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Santrumpos

16S rRNR — 16 svedbergy ribosominé ribonukleortigstis
bp — baziy pora

C — uzdara dvisluoksnio biisena

CFU — colony forming units

DGS — deSimtainis gyvybingumo sumazéjimas
DNR — deoksiribonukleoriigstis

E — elektrinio lauko stipris

Eis — iSorinis elektrinis laukas

Em — membranos elektrinis laukas

EP — elektroporacijos buferis

f — elektrinio lauko impulsy daznis

G — santykiné iScentriné jéga

HI — hidrofiliné pora

HO — hidrofobin¢ pora

IEL — impulsinis elektrinis laukas

YEP — mieliy peptono terpé

JAV — Jungtinés Amerikos Valstijos

KFV — kolonijas formuojantys vienetai

kor. R% — koreguotas determinacijos koeficientas
PGR — polimeraziné grandininé reakcija

pH — vandenilio jony koncentracijos tirpale matas
pn — elektrinio lauko impulsy skaicius

TRIS — trishidroksimetilaminometanas

U — fermento aktyvumo vienetai

UV — ultravioletiniai spinduliai

W — elektrinio lauko energija

T — elektrinio lauko impulso trukmeé



IVADAS

Topinambo (lot. Helianthus tuberosus L.) stiebagumbiai vadinami funkciniu maistu,
turinéiu vertingy medziagy ir teigiamai veikian¢iu zmogaus sveikatg. H. tuberosus L. kaupia
anglj inulino (fruktozés polimero), o ne krakmolo (gliukozés polimero) forma. Virskinimo trakte
skaidomas inulinas nedidina gliukozés kiekio kraujyje, todél topinambai yra vertingi cukriniu
diabetu sergantiems zmonéms. I$ dirvozemio Stiebagumbiai renkami sezoniskai, tad siekiant
uztikrinti jy preinamuma vartotojams mety bégyje, biitina takyti priemones stabdancias nattraliai
vykstancius stiebagumbio gedimo procesus.

Gumbavaisiy saugojimo laiko pratesimui taikomi jvairlis metodai létinantys pirminio
(fiziologinio) ir antrinio (mikrobiologinio) gedimo procesus. Optimizuojamos saugykly abiotinés
salygos keicCiant dujinés terpés sudétj, temperatiirg, drégme, naudojamos natiiralios kilmés
apsauginés medziagos (pelenai, medienos drozlés, molis, smélis), kartais gumbavaisiai
padengiami dirbtinémis apsauginémis dangomis. Net ir po kompleksiniy metody poveikio,
gumbavaisiy saugojimo laikas yra ribotas, tad pramongje jauCiamas technologijy stabdanciy
mikroorganizmy sukeliamg gedimg poreikis.

Siekiant efektyviai prailginti gumbavaisiy saugojimo laikg, svarbu ne tik sustabdyti
natliraliai vykstancius gedimo procesus, bet ir iSsaugoti Sio produkto maisting verte.
Apdorojimas auksta temperattra, cheminémis medziagomis bei Saldymas néra tinkami metodai,
nes pakeiiamos skoninés, spalvinés, kvapo savybés, denatiiruojami baltymai, 0 taip pat
prarandami vitaminai. Liofilizuotuose produktuose i§saugoma didzioji dalis vertingy maistiniy
medziagy, taCiau pakinta produkto struktiira ir daZniausiai néra sunaikinami visi gedima
sukeliantys mikroorganizmai produkto pavirSiuje bei viduje. Kadangi vartotojams svarbios
produkty maistinés, skoninés savybés, galiojimo laikas ir iSvaizda, gamintojai ieSko naujy
ekonomiskai efektyviy, saugumg uZztikrinanciy technologijy.

Pastaruoju metu ypatingas démesys skiriamas neterminés pasterizacijos impulsinio
elektrinio lauko (IEL) poveikio tyrimams ir jo taikymui mikroorganizmy gyvybingumo
slopinimui jvairiuose maisto produktuose. IEL gali sukelti negriZtamus mikroorganizmy
membrany pazeidimus, kurie lemia jy zitj, tuo tarpu mitybiSkai vertingos molekulés reik§mingai
nepakinta ir nepraranda savo savybiy. Siuo metu IEL poveikis pramonéje pritaikomas skysty
produkty pasterizavimui, taciau triksta duomeny apie IEL pritaikymo galimybes gumbavaisiy ir

kity standziy maisto produkty pasterizavimui.



Sio darbo tikslas yra istirti impulsinio elektrinio lauko poveiki ir jo pritaikymo galimybe
Tikslui pasiekti suformuluoti uzdaviniai:
1) Izoliuoti ir apibudinti mikroorganizmus i$ topinambo stiebagumbio;
2) Istirti suspensiniy izoliato Igsteliy gyvybingumo priklausomybe nuo pulsinio
elektrinio lauko parametry;
3) Istirti pulsinio elektrinio lauko poveikj mikroorganizmams standZioje gelinéje

struktiiroje.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Helianthus tuberosus L.

1.1.1. Augalo apibudinimas

Helianthus tuberosus L. yra Asteraceae (astriniy) Seimos augalas kiles i§ Siaurés
Amerikos vidutinio klimato regiony. Pastaraisiais metais kultivuojamas arba paplites kaip
invazyvus augalas Europoje, Azijoje, Siaurés Amerikoje, Australijoje (Gunnarsson et al., 2014).
Vieno vegetacijos ciklo metu H. tuberosus L. iSaugina auks$tus antzeminius stiebus, o pozeminé
augalo dalis suformuoja trumpus stolonus, ant kuriy auga jvairaus dydzio ir formos
stiebagumbiai (Denoroy, 1996). Kiti pla¢iai vartojami H. tuberosus L. pavadinimai yra:

topinambas, bulviné saulégraza, Jeruzalés artiSokas.

1.1.2. Stiebagumbio savybés

Topinambo stiebagumbiai vadinami diabetiniu ir funkciniu maistu, t.y. maistu, turin¢iu
tiegiamg poveikj zmogaus sveikatai (Hidaka et al., 2001). Vidutiniskai topinamby stiebagumbius
sudaro 80 % vandens, 15 % angliavandeniy bei iki 2 % baltymy. Biidingi nedideli polinesoCiyjy
riebaly riigsciy (linolo rugsties ir alfa-linolo rtigsties) Kiekiai. Skirtingai nei dauguma darzoviy,
topinambai kaupia anglj ne krakmolo, o inulino, fruktozés polimero, forma. Inulinas sudaro apie
50 % stiebagumbio sausos masés (Rebora, 2008). Tyrimai rodo, kad inulinas atlieka svarby
vaidmenj mazinant cholesterolio kiekj Kraujyje, palaikant tinkamg mikro- ir makroelementy
balansg zmogaus organizme. Be to, inulinas yra selektyviai fermentuojamas Zinduoliy storojo
zarnyno bifidobakterijy ir tik dalinai suskaidomas virS§kinimo trakto fermenty, todél Kraujyje
cukry kiekis padidéja nezymiai (Shoaib et al., 2016).

H. tuberosus L. stiebagumbiai pasizymi dideliais mineraly kiekiais: 0,4-3,7 mg-100 g™
gelezies, 14-37 mg-100 g kalcio, 420-657 mg-100 g* kalio, 50 pg-100 g seleno. Lyginant su
bulvémis (Solanum tuberosum L.), topinambai geleZzies turi apie tris kartus daugiau (Ana et al.,
2013). Topinamby stiebagumbiai yra gausus B komplekso vitaminy (tiamino, riboflavino,
niacino, B6, pantoteno riigsties, biotino ir kobalamino), askorbo riigsties, B-karoteno Saltinis.
Sukaupty vitaminy kiekiai neretai varijuoja priklausomai nuo augalo vystymosi stadijos,

agronominiy ir klimato salygy (Antanaitis et al., 2004).

1.1.3. Pramoniné svarba

Topinambai naudojami maisto pramongje, kaip papildoma medziaga, suteikianti teigiamy

savybiy produktui. Pridéjus stiebagumbio milty j duonos rauga padidinamas produkto
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Svelnumas, taris, ilgéja galiojimo laikas (Praznik et al., 2002; Rubel et al., 2015). Inulinas,
iSgautas i§ topinamby, naudojamas kaip majonezo, ledy, Sokolado ir miltiniy produkty tirstiklis
(Shoaib et al., 2016). Kita topinamby Stiebagumbiy panaudojimo sritis yra komerciné cheminiy
reagenty produkcija. IS topinamby biomasés gaminamas etanolis, acetonas, butanolis, 2,3-
butandiolis, gintaro ragstis, pieno rigstis (Yang et al., 2014).

Vis délto, labiausiai topinambai vertinami kaip maistinis augalas. Neretai stiebagumbiai
yra apdorojami terminiy procesy metu, bet tokiu biidu neigiamai paveikiamos molekulés ir
produktas netenka daugelio teigiamy savybiy. Siekdami kuo ilgiau iSsaugoti vartotojui svarbias
stiecbagumbio maistines medziagas ir skonj, kvapa, iSvaizda bei struktiirg, gamintojai ieSko

efektyviy metody Sakniagumbio saugojimo laiko prailginimui.
1.2. Gumbavaisiy gedimo prieZastys bei saugojimo laiko pratesimui taikomi metodai

Zemes tkio produktai, tame tarpe ir jvairiy augaly gumbavaisiai, yra greitai gendantys.
Keliy ménesiy bégyje po derliaus nuémimo netenkama apie 50 % produkcijos (Rezaee et al.,
2013). Po derliaus nuémino, metaboliniai procesai (pvz., kvépavimas, transpiracija) tesiasi ir
jiems naudojamos sukauptos medziagos bei vanduo; prasideda pirminiai (fiziologiniai) ir
antriniai (mikrobiologiniai) gedimo procesai (Martinez ir Whitaker, 1995; Zidenga et al., 2012).
Dél to, po derliaus nuémino, siekiama uztikrinti tinkamiausias salygas ir metodus issaugancius
produkto gerasias savybes, stabdancius gedimg bei prailginancius produkto saugojimo laika.
Pirminius gedimo procesus sukelia nattiraliai gumbavaisyje esantys fermentai, o antrinius —
bakterijos ir grybai, kurie patenka ant augalo pavirSiaus ar j vidinius jo audinius augimo metu
arba po derliaus nuémimo. DaZniausiai gumbavaisiy gedimg sukelia Rhizopus spp.,
Fusarium spp., Mucor spp., Botrytis cinerea, Ceratocystis fimbriata, Diaporthe batatis,
Rhizoctonia spp., Erwinia carotovora, Pseudomonas marginalis, Phytophthora infestans

mikroorganizmai (Tournas, 2005).

1.2.1. Cheminio ir terminio apdorojimo metodai

Derliaus nuémimo ir transportavimo metu gumbavaisiai daznai yra pazeidziami
mechaniskai. Tai padidina jy metabolinj aktyvuma, vandens netekima, didina mikrobiologinés ar
vabzdinés (pvz., vabzdziai paZzaidos vietoje sudeda kiauSinelius, i§ kuriy vystosi lervos) kilmés
uzkrato patekimo i§ aplinkos tikimybe. Siekiant i§vengti neigiamy pasekmiy, transportuojant
gumbavaisiai yra laikomi vésioje aplinkoje, kurioje dauguma fiziologiniy ir mikrobiologiniy
procesy sulétéja. Pagal poreiki pakavimui naudojamos jvairios medziagos besiskiriancios
lankstumu, atsparumu vandeniui, galimybémis kontroliuoti aplinkos dujing sudétj (Mahnic-

Kalamiza et al., 2014).



Esant audinio pazeidimui, augale naturaliai aktyvuojasi apsaugos mechanizmas. |
pazaidos vieta transportuojamas suberinas, kuris skatina augalinio audinio sukamstéjima.
Suberinas yra tinkliskas netirpus polimeras i§ so¢iyjy ir nesoc¢iyjy riebaly rigsciy, kuris jungiasi
prie augaly peridermo ir tarnauja kaip vandenj bei mikroorganizmus sulaikantis barjeras (Soliday
et al.,, 1978). Pramoné¢je, siekiant efektyviau sumazinti neigiamas mechaniniy pazeidimy
pasekmes, pazeisto audinio pavirSiuje suberinas nusodinamas papildomai. Efektyviam
suberizacijos procesui biitina 12-18 °C aplinkos temperatiira ir 80-95 % santykiné oro drégmé.
Vis délto, Sis metodas neuztikrina pilnos gumbavaisiy apsaugos ir reikalauja keliy savaiciy
laikotarpio (Agrawal ir Kolattukudy, 1977).

Daznai prie§ ir po derliaus surinkimo, gumbavaisiai yra apdorojami ir cheminémis
medziagomis. Norint i§vengti mikrobiologiniy infekcijