegetatyvinis arba Zaliasis etapas - HpZ) yra augimo etapas, kai tiekiama
pakankamai maistiniy medziagy, kontroliuojamas pH ir temperatiira bei yra ne itin didelis
apsvietimas (Dominguez-Bocanegra et al., 2004). Antrajame etape, raudonojoje fazéje (HpR),
lastelés patiria stresg dél didelio Sviesos kiekio, maistiniy medziagy (daugiausia azoto ir fosfaty)
trikumo ir aukstos temperatiros ir (arba) drusky koncentracijos (Mota et al., 2022).

ApraSyta nemazai astaksanting gaminanciy bakterijy, daugiausia priklausanc¢iy Paracoccus
genciai ((Tsubokura et al., 1999), (Harker et al., 1998)). Daugelis augaly sintetina karotenoidus,
taciau kolkas astaksanting natiiraliai sintetina tik Adonis genties augalai, astaksantinas randamas Siy

augaly Ziedlapiuose, kuriuose randama iki 1 % astaksantino biomaséje (Li et al., 2021).
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1.2.3. Poveikis ir panaudojimas

Astaksantinas pasizymi antioksidaciniu poveikiu, anti — lipidy peroksidaciniu bei
prieSuzdegiminiu aktyvumu, imunomoduliaciniu poveikiu (Ambati et al., 2014) dé¢l to dazniausiai
yra naudojamas kaip maisto papildas zmonéms bei gyviinams (Mularczyk et al., 2020). Taip pat
pastebéta, kad astaksantinas gali sumazinti hiperglikemijos sukelta oksidacinj stresg kasos 3
lastelése, taip pat pagerinti gliukozés ir serumo insulino kiekj (Uchiyama et al., 2002).
Astaksantinas gali apsaugoti kasos P Iasteles nuo gliukozés toksiSkumo. Taip pat praneSama, kad Sis
antioksidantas yra gera imunologiné priemon¢ atkuriant su cukriniu diabetu serganc¢iy ziurkiy
limfocity disfunkcijas (Otton et al., 2010). Astaksantino antioksidacinés savybés gali sumaZzinti
oksidacinj stresg, kuris yra susijes su kardiovaskuliarinémis ligomis, kas reiSkia, kad $is junginys
gali biti potencialiai naudojamas terapijai prie$ aterosklerozing Sirdies ir kraujagysliy liga (Fassett

& Coombes, 2011).

1.2.4. ReikSmé H. pluvialis

H. pluvialis zaliadumbliai, kaip ir kiti fotosintetinantys organizmai, chloroplastuose kaupia
ROS, pagamintus fotosintezés metu. Paprastai Sie radikalai yra neutralizuojami superoksido
dismutazés, katalazés bei peroksidazés. Aplinkos salygoms pasikeitus | nepalankias, pavyzdziui,
padidéjus Sviesos kiekiui, druskingumui, sunkiyjy metaly kiekiui ir pan., pusiausvyra tarp ROS
gamybos ir neutralizavimo sutrinka, todél atsiranda oksidacinis stresas. H. pluvialis dumbliuose
tokiam stresui uzsitesus pradedamas kaupti astaksantinas, kuris veikia kaip ilgalaiké apsaugos
priemoné (Jannel ir kt., 2020).

Astaksantinas apsaugo H. pluvialis lasteles nuo stresiniy salygy trimis budais. Pirma,
karotenoidas tiesiogiai veikia kaip apsauga nuo saulés, i§ esmeés sustabdydamas Zalingiausig mélynaja
Sviesg. Pastebéta, kad astaksantinas pradedamas sintetinti centringje lastelés dalyje, o didéjant Sviesos
kiekiui lipidy laSeliai persikelia ] lagstelés periferijg, taip apsaugodami chloroplastus nuo
fotooksidacinés zalos. Taip pat pastebéta, kad naktj lipidy laseliai perkeliami atgal j lgstelés centra
(Jannel et al., 2020). Antroji funkcija - deguonies atomy suvartojimas fotosintezés metu. Tai vyksta
karotinogenezés metu, nes deguonies atomai reikalingi astaksantinui susidaryti. Be to, deguonis, kurj
i8skiria terminalin¢ plastidiné oksidazé, gali buti paverCiamas ] vandens molekule naudojant
elektronus, susidarancius karotenogenezés desaturazés ectapuose. Manoma, kad astaksantinas

sintetinamas lgsteléje sunaudojant Siuos atomus ir yra galutinis produktas, o ne sintetinamas specialiai
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gynybos tikslais. Galiausiai, kaip ir kituose organizmuose, karotinoidas atlicka antioksidanto funkcija
visoje lgsteléje, naikindamas laisvuosius radikalus ir saugodamas nuo oksidacinio streso (Han et al.,
2013).

Superoksido dismutazés, katalazés ir peroksidazés geny raiSka padidéja esant oksidaciniam
stresui, stipriam apsSvietimui ir/arba maistiniy medziagy trikumui, taciau jy raiska yra jprastai greitai
slopinama (Kobayashi et al., 1997). Tai rodo, kad gynybos sistema per antioksidacinius fermentus
yra pirminis atsakas j oksidacinj stresa, o ilgalaikis oksidacinis stresas sukelia ilgalaike gynyba per

astaksantino sinteze (Han et al., 2013).

1.3. Lantanidai ir lantano junginiai

1.3.1. Lantanidy charakteristika

Lantanidai atlieka svarby vaidmenj biologijos, medicinos ir chemijos srityse (Oliveira et al.,
2012). Nors Siuolaikinés technologijos nemazai priklauso nuo $iy elementy, jy prieinamumas
biosferoje yra ganetinai ribotas. Dél padidéjusio lantanidy poreikio Sie elementai patenka j biosfera,
o tai gali sukelti nemazai i$Suikiy aplinkai, todé¢l svarbu atsizvelgti | padidéjusio lantanidy kiekio
poveikj aplinkai ir jj spresti. Dumbliy giminingumas Siems elementams gali kelti rimta grésme

aplinkai arba tapti unikalia galimybe uZzterStoms teritorijoms valyti.

Lantanidai nedalyvauja jokiose medZziagy apykaitos procesuose, tode¢l yra laikomi
nepagrindiniais ir gali turéti tiek teigiama, tiek neigiamg poveikj biologinei gyvybei (Goecke, Jerez,
et al., 2015). Sudétingame vandens ekosistemy pasaulyje yra akivaizdus tyrimy triikumas, ypac
kalbant apie lantanidy trikdyma vandens aplinkoje (Herrmann et al., 2016). Skirtingai nuo toksisky
sunkiyjy metaly, kuriy grésmé yra jrodyta ir placiai istirta, lantanidy tyrimuose visdar yra spragy
vandeny yra pagrindiné problema, siekiant i$tekliy ir aplinkos tvarumo, tod¢l tai tampa globali

problema.

1.3.2. Lantanidai dumbliuose

Nepriklausomai nuo to, ar jie yra mikrodumbliai, ar makrodumbliai, dumbliy tipas
(Chlorophyta, Rhodophyta, Charophyta), ar net cianobakterijos (Hou & Yan, 1998) - visose
dumbliy riSyse yra randama lantanidy. Tyrimai rodo, kad lantanidy koncentracija jiros dumbliuose

gali biti 10-20 karty didesné nei sausumos augaluose (Hou & Yan, 1998). Laboratorinémis
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salygomis bendras lantanidy kiekis gali svyruoti nuo 1 iki 1,3 pg/g dumbliy biomasés ir yra gana
lengvai pasiekiamas, o natliraliomis saglygomis (gélas ar jiiros vanduo) bendras lantanidy kiekis yra

nuo 10-3 iki 10-1 pg/g dumbliy biomases (Liang et al., 2014).

Darby, kuriuose nagrinéjami lantanidy koncentracijos skirtumai skirtinguose kartu
gyvenanéiuose organizmuose, tarp kuriy yra ir dumbliy, yra ganetinai nedaug. Siuose tyrimuose
pabréziama organizmy visumos svarba ir i§skiriamos koegzistuojancios organizmy grupés. Toks
didelis konkrecioje teritorijoje gyvenanciy organizmy skaicius gali lemti lantanidy koncentracija
del:

(1) vandens sudedamyjy daliy;

(i)  biologiniy ir cheminiy procesy, budingy tik kiekvienai dumbliy rasiai, Iasteliy
sieneliy komponenty, fermenty, baltymy ir t. t.;

(iii)  kvalifikaciniy veiksniy, tokiy kaip temperatiira, $viesa, pH ir azotas tam tikrose
teritorijose du ankstesni veiksniai (Jayasekera & Rossbach, 1996).

Pagal Schacht et al. (Schacht et al., 2010), klimato poky¢iai, poZeminio vandens judéjimas ir
vulkaniné veikla didina gamtoje aptinkamy lantanidy koncentracija, o kai kurios kitos Zzmogaus
veiklos rasys, pavyzdziui, fosforo mineraliniy tragSy naudojimas, pramoninés nuotekos ir kasyba,
taip pat didina jy koncentracija (Liang et al., 2014). D¢l geb¢jimo kaupti Siuos elementus savo

lastelése dumbliai gali biiti naudojami kaip bioindikatoriai.

1.3.3. Lantanidy privalumai

Lantanidy jony spinduliai ir koordinaciniai skaiciai yra panaSus ] tokiy elementy kaip Ca, Mn,
Mg, Fe ar Zn, o tai rodo, kad jie potencialiai gali turéti biologinj poveikj gyvoms lasteléms. Kita jy
savybé - geb&jimas jungtis su organinémis molekulémis ir sudaryti stabilius kompleksus (Valcheva-
Traykova et al., 2014).

Lantanidai jau daugel] mety naudojami kaip zemés iikio trasos, ypac Kinijoje, ta¢iau mazai
zinoma, kaip konkreciai jie veikia augalus ir dumblius. Buvo nustatyta, kad lantanidai teigiamai
veikia naminiy gyviny ir paséliy augimg (Hu et al., 2004). Buvo paSalintas metaly trikumas,
padidintas maisto medziagy pasisavinimas, perdavimas ir medziagy apykaita, pastebétas
fermentinio aktyvumo sukeltas medziagy apykaitos padid¢jimas. Taip pat nustatyta, kad lantanidai
turi jtakos fotosintezei arba atsparumui tokiems stresiniams veiksniams kaip riigstis lietts, sausra
ir/arba pavojingi metalai (L. Wang et al., 2014). Taciau lantanidy veikimo mechanizmai augaluose

ar dumbliuose vis dar nezinomi.
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Ln?" ir Ca** jonai yra labai panasiis cheminiu poziiiriu, vienas i§ lantanidy privalumy yra jy
gebéjimas sumazinti kalcio trilkuma. D¢l $iy panaSumy ir dél to, kad lantanidy valentingumas yra
didesnis nei kalcio, Ln jonai gali lengvai pakeisti Ca>" ir su didesniu afinitetu prisijungti prie
daugelio receptoriy. Priklausomai nuo pakeisto metalo poveikio, tai gali turéti skirtingg poveikj
medziagy apykaitai.

Dauguma tyrimy, susijusiy su dumbliais ir lantanidais, buvo sutelkti j dumbliy augimo
savybes, nebandant nustatyti mechanizmo ar mechanizmy, kuriais grindZiamas teigiamas poveikis.
Todél neaisku, ar teigiamg lantanidy poveikj lemia jy gebé&jimas neutralizuoti slopinamajj sunkiyjy
metaly poveikj, jy dalyvavimas tam tikrose fiziologinése reakcijose, pavyzdziui, laisvyjy deguonies
radikaly Salinime (Valcheva-Traykova et al., 2014), ar maistiniy medZziagy trikumo mazinimas, kaip

pastebéta augaluose (Goecke, Jerez, et al., 2015).

1.3.4. Lantanidy toksiSkumas

Pagal Hodzo-Sternerio klasifikavimo sistema lantanidai pasizymi nedideliu toksiSkumu, nors
jis priklauso nuo jy cheminés formos ir apdorojimo, taciau lantanidy perteklius dirvoZzemyje ir
vandenyje gali buti kenksmingas zmonéms ir gyviinams (Abramczuk, 1985). Ce, La ir Gd poveikis
sveikatai yra labiausiai istirtas; kity poveikis sveikatai vis dar nezinomas (Pagano et al., 2016).
Daugelyje ataskaity iSsamiai apraSytas lantanidy toksiSkumas jvairiems organizmams (X. Wang et

al., 2003), taciau truksta aiSkumo dél didziausiy leistiny koncentracijy, slenksciy ir toksisSkumo

lygiy.

Irodyta, kad lantanidai toksiSkai veikia jvairius mikroorganizmus, tac¢iau nepakanka duomenuy,
kad buty galima daryti i§vadas, kaip jie apskritai veikia dumblius. IStirtas tik nedidelis skaicius
biiriy, jskaitant Chlorophyta (Jin et al., 2009) ir Cyanobacteria (Y. Wang et al., 2012). Taciau
daugumoje kity dumbliy tyrimy apie lantanidy biologinj prieinamuma rasta mazai informacijos arba
jos 18 viso nerasta. Taigi rySys tarp lantanidy koncentracijos ir stimuliuojancio ar slopinancio
poveikio toms pacioms dumbliy rii§ims yra nevienodas.

Dabartiniuose lantanidy toksiSkumo dumbliams tyrimuose daugiausia démesio skiriama
maistiniy medZiagy iSeikvojimui, o ne pac¢iam junginiy toksiSkumui. Remiantis Siais tyrimais,
lantanidai gali absorbuoti tam tikras gyvybiskai svarbias maistines medziagas, pavyzdziui, fosfatus,

o tai gali turéti jtakos augimui (mirtis dél maistiniy medziagy stokos) (Kajjumba & Marti, 2022).
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Kadangi dumbliai yra pirminiai gamintojai, numatomas lantanidy judéjimas maisto grandine. Tod¢l
bitina atkreipti démesj i lantanidy toksiSkuma dumbliams, nes bet koks Zalingas poveikis gali

iSplisti j aukstesniy trofiniy lygiy organizmus.

1.3.5. Biologinis lantanidy panaudojimas

Lantanidai naudojami biologinése sistemose kaip tragsSos, vandens Zydé¢jimo naikintojai,
augimo stimuliatoriai ir aptikimo priemonés (bioindikatoriai, Zymekliai). Jvairiems gyviinams,
iskaitant kiaules ir kitus naminius gyvulius, lantanidus sitiloma naudoti kaip augimo stimuliatorius
(He & Rambeck, 2000). Dumbliai, kuriuose yra daug lantanidy, gali biiti funkciniy maisto produkty
ar maisto papildy pakaitalas. Taciau lantanidais praturtintos dumbliy biomasés, kaip augimo
stimuliatoriaus, veiksmingumas jrodytas tik viename tyrime(Aladaileh et al., 2020). Todé¢l bty
labai svarbu atlikti daugiau tyrimy, kad biity surinkta tinkama informacija apie lantanidy perdavimo

pasekmes ir jvertinta poveikio zmonéms per gyviininés kilmés maistg galimybé.

Daugybé mikroorganizmy, pavyzdziui, melsvabakterés (tokios kaip Microcystis ar
Alexandrium spp.), gali sukelti vandens zydéjima, kuris turi zalingg poveikj aplinkai, zmoniy
sveikatai ir ekonomikai. Vandens Zydéjimo metu susidaro Zmonéms ir gyviinams kenksmingi
toksinai, pavyzdZiui, saksitoksinai ir mikrocistinai (Liirling & Van Oosterhout, 2013). Tyrimas su
Microcystis aeruginosa parode, kad lantanidai turi jtakos mikrocistiny kiekiui ir gali pakeisti
dumbliy fiziologija, o fosforo kiekis, lantanidai ir cianobakterijy augimo poZymiai buvo glaudZziai
susije (Shen et al., 2018).

Kuriant naujus, jautrius aptikimo metodus buvo jsigyti ir iSbandyti aktyviis lantanidy chelatai.
Jie naudojami kaip itin jautriis fluorescenciniai zondai arba fono slopinimui jautriuose

imunofermentiniuose tyrimuose, kaip pavyzdziui cianotoksino mikrocistino (Santos et al., 2013).
1.3.6. Lantanidy atlieky valymas ir ju regeneravimas

Kinija ir kitos Salys, turin¢ios gausiy lantanidy istekliy, naudoja Siuos elementus kaip trasas

zemes tkio produkcijai didinti. Kartu su auganciu vartojimu smarkiai ir spar¢iai daugeja atlieky,

kuriose yra jvairios koncentracijos ivairiy lantanidy. Zemés iikio gamybos ekosistemose randami

lantanidai gali patekti j gruntinius vandenis ir 18 jy patekti j upes, eZerus ar vandenyng. Nors buvo
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atlikta keletas tyrimy apie lantanidy bioakumuliacijos ekologinj poveikj ir galimus pavojus, tac¢iau
jie yra per trumpi, kad biity galima daryti platesnes i§vadas.

Be to, nenustatyta jokiy taikytiny taisykliy ar gairiy, susijusiy su ribinémis vertémis ir
dozémis dél lantanidy kiekio aplinkoje (L. Wang et al., 2014). Lantanidai yra laikomi naujai
atsirandanciais terSalais, tod¢l butina nustatyti lantanidy emisijos ir koncentracijos aplinkoje ribines
vertes (Pagano et al., 2016). Todél Siy lantanidy terSaly paSalinimas yra labai svarbus, siekiant

sumazinti didé¢jancig aplinkos tar$g vandens aplinkai.

1.3.7. Cheminis perdirbimas

Lantanidai gali biiti perdirbami i§ atlieky chemiskai atskiriant juos i$ tirpaly (pvz., chemiskai
nusodinant, atskiriant elektrocheminiu biidu, atskiriant membranomis, atvirkstiniu osmosu ir t. t.)
(Barmettler et al., 2016). Sie metodai yra palyginti brangiis, be to, juos taikant daznai susidaro kity
formy neorganiniy atlieky.

Tokie metodai, kaip pirometalurgija ir hidrometalurgija, skirti lantanidams iSgauti is riidy, gali
padaryti didele zalg aplinkai, be to, yra brangts (Binnemans et al., 2013). Kiti rimti triilkumai biity
priklausomybé nuo vieno ir potencialiai riboto Saltinio, naudojant kitus iSeikvotus gamtinius
iSteklius. Be to, Sie tradiciniai fizikiniai-cheminiai procesai yra brangis ir net neveiksmingi valant
mazesnes koncentracijos metaly jonus, esancius nuotekose (Binnemans et al., 2013). Papildoma
tradiciniy metody problema yra didelis uztersSto vandens kiekis, auksSta temperatiira ir didelés
cheminiy medziagy sagnaudos (Ponou et al., 2014). Tod¢l mokslininkai daugiausia démesio skiria

pigesniy buidy ir kartu aplinkai nekenksmingy technologijy paieskoms.

1.3.8. Biosorbcija

Biosorbcija, tai biotechnologinis metodas, yra potencialiai veiksmingesnis ir pigesnis
lantanidy perdirbimo variantas, palyginus su jprastais cheminiais metodais. Daug jvairiy gyvininés
ar augalinés kilmés organiniy liekany, tokiy kaip aktyvinta anglis ar jvairiy organizmy (dumbliy,
gryby ir bakterijy) biomas¢, pasiZzymi geb¢jimu adsorbuoti jvairius lantanidus, todel Sios medZziagos
gali biiti tiriamos kaip potencialiis biosorbentai (Anastopoulos et al., 2016). Nustatyta, kad
naudojant aerobine, genetiSkai modifikuota Caulobacter crescentus bakterija galima taikyti
konkrety biologiskai tinkamg lantanidy regeneravimo naudojant biosorbenty medziagas metoda
(Park et al., 2016). Buvo jvertinti jvairiis kiti biosorbentai, jskaitant dumblius, bakterijas, grybus ir

mieles (Das & Das, 2013). Nustatyta, kad kai kurie vienalgsciai dumbliai, jskaitant Chlorella spp. i
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Nannochloropsis spp., taip pat cianobakterijos Microcystis spp. yra aktyviis lantanidy (La** ir Ce*")
biosorbentai (Richards & Mullins, 2013).

1.3.9. Lantanidy kaupimasis gyvose Igstelése

Biologinis lantanidy perdirbimas naudojant gyvas lasteles yra sprendimas, turintis pranaSumy,
palyginti su cheminiais ir adsorbcijos metodais. Lantanidy surinkimas i$ aplinkos yra pigus, be to,
nesusidaro daug antriniy atlieky. Sis metodas teikia papildomy privalumy, nes juo galima perdirbti
labai mazos koncentracijos lantanidus vandeniniame tirpale, kai tai sunkiau padaryti cheminiais ir
adsorbcijos metodais, ir perdirbti lantanidus i$ kity atlieky srauty, kuriy koncentracija yra daug

mazesn¢, nei paprastai yra tvari taikant kitus metodus.

Vienalasciai raudonieji dumbliai Galdieria sulphuraria gali autotrofiniu arba heterotrofiniu
budu jsisavinti anglj, kurig sudaro jvairtis cukrai ir (arba) polioliai, ir iSgyventi esant mazdaug 1,5
pH ir 56 °C temperatiirai (Oesterhelt et al., 2007). Buvo pranesta, kad G. sulphuraria efektyvumas
yra didesnis nei 90 % vandeniniy tirpaly, kuriuose yra Nd**, Dy*" ir La*" mi$inio, esant mazdaug
2,5 pH ir 0,5 ppm pradinei lantanidy koncentracijai (Minoda et al., 2015). Esant pH 1,5-2,5,
efektyvumas nepakito.

Pagal Jacinto et al. tyrimg, parodancio jiiros dumblius, kuriame Gracilaria gracilis sugebéjo
pasalinti mazos koncentracijos (0,5 mg/l) lantanidus > 70 % iSeiga. Taigi G. gracilis turi galimybiy
pasalinti lantanidus (Y, Ce, Nd, Eu ir La) i§ maZos koncentracijos nuoteky, o tai potencialiai gali
2018). Todél gyvy dumbliy naudojimas lantanidams kaupti yra daug zadanti alternatyva Siy

elementy perdirbimo i§ nuoteky technologija.

Dumbliai yra ekologiSkai svarbiis organizmai, esantys pacioje mitybos grandinés apacioje. Bet
kokia neigiama ar teigiama dumbliy sgveika su metalais persiduoda kitiems organizmames.
Atsizvelgiant | tai, kad dumbliai gali pasisavinti lantanidus, tai gali paveikti juos supancig aplinka, o
tai gali kelti grésmeg ir suteikti galimybiy tolesniems tyrimams ir panaudojimui. Dél susipynusiy
gebéjimy bioakumuliuotis ir galimo teigiamo ar toksisko lantanidy poveikio gali biiti sunku tiksliai
numatyti ekologines grésmes. Dumbliai su lantanidais arba be jy gali biti jvairiai naudojami,
jskaitant bioindikatorius, traSas, toksiny detektorius, fitoremediacijos ir perdirbimo priemones.
Todél svarbu suprasti dumbliy organizmy ir lantanidy junginiy ry$ius. Kai turésime gery ziniy apie

molekulinius mechanizmus, kuriais §ie junginiai veikia, pagerés jy panaudojimo galimybeés.
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2. Medziagos ir metodai

2.1. Medziagos

Lantano junginiai

Tyrimui buvo panaudoti du lantano junginiai — lantano nitratas — LaNOs, bei lantano chlorido
heptahidratas — LaCl; * 7 H>O.

Lantano(III) nitratas sudaro bespalvius (baltus) kristalus, kurie i$sisklaido ore. Jis gerai tirpsta
vandenyje, silpnai hidrolizuojamas katijony. Tirpsta etanolyje, etilendiamine. Sudaro kristalinj
hidrata, kurio cheminé formulé - La(NO3); * 6H>0.

Lantano (III) chloridas yra dvimatis neorganinis junginys, lantano metalo ir druskos riigSties
druska, kurio formul¢ LaCls. Tai - bespalviai kristalai, kurie tirpsta vandenyje, sudaro kristalinj
hidrata. Jis priklauso cheminiy junginiy lantanidy trichloridy grupei, kuriy formulé yra LnCls, kur

Ln reiskia metalo lantanida.

6 pav. Tyrime naudoti lantano nitrato milteliai (i§ kairés) bei lantano chlorido heptahidrato kristalai

(18 desings).
2.2. Metodai

2.2.1. Pradinés kulturos ir augimo sglygos (1 eksperimentu etapas)

Bandymams naudoti Haematococcus pluvialis zaliadumbliai.

Paruostos ir bandymams naudojamos dvi skirtingy stadijy kultiiros:
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e HpZ — kultiira, laikyta jai palankiomis salygomis, jgavusi alig spalva.
e HpR - kultora, laikyta jai nepalankiomis stresinémis salygomis, jgavusi raudong

spalvg .

H. pluvialis HpZ kultira auginama jai palankiomis augimo salygomis. Naudojama
autoklavuota BB terpé. Kultiira auginama 500 ml talpos Erlenmejerio kolbose po 50 ml BB terpés,
uzkim$ta vatos kams¢iu. Laikoma 21 °C temperatiiroje, (14,43 +0,8) umol-m?2-s? apgvietime
naudojant baltos $viesos LED (16 W 3500 K) lempas.

H. pluvialis HpR kultira auginama jai nepalankiomis augimo salygomis. Naudojama
autoklavuota BB terpé (modifikuota be azoto). Kultira auginama 500 ml talpos Erlenmejerio kolbose
po 50 ml BB terpés, uzkimsta vatos kamséiu. Laikoma 21 °C temperatiiroje, (14,43 + 0,8) pmol-m-
2.¢’1 apgvietime naudojant baltos $viesos LED (16 W 3500 K) lempas.

Eksperimento pradzioje nustatomas pradinés kultiiros sausas svoris. Atsizvelgiant | pradinés
kultiiros koncentracijg ji yra skiedziama autoklavuota BB terpe iki 0,5 g/L biomasés koncentracijos.
Praskiesta kultiira su BB terpe iSpilstoma po 50 mL j astuonias 500 mL talpos Erlenmejerio kolbas.
Kultiiros koncentracija — 0,5 g/L. Auginant HpZ kultiira naudojama BB terpé; HpR kultiirg
naudojama BB terpé be azoto. Likusi kultiira auginama tolimesniems eksperimentams naudojant
standarting BB terpg. Tyrimo metu buvo naudojamos skirtingos lantano nitrato bei natrio nitrato
koncentracijos (mol/L) BB terpé¢je, tam kad nustatyti skirtingy koncentracijy poveikj Haematoccocus

pluvialis Zaliadumbliams:

2 lentelé. Lantano nitrato koncentracija eksperimentinéje terpé¢je 1 tyrimo etapo metu.

Eksperimento Lantano nitrato koncentracija (mol/L)
numeris
1 0 0,5 2 5
2 0 0,1 0,3 0,5
3 0 0,01 0,05 0,1
4 0 0,01 0,05 0,1

Pirmo bei antro eksperimento metu meéginiai buvo laikomi savaitg, trecio bei ketvirto — ménes;.
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7 pav. HpR kultiira (vir§uje) bei HpZ kultiira (apacioje), 1 eksperimento pradzioje.

2.2.2 Pradinés kultiiros ir augimo salygos (2 eksperimenty etapas)

H. pluvialis HpZ kultira auginama jai palankiomis augimo salygomis. Naudojama
autoklavuota BB terpé. Kultiira auginama 1000 mL talpos bioreaktoriuose po 500 mL BB terpés,
prijungti prie oro vamzdzio. Laikoma 21 °C temperatiiroje, (14,43 * 0,8) umol-m2-s apsvietime
naudojant baltos $viesos LED (16 W 3500 K) lempas.

H. pluvialis HpR kultiira auginama jai nepalankiomis augimo sglygomis. Naudojama
autoklavuota BB terpé (modifikuota be azoto). Kultira auginama 500 ml talpos Erlenmejerio kolbose
po 50 ml BB terpés, uzkimsta vatos kamsc¢iu. Laikoma 21 °C temperatiiroje, (14,43 £ 0,8) umol-m"
2.¢’1 ap§vietime naudojant baltos $viesos LED (16 W 3500 K) lempas.

Eksperimento pradzioje nustatomas pradinés kultiiros sausas svoris. Atsizvelgiant | pradinés
kultiiros koncentracija ji yra skiedZziama autoklavuota BB terpe iki 0,5 g/L biomasés koncentracijos.
Praskiesta kulttira su BB terpe iSpilstoma po 500 mL j astuonias 1000 mL talpos bioreaktorius.
Kultiros koncentracija — 0,5 g/L. Auginant HpZ kultira naudojama BB terpé; HpR kultira
naudojama BB terpé be azoto. Likusi kultlira auginama tolimesniems eksperimentams naudojant

standarting BB terpe. Tyrimo metu buvo naudojamos skirtingos lantano chlorido bei natrio chlorido
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koncentracijos (mol/L) BB terpé¢je, tam kad nustatyti skirtingy koncentracijy poveikj Haematoccocus

pluvialis zaliadumbliams :

3 lentelé. Lantano nitrato koncentracija eksperimentinéje terpéje 2 tyrimo etapo metu.

Eksperimento Junginio koncentracija
numeris
1 (HpR NaCL) 0 0,0013 0,0027 0,0054 0,0081 0,0135
2 (HpZ NaCL) 0 0,0013 0,0027 0,0054 0,0081 0,0135
3 (HpR LaCls* 0 0,0013 0,0027 0,0054 0,0081 0,0135
7H-0)
4 (HpZ LaCl3* 0 0,0013 0,0027 0,0054 0,0081 0,0135
7TH20)

8 pav. Tyrimui naudotas bioreaktorius su HpZ ir HpR kultiromis.
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2.2.3 Dumbliy sauso svorio matavimas

Imamas Zinomas tiris H. pluvialis kultdros, centrifuguojama 7000 rpm 10 min, supernatantas
nupilamas, resuspenduojama 15 mL dejonizuotu vandeniu. Centrifuguojama 7000 rpm 5 min,
supernatantas nupilamas. Likusi biomas¢ surenkama pipete, supilama j pasvertas plastikines
leksteles. Dziovinama dziovinimo spintoje 5 valandas 70 °C temperatiroje. Tuomet Iékstelés vél

sveriamos ir pagal 1 formulg apskai¢iuojamas dumbliy sausas svoris ir koncentracija méginyje.

_ (LS-LB) x 1000 mL
- v

DK

(1 formul¢)

DK — dumbliy koncentracija, g/L;
LS — Ieksteles su i8dziovintais dumbliais svoris, g;
LB — lekstelés be dumbliy svoris, g;

V — méginio taris, mL.

2.2.4. Dumbliy lasteliy skai¢iavimas Sviesiniu mikroskopu

H. pluvialis dumbliai stebimi ir skai¢iuojamos jy morfologiskai skirtingos lastelés §viesiniu
mikroskopu prie§ uzs¢jant tyrimui ir po tyrimo analizuojant rezultatus. Stebima ,,Olympus BX51*
Sviesiniu mikroskopu, daromos nuotraukos naudojant ,,QImaging MicroPublisher 3.3 RTV* kamera
ir ,,Image-Pro Plus 7.0 kompiutering programa.

Lasteliy skai¢iavimui naudojamas ,,Biirker hemocitometras. Ant gardelés uZdedamas lasas
meéginio, fiksuoto 5 % liugolio tirpalu. Gardel¢je Igstelés skaiCiuojamos dvi langeliy eilutes
suskaiciuojant, dvi praleidziant ir t.t. iki pasiekiant bent 100 lasteliy. Langelyje jskai¢iuojamos tos
lastelés, kurios liecia apating ir deSine kvadrato krasting, lieCiancios virSuting ir kaire langelio kraSting

nejskaiciuojamos. Lasteliy skai¢ius nustatomas pagal 2 formule iSreiSkiant 1gsteliy skaic¢iy mililitre.

Last. _ C X 250000

— 5 (2 formul¢)

C — suskaiciuoty lgsteliy suma;

P — suskaiciuoty langeliy skaicius.
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Pagal gautus duomenis ir 3 formule¢ apskai¢iuojama lasteliy masé méginyje, taip nustatant, ar

lasteliy dydis yra pakitgs.

_ DK x(1x107°)
o A

M (3 formulé)

M — lgsteliy masé, pg;
DK — dumbliy koncentracija, g/L;

A — visy lasteliy méginyje skaicius.

| |
I

linija kertancios Iastelés

3mm
nejskai¢iuojamos T
1mm

linija kertancios lastelés
iskai¢iuojamos H
skai¢iuojami langeliai .| 1 ! 1|
—»| |«-020mm —»{|4-0.05 mm

I

9 pav. Lasteliy skacavimo schema ,, Biirker* hamocitometro gardel¢je (Ieva Endriukaityte, 2023).

2.2.5. Astaksantino koncentracijos matavimas

Astaksantino analizei atsveriama dumbliy masé¢ (~ 10 mg HpZ, ~5 mg HpR kultiiros atvejais
(masés skirtingos atsizvelgiant j astaksantino koncentracijg, kurios biity galima tikétis)). Dedama |
plastikinius mégintuvélius ir jpilama 30 gL dejonizuoto vandens. Laikoma 10-30 min, tuomet
pridedama 5 ml 5 % KOH tirpalo 30 % metanolio tirpale. Mégintuvéliai dedami j iki 70 °C jkaitintg
vandens vonig ir laikoma 15 min, tuomet centrifuguojama 5 min. 7000 rpm. Supernatantas su
iStirpusiu chlorofilu nupilamas ir nebenaudojamas. Ant likusios biomasés pridedami 200 pL ledinés
acto rugsties ir 5 mL dimetilsulfoksido (DMSO). Méginiai vorteksuojami ir kaitinami 10 min.

vandens vonioje. Centrifuguojama 5 min. 7000 rpm, supernatantas nupilamas j 25 mL tdrio
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matavimo kolbas. Reakcija su DMSO ir ledine acto riigS§timi kartojama 3 — 4 kartus, kol nuosédos
tampa baltos ar pilkos, o supernatantas nebeturi rausvos spalvos. Tuomet matavimo kolbos
uzpildomos su DMSO iki 25 mL ribos. Spektrofotometru ,,LAMBDA 25 (PerkinElmer)* matuojamas
supernatanto optinis tankis (OT) ties 490 nm ir 750 nm bangos ilgiais. Astaksantino koncentracija

procentais sausoje biomas¢je apskaic¢iuojama pagal 4 formule.

_ (0T490-0T750) X 5,6 X MT
- BM

A X 100 % (4 formulé)

A — astaksantino koncentracija biomaséje, %;
OT — optinis tankis ties nurodytu bangos ilgiu;
5,6 — sugerties koeficientas;

MT — méginio tiris, L;

BM — biomasés masé, mg.

3. Rezultatai

3.1.1. Biomasés prieaugio bei astaksantino pokytis (1 eksperimento etapas)

Pirmo bei antro eksperimento kolbose metu buvo pastebéta greita kultiiros Ziitis visuose
méginiuose savaités begyje.

3 eksperimento metu buvo pastebétas spartus biomasés prieaugis ir HpZ ir HpR kultiirose, taip
pat buvo pastebétas drastiSkas spalvos pokytis HpR méginiuose — méginiai pazaliavo 0,01 mol/L
(laikinai, mazdaug 2 savaitéms) bei 0,05 mol/L(nuo antros tyrimo savaités iki eksperimento

pabaigos) koncentracijose.
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o

11 pav. HpR kulttra 4 eksperimento pabaigoje.

Dél sito rezultato buvo nuspresta atkartoti eksperimenta dar karta, papildomai patikrinant

astaksantino koncentracijg bei biomasés kiekj méginiuose:
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Lantano nitrato konc., mol/L

12 pav. 4 eksperimento biomaseés kiekis priklausant LaNO3 koncentracijai terpéje.

Ketvirto eksperimento metu buvo pastebétas nemazas biomasés pricaugis méginiuose su
lantano nitratu 0,01 mol/L (HpZ — 2,68 g/L, HpR — 2,72 g/L) bei 0,05 mol/L (HpZ — 3,54 g/L, HpR

— 3,0 g/L) koncentracijose, lyginant su kontrole ir HpZ ir HpR méginiuose.

2.5 HpZ
c?).- 2 m HpR
S
_E 1.5
S 1
2
+ 0.5
<

0

0 0.01 0.05 0.1
Lantano nitrato konc., mol/L

13 pav. 4 eksperimento astaksantino koncentracija priklausant LaNO3 koncentracijai terpéje.

Astaksantino koncentracijos kito nuo 0,06 % (0,1 mol/L lantano nitrato) iki 0,7 % (0,05 mol/L
lantano nitrato) panasiai kaip ir kontroléje HpZ kultiiroje, o HpR kultiroje nuo 0,0003 % (0,1 mol/L

lantano nitrato) iki 1,27 % (0,01 mol/L lantano nitrato), kas buvo maziau (1,97 %) kontrol¢je.
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3.1.2. Biomasés prieaugio pokytis (2 eksperimento etapas)

Bioreaktoriuose eksperimento metu, panasiai kaip ir kolbose, buvo pastebéta greita kultiros

zutis visuose 5 mol/L - 0,1 mol/L lantano nitrato koncentracijy méginiuose savaités bégyje.

4.5

I
HpZ
®HpR
0.5
0
0 0.1

0.01 0.05
Natrio nitrato konc., mol/L

SN
H
—
—

Biomasés kiekis, g/L
= N w
ol N ol w (8]

[EEN

14 pav. HpR bei HpZ kultiiry biomasés priklausant NaNO3 koncentracijai terpéje paskuting
eksperimento dieng. Paklaidy stulpeliai Zymi standartinj nuokrypj.

Atlikus kultiry biomaseés prieaugio matavimus sauso svorio skai¢iavimais, mé€giniuose su
natrio nitratu buvo pastebétas palaipsnis biomasés didéjimas HpZ (vidutiniskai nuo 3,04 g/L iki

3,82 g/L) bei HpR (vidutiniskai nuo 2,51 g/L iki 2,89 g/L) kulttruose.
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15 pav. HpR bei HpZ kultiiry biomasés kiekis priklausant LaNO3 koncentracijai terpéje paskuting
eksperimento dieng. Paklaidy stulpeliai Zymi standartinj nuokrypij.

Panasiai kaip ir kolbose atliktame eksperimente, bioreaktoriuose buvo pastebétas nemazas
biomasés prieaugis méginiuose su lantano nitratu 0,01 mol/L (HpZ — 4,62 g/L, HpR — 5,2 g/L) bei
0,05 mol/L (HpZ — 3,58 g/L, HpR — 5,48 g/L) lyginant su kontrole ir HpZ (4,54 g/L) ir HpR (4,14
g/L) méginiuose. Méginiuose su 0,01 mol/L lantano nitrato koncentracija buvo pastebétas biomasés

nuokrytis lyginant su kontrole ir HpZ (2,02 g/L) ir HpR (0,94 g/L) kultiirose.

Méginiuose su natrio chloridu bei lantano chlorido heptahidratu biomaseés bei Iasteliy

koncentracijos pokytis buvo tikrinamas kas pora dieny:

30



0.80

0.70

0.60
=
E“; 0.50 =0
3 #0.0013
< 0.40
3 #0.0027
g 0.30 +0.0054
M = 0.0081

0.20

#0.0135
0.10
0.00
0 2 6 9 12 15 18 21
Laikas, diena

16 pav. HpR kultiiros biomases kiekis priklausant natrio chlorido koncentracijai terpéje

eksperimento metu. Paklaidy stulpeliai Zymi standartinj nuokrypj. Legendoje — lantano chlorido

heptahidrato koncentracija mol/L.

Vidutinis biomaseés prieaugis bandyme su natrio chloridu kito nuo 0,3 g/L iki 0,68 g/L HpR
kultiiroje (16 pav.) bei nuo 0,15 g/L iki 0,5 g/L HpZ kultiiroje (17 pav.).

0.6
0.5
5, 0.4
RZ) 0
5 %0.0013
<03
2 #0.0027
3
= 0.0054
i 02 = 0.0081
= 0.0135
0.1
0
0 2 6 9 12 15 18 21
Laikas, diena

17 pav. HpZ kultiiros biomasés kiekis priklausant NaCl koncentracijai terpéje eksperimento metu.

Paklaidy stulpeliai zymi standartinj nuokrypj. Legendoje — lantano chlorido heptahidrato

koncentracija mol/L.
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18 pav. HpR kultiiros biomasés kiekis priklausant LaCl; * 7 H2O koncentracijai terpéje
eksperimento metu. Paklaidy stulpeliai Zymi standartinj nuokrypij. Legendoje — lantano chlorido

heptahidrato koncentracija mol/L.

Vidutinis biomasés prieaugis bandyme su lantano chlorido heptahidratu kito nuo 0,3 g/L iki
1,13 g/L 9 tyrimo dieng HpR kultiiroje ir po to pradéjo mazéti iki 0,73 g/L (18 pav.). HpZ kultiroje
biomasé pakito nuo 0,2 g/L iki 0,97 g/L 6 tyrimo dieng, pradedant nuo 9 tyrimo dienos biomasés
kiekis prad¢jo palaipsniui mazeéti iki 0,29 g/L 18 tyrimo diena (19 pav.).
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19 pav. HpZ kultiiros biomasés kiekis priklausant LaCls * 7 H,O koncentracijai terpéje
eksperimento metu. Paklaidy stulpeliai Zymi standartinj nuokrypj. Legendoje — lantano chlorido

heptahidrato koncentracija mol/L.
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3.2. Lasteliy koncentracija terpéje

Eksperimento su natrio chloridu metu buvo pastebétas stabilus dumbliy prieaugis. Devynta

dieng patikrinti méginiai parodé vidutinj lasteliy koncentracijos prieaugj nuo 2,18*10° iki 2,23*10°

last./mL HpR kulttroje, tokia tendencija (20 pav.) buvo stebima beveik viso atlikto tyrimo su natrio

chloridu metu.

HpZ kultiiroje taip pat pastebétas palaipsnis Igsteliy koncentracijos padidéjimas viso eksperimento

metu. Devyntg dieng méginiuose lasteliy koncentracija vidutiniskai pakito nuo 3,21*10° iki

3,31*10° Igst./mL. Panasi tendencija islyko iki paskutinés eksperimento dienos (21 pav.).

3.00E+05

2.50E+05

~ 2.00E+05
H mK
- m0,05%
1.50E+05 =
u0,1%
0,2%
1.00E+05
m0,3%
m0,5%
5.00E+04
0.00E+00
0 2 5 9 12 16 19

Laikas, diena

/mL

Lasteliy konc., 1ast

20 pav. HpR kultiiros Igsteliy koncentracijos pokyc¢iai priklausomai nuo NaCl koncentracijos
tyrimo metu. Paklaidy stulpeliai Zymi standartinj nuokrypj. Legendoje — natrio chlorido

koncentracija mol/L.
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21 pav. HpZ kultiiros lasteliy koncentracijos poky&iai priklausomai nuo NaCl koncentracijos
tyrimo metu. Paklaidy stulpeliai Zymi standartinj nuokrypj. Legendoje — natrio chlorido
koncentracija mol/L.

Meéginiuose su lantano chlorido heptahidratu HpR kultiiroje buvo pastebétas lasteliy
koncentracijos sumaz¢jimas 0,0027 mol/L, 0,0054 mol/L bei 0,0081 mol/L koncentracijose,
pradedant nuo 15 tyrimo dienos iki eksperimento pabaigos. Méginyje su 0,0135 mol/L lantano
chlorido heptahidrato koncentracija terpéje buvo pastebétas stabilus vidutinis Igsteliy

koncentracijos prieaugis nuo 2,17*10° iki 2,59*10° Igst./mL (22 pav.).
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22 pav. HpR kultiiros Iasteliy koncentracijos pokyc¢iai priklausomai nuo LaCls; * 7 H2O
koncentracijos tyrimo metu. Paklaidy stulpeliai zymi standartinj nuokrypi. Legendoje — lantano
chlorido heptahidrato koncentracija mol/L.
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HpZ kultiiroje buvo pastebétas lasteliy koncnetracijos sumazéjimas 0,0013 mol/L, 0,0027

mol/L bei 0,0054 mol/L koncentracijy méginiuose pradedant nuo devyntos eksperimento dienos.

Méginyje su 0,0081 mol/L bei 0,0135 mol/L lantano chlorido heptahidrato koncentracija terpéje
buvo pastebétas kulttiros per¢jimas 18 zalios judrios fazés | nejudrig raudong faze bei stabilus
lasteliy prieaugis nuo 1,5%10° iki 2,88*10° I3st./mL, kas buvo maZiau negu kontroléje paskuting

eksperimento dieng (3,33*10° Iast./mL) (23 pav.).
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23 pav. HpZ kultiiros lasteliy koncentracijos poky¢iai priklausomai nuo LaCl; * 7 H,O
koncentracijos tyrimo metu. Paklaidy stulpeliai zymi standartinj nuokrypij. Legendoje — lantano

chlorido heptahidrato koncentracija mol/L.
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3.3. Vidutinis lastelés svoris

Nustacius bendrg lasteliy skaic¢iy méginyje ir sausa svorj buvo apskaiciuota lasteliy vidutiné
masé NaCl koncentracijai kintant nuo 0 mol/L iki 0,0135 mol/L HpR ir HpZ kultiiroje. HpR
kultdiroje vidutinis lastelés svoris varijavo nuo 2,5 pg/vnt. iki 2,6 pg/vnt. (24 pav). Tuo tarpu HpZ
kultturoje 1,16 pg/vnt. (0,0027 mol/L NaCl koncentracijoje) iki 2,6 ug/vnt. (0,0135 mol/L NaCl

koncentracijoje) (25 pav.).
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24 pav. HpR kultiiros vidutinis 1gsteliy svoris priklausomai nuo NaCl koncentracijos paskutine

eksperimento dieng. Paklaidy stulpeliai Zymi standartinj nuokrypi.
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25 pav. HpZ kultiiros vidutinis lasteliy svoris priklausomai nuo NaCl koncentracijos paskutine

eksperimento dieng. Paklaidy stulpeliai Zymi standartinj nuokrypj.
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Méginiuose su lantano chlorido heptahidratu HpR kultiiroje vidutinis lgstelés svoris varijavo

nuo 1,79 pg/vnt. (kontrolé) iki 4,66 pg/vnt (0,0027 mol/L LaClz * 7 H>O koncentracijoje) (26 pav.

Tuo tarpu HpZ kultiiroje nuo 1,4 pg/vnt. (kontrol¢) iki 2,7 pg/vat. (0,0027 mol/L LaCl; * 7 H,O

koncentracijoje) (27 pav.).
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26 pav. HpR kulttiros vidutinis lasteliy svoris priklausomai nuo LaClz * 7 H>O koncentracijos

paskuting eksperimento dieng. Paklaidy stulpeliai zymi standartinj nuokrypi.
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27 pav. HpZ kultiiros vidutinis Iasteliy svoris priklausomai nuo LaCls * 7 H>O koncentracijos

paskutine eksperimento dieng. Paklaidy stulpeliai zymi standartinj nuokrypj.

).

37



3.4. Astaksantino koncentracija biomaséje

Atlikus kultury astaksantino kiekio skaic¢iavimus ekstrakto optinio tankio matavimais
pastebéta, kad NaNOj3 koncentracijai kintant nuo 0 mol/L iki 0,1 mol/L, astaksantino koncentracija
mazéjo nuo 0,72 % iki 0,063 % HpZ kultiiroje, HpR kultiiroje astaksantino kiekis biomaséje mazejo
nuo 1,94 % iki 0,27 %, taip pat buvo pastebétas palaipsnis kultiros per¢jimas 1S nejudrios raudonos

fazés j judriajg zalig faze.
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28 pav. Astaksantino koncentracija priklausant NaNOs koncentracijai terpéje paskuting

eksperimento dieng. Paklaidy stulpeliai Zymi standartinj nuokrypj.
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29 pav. Astaksantino koncentracija priklausant LaNO3 koncentracijai terp¢je paskuting

eksperimento dieng. Paklaidy stulpeliai Zymi standartinj nuokrypi.
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Vidutinés astaksantino koncentracijos méginiuose su lantano nitratu kito nuo 0,78 %
(kontroléje) iki 0, 7 % (0,1 mol/L lantano nitrato koncentracijoje) HpZ kultiiroje. HpR kultiiroje
astaksantino kiekis biomas¢je mazejo nuo 2 % (kontrol¢je) iki 0,016 % (0,1 mol/L lantano nitrato
koncentracijoje), taip pat , panasiai kaip ir méginiuose su NaNOs buvo pastebétas palaipsnis
kulttros peréjimas 1§ nejudrios raudonos fazés j judrigja zalig faze (29 pav.).

Meéginiuose su natrio chloridu buvo pastebétas vidutinis astaksantino kiekis biomaséje nuo
1,35 % iki 1,53 % HpR kultiroje (30 pav.). HpZ kultiiroje astaksantino kiekis svyravo tarp 0,11 %
ir 0,15 % (31 pav.).
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30 pav. HpR kulttiros astaksantino koncentracija priklausant NaCl koncentracijai terpéje paskutine

eksperimento dieng. Paklaidy stulpeliai Zymi standartinj nuokrypj.
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31 pav. HpZ kultiiros astaksantino koncentracija priklausant NaCl koncentracijai terpéje paskutine

eksperimento dieng. Paklaidy stulpeliai Zymi standartinj nuokrypj.
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Eksperimentingje terpéje su lantano chlorido heptahidratu HpR kultiiroje astaksantino kiekis
biomasg¢je svyravo tarp 0,64 % (0.0013 mol/L. LaCls * 7 HO koncentracijoje) ir 0,02 % (0.0054
mol/L LaCl; * 7 H,O koncentracijoje). Méginiuose su 0,0027 mol/L, 0,0054 mol/L bei 0,0081
mol/L buvo pastebétas staigus pigmento kiekio sumazéjimas, tuo tarpu 0,0013 mol/L bei 0,0135

mol/L koncentracijose astaksantinas iSliko, nors ir jo buvo maziau lyginant su kontrole (0,98 %) (32

pav.).
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32 pav. HpR kultiiros astaksantino koncentracija priklausant LaCls * 7 H2O koncentracijai terp¢je

paskuting eksperimento dieng. Paklaidy stulpeliai Zymi standartinj nuokrypi.

Eksperimentinéje terpéje su lantano chlorido heptahidratu HpZ kultiiroje astaksantino kiekis
biomaséje svyravo tarp 0,15 % (0.0054 mol/L LaCls; * 7 H2O koncentracijoje) ir 0,38 % (0.0081
mol/L LaCl; * 7 H>O koncentracijoje). Méginiuose su 0,0081 mol/L, 0,0135 mol/L buvo pastebétas
pigmento kiekio padidé¢jimas, lyginant su kontrole (0,05 %) (33 pav.). Taip pat méginiuose su
0,0081 mol/L, 0,0135 mol/L lantano chlorido heptahidrato koncentracija, buvo pastebétas lgsteliy

peré¢jimas i$ judrios zZalios fazés | nejudrig raudong faze.
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33 pav. HpZ kultiiros astaksantino koncentracija priklausant LaCl; * 7 H>O terpéje paskuting
eksperimento dieng. Paklaidy stulpeliai Zymi standartinj nuokrypi.
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4. Rezultaty aptarimas

Mokslininky atliktuose tyrimuose buvo nustatyti keli aplinkos parametrai, tokie kaip Sviesos
intensyvumas, druskingumas ir maistiniy medziagy prieinamumas, kurie turi jtakos Haematococcus
pluvialis augimui bei vystymujsi (Illman et al., 2000). Dél vis didesnio lantano junginiy kiekio
patekimo ] biosfera, retyjy zemé elementy poveikis sukelia vis didesnj rupest] maistiniy medziagy

prieinamumui dumbliams (Herrmann et al., 2016).

Siame darbe buvo naudojami du lantano junginiai — lantano nitratas bei lantano chlorido

heptahidratasir buvo stebimas $iy junginiy poveikis Haematococcus pluvialis Zaliadumbliams.

Tai et al., 2010 metais pastebé&jo, kad lantano nitratas Zemose koncentracijose beveik neturi
jokio poveikio Skletonema costatum titnagdumbliui, tikriausiai, d¢l dumbliy apvalkalo (Tai et al.,
2010). Zaliadumbliai neturi tokio apvalkalo, kaip titnagdumbliai, dél ko lantano nitratui yra
lengviau patekti j Iastelés vidy. Pastebéta, kad tam tikros koncentracijos lantanidy druskos
stimuliuoja kai kuriy dumbliy augima; taciau konkrettis tokiy augima skatinanciy veiksniy veikimo
mechanizmai vis dar nezinomi. Hu et al, 2004 metais pastebéjo, kad tam tikros lantano
koncentracijos terpéje paskatina chlorofilo bei karotenoidiniy pigmenty sinteze Iasteléje (Hu et al.,
2004). Tuo tarpu kiti mokslininkai pastebéjo, kad Zzemos lantanidy koncentracijos teigiamai veikia
astaksantino sinteze Haematococcus pluvialis zaliadumbliuose (Goecke, Zachleder, et al., 2015).
Atlikus bandymus lantano nitrato poveikiui H. pluvialis biomasés augimui nustatyti, paaiskéjo, kad
lantano nitratas dar¢ reik§mingg jtaka biomasés prieaugio did¢jimui 0,01 — 0,05 mol/L
koncentracijoje tiek HpZ, tiek HpR kultiirai. Ta¢iau padidinus lantano nitrato koncentracija terpéje
iki 0,1 mol/L buvo stebimas didelis biomasés mazéjimas, lyginant su kontrole, kg mini ir kiti
mokslininky atlikti tyrimai ((Joonas et al., 2017), (Sun et al., 2019)). Galima daryti prielaida, kad
Sis slopinamasis poveikis atsiranda dél maistiniy medziagy sekvestracijos 1§ dumbliy augimo terpés

bei daro jtakg lgstelés fotosintezei (Sun et al., 2019).

Siai dienai yra labai mazai tyrimy susijysiy su tikslesne lantano chlorido heptahidrato
poveikio analiz¢ dumbliams, taciau yra bendra nuomong apie Sito junginio toksiSkuma
organizmams. Pagal lantano chlorido heptahidrato LD50 (LD50 vertés, pagristos IC50 vertémis
(koncentracijos, dél kuriy lgsteliy augimas sumazéja 50 %) yra lygi 962.6 mg/kg, kas rodo iimy
toksiSkumo lygj (Rucki et al., 2021). Atlikus bandymus su skirtingomis lantano chlorido

heptahidrato koncentracijomis terp¢je buvo stebimas biomasés mazéjimas Zemesnése junginio
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koncnetracijose eksperimento viduryje HpZ kultiroje. Tikimiausiai metaly jonai sutrikdo
fotosintetinanciy sistemy veikima, dél ko jos palaipsniui ziista (Sun et al., 2019). Ne iki galo aisku
kodeél 0,0081 bei 0,0135 mol/L koncentracijose lastelés neziivo ir pradéjo produkuoti astaksanting,
taciau tai galimai atsitiko dél dumbliy biosorpcijos proceso (Goecke, Zachleder, et al., 2015), Hu et
al. savo tyrime teigia, kad kad negyvi arba gyvi dumbliai gali veiksmingai kaupti lantanidus dél
savo gebéjimo sudaryti chelatinius metabolitus, pavyzdziui, su baltymais, cukrumi, nukleino
rugstimis, aminortigStimis, nukleotidais ir kt (Hu et al., 2004). Teoriskai Sis procesas galéty
paaiskinti, kod¢l nors ir biomasé sumazéjo HpR kulttiroje, ta¢iau nebuvo pastebéta lasteliy ziities
nei vienam lantano chlorido heptahidrato méginyje - 1astelés galéjo apsisaugoti nuo stresg kelianciy
veiksniy, jgauti atsparumo ir prisitaikyti prie skirtingy toksiniy medziagy koncentracijy terpéje

(Chen et al., 2018).

Atlikus stebéjimus Sviesiniu mikroskopu ir skai¢iavimus hemocitometru méginiuose su
lantano chlorido heptahidratu HpR kultiiroje vidutinis lastelés svoris varijavo nuo 1,79 ug/vnt.
(kontrol¢) iki 4,66 pg/vnt (0,0027 mol/L koncentracijoje). Tuo tarpu HpZ kultiiroje nuo 1,4 pg/vnt.
(kontrole) iki 2,7 pg/vnt. (0,0027 mol/L koncentracijoje).

HpR kulturoje buvo pastebétas lasteliy koncentracijos sumazéjimas beveik visy koncentracijy
méginiuose pradedant nuo 15 eksperimento dienos lyginant su kontrole.

HpZ kultiiroje buvo pastebétas lasteliy koncnetracijos sumazéjimas Zemesniy koncentracijy
meéginiuose pradedant nuo 9 eksperimento dienos. Méginiuose su 0,0081 mol/L bei 0,0135 mol/L
lantano chlorido heptahidrato koncentracija terpéje buvo pastebétas kultiiros peré¢jimas i§ Zalios
judrios fazes j nejudrig raudong faze (kas parodo dumbliy adaptyvuma streso saglygoms (Jannel et
al., 2020)) bei stabilus Iasteliy prieaugis nuo 1,5*10° iki 2,88*10° Iast./mL, kas buvo daugiau negu
mazesniy lantano chlorido heptahidrato eksperimentinése koncentracijose, nors ir buvo maziau
negu kontroléje paskuting eksperimento dieng (3,33*10° Iast./mL). Pastebéta, kad pagrindinis
neigiamo poveikio mechanizmas - maistiniy medziagy pasalinimas i§ dumbliy terpés (Gonzalez et
al., 2015), taciau kolkas neaiSku, kodé¢l H. pluvialis reaguoja neigiamai | lantano chlorido
heptahidratg tik Zemesnése koncentracijose, dél to ateityje reikéty atlikti iSsamius molekulinius

tyrimus Sitam aspektui iStirti.

Atlikus tyrimus lantano nitrato bei lantano chlorido heptahidrato poveikiui astaksantino
sintezei nustatyti, rezultatai parod¢, kad parinktos lantano nitrato koncentracijos turi neigiama
poveikj astaksantino sintezei tick HpR, tiek HpZ stadijy kultiiroms. Yra tikimybé, kad lantano

nitrate esantis NOs3™ jonai teigiamai paveiké Haematococcus pluvialis kultiiras, padedant joms
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pereiti i$ nejudrios fazés HpR kultiiros atvéjy ir prijauginti biomase bei lgsteliy kiekj abiejose

kultiirose (Goksan et al., 2011).

Atlikus bandymus lantano chlorido heptahidrato poveikiui astaksantino sintezei nustatyti,
rezultatai parod¢, kad lantano chlorido heptahidrato terpéje buvimas turi neigiama astaksantino
koncentracijai biomaséje HpR kultiiroje, o HpZ kultiiroje pastebétas lasteliy peréjimas i$ judrios
zalios fazés | nejudrig raudong faze, taigi junginio buvimas terpéje sukelia lasteléms stresa, taciau

tik nezymai padiding karotenoido koncentracija.

I§ gauty duomeny galima spresti, kad mazos lantano nitrato koncentracijos terpéje turi
teigiamg jtakg abiejy stadijy kultiiry biomase¢j bei lasteliy koncentracijai, taiau ganetinai pastébimai
paveikia astaksantino koncetracijg Igsteléje. Tuo tarpu mazos lantano chlorido heptahidrato
koncentracijos terpéje turi neigiama poveikj HpZ kultiiros biomasés, lasteliy ir astaksantino
koncentracijos prieaugiui, lastelés lengviau zusta, kai didesnése koncentracijose jos pereina j
nejudrig fazg. Nejudrios fazés HpR kultiirai, Sitame tyrime naudotos lantano chlorido heptahidrato
koncentracijos néra letalios, nors ir paveikia biomase bei astaksantino kiekj lasteléje. Tam, kad
geriau suprasti Siuos rezultatus, ateityje reikéty atlikti labiau detalius molekulinius, morfologinius

bei biocheminius tyrimus.
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5. ISvados

Biomasés prieaugis:

1. Didesnés nei 0,1 mol/L lantano nitrato koncentracijos terp¢je sukelia H. pluvialis
lasteliy zitj;

2. Mazesnése nei 0,1 mol/L lantano nitrato koncentracijose buvo pastebétas teigiamas
poveikis biomasés prieaugiui ir HpZ (4,62 g/L) ir HpR (5,48 g/L) méginiuose
lyginant su kontrole (HpZ — 4,54 g/L, HpR — 4,14 g/L);

3. Skirtingose lantano chlorido heptahidrato koncentracijose buvo pastebétas biomasés
kiekio sumazéjimas, lyginant su koncentracijomis HpZ kultiiroje. Tuo tarpu HpR
kultiiroje buvo pastebétas nemazas biomasés prieaugis iki 0,93 g/L 0,0081 mol/L

koncentracijoje, lyginant su kontrole (0,3 g/L).

Lasteliy koncentracija bei svoris:

1. Skirtingos lantano chlorido heptahidrato koncentracijos turi teigiama poveikj
lasteliy svorio padidéjimui ir HpR (4,66 pg/vnt., kontrolé - 1,79 pg/vnt.) kultiiroje
ir HpZ kultiiroje (2,7 pg/vnt., kontrolé - 1,4 pg/vnt.).

2. Didesnés nei 0,0081 mol/L lantano chlorido heptahidrato koncentracijos HpZ
kulttros terpéje sukelia 1gsteliy peréjimg i zalios judrios fazés | nejudrig raudong
faze bei stabily lgsteliy prieaugj nuo 1,5%10° iki 2,88*10° Iast./mL, kas buvo

maziau negu kontroléje paskutine eksperimento dieng (3,33*10° Iast./mL).

Astaksantino koncentracija biomaséje:

1. MazZesnés nei 0,1 mol/L lantano nitrato koncentracijos turi neigiama poveikj
astaksantino koncentracijai HpR kultiiros méginiuose (0,89 %) lyginant su
kontrole (2 %).

2. Skirtingos lantano chlorido heptahidrato koncentracijos turi neigiama poveikj
astaksantino kiekiui biomase¢je ir HpR (0,64 %) kultiiroje lyginant su kontrole
(HpR - 0,98 %). Didesnés junginio koncentracijos HpZ kultiiroje turi teigiama
poveikj pigmento kiekiui biomaséje (0,38%), lyginant su kontrole (0,05 %).
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Lantano junginiu poveikis Haematococcus pluvialis Zaliadumbliams

SANTRAUKA

Pastaraisiais metais did¢ja susidoméjimas retyjy zemiy junginiais, tokiais kaip lantanidai.
Lantanidai atlieka nemazai vaidmeny jvairiuose srityse — jskaitant chemija, biologija, medicing bei
pramong. Lantano junginiai tapo biitini daugelyje Siuolaikiniy technologijy dalimi, taciau dél
padidéjusio $io junginiy panaudojimo, taip pat padidéjo ir jy iSmetimas j mus supancig biosfera.
Lantanidai laikomi nepagrindiniais elementais, kurie gyvame organizme gali sukelti tiek teigiamas,
tiek neigiamas fiziologines reakcijas. Skirtingai nuo sunkiyjy metaly, kuriy toksiSkumas placiai
iStirtas, lantanidy poveikiui, ypac jy poveikiui vandens aplinkai, susijusiam su lantanidy

eksploatavimu, nebuvo iki Siol skiriama pakankamai démesio.

Haematocococcus pluvialis — tai vienalastis Haematococcaceae $eimos gélavandenis
zaliadumblis, kuris pasizymi aiSkiu dvifaziu gyvybiniu ciklu, kurj sudaro vegetatyvine faze ir
ramybés fazé¢. Ramybés fazés metu, stresinémis sglygomis §is Zaliadumblis sintetina karotenoida
astaksanting, kuris apsaugo lastele nuo ROS bei saulés spinduliy. Astaksantinas yra vienu
stipriausiu antioksidantu, dél to yra placiai naudojamas zemés iikyje, medicinoje bei pramongje.
Astaksantino sinteze¢ H. pluvialis lasteléje skatina stresinés salygos, tokios kaip maistiniy medziagy

stoka, pH, druskinguma bei sunkiyjy metaly buvimas terpéje.

Siame darbe buvo tikrinamas retaus Zemés elemento — lantano, deriniy, lantano nitrato bei
lantano chlorido heptahidrato poveikis HpR bei HpZ stadijy kultiiroms. Jvertinus skirtingy lantano
junginiy koncentracijy poveiki skirtingoms H. pluvialis kultiiroms, buvo pastebéta, kad didesnés nei
0,1 mol/L lantano nitrato koncentracijos terpéje sukelia lasteliy Zitj, o mazesnés nei 0,05 mol/L
koncentracijos paskating biomasés prieaugj, tatiau sumazing astaksantino sintezg. Pastebéta, kad
didesnés nei 0,0027 mol/L lantano chlorido heptahidrato koncentracijos neigiamai paveikia

biomasés prieaugj bei astaksantino sinteze ir HpR ir HpZ stadijy H. pluvialis kultiirose.
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ABSTRACT

In recent years, there has been growing interest in rare earth compounds such as lanthanides.
Lanthanides play a number of roles in a wide range of fields - including chemistry, biology,
medicine and industry. Lanthanide compounds have become an essential part of many modern
technologies, but the increased use of these compounds has also led to an increase in their release
into the biosphere around us. Lanthanides are considered to be non-essential elements that can
cause both positive and negative physiological reactions in living organisms. Unlike heavy metals,
whose toxicity has been extensively studied, the effects of lanthanides, and in particular their effects
on the aquatic environment related to the exploitation of lanthanides, have not been given sufficient

attention so far.

Haematococcus pluvialis is a unicellular freshwater green alga of the family
Haematococcaceae, which has a distinct biphasic life cycle consisting of a vegetative phase and a
dormant phase. During the dormant phase, under stressful conditions, this green alga synthesises the
carotenoid astaxanthin, which protects the cell from ROS and sunlight. Astaxanthin is one of the
strongest antioxidants and is therefore widely used in agriculture, medicine and biotechnological
industry. The synthesis of astaxanthin in H. pluvialis cells is stimulated by stress conditions such as
nutrient deficiency, pH, salinity and the presence of heavy metals in the medium.

In this work, the effect of combinations of the rare earth element lanthanum, lanthanum nitrate
and lanthanum chloride heptahydrate on HpR and HpZ stage cultures was tested. The effects of
different concentrations of lanthanum compounds on different H. pluvialis cultures were evaluated
and it was observed that concentrations of lanthanum nitrate higher than 0.1 mol/L induced cell
death in the medium, while concentrations lower than 0.05 mol/L induced biomass growth, but
reduced astaxanthin synthesis. Concentrations of lanthanum chloride heptahydrate above 0,0027
mol/L were found to negatively affect biomass growth and astaxanthin synthesis in both HpR and

HpZ stages of H. pluvialis cultures.
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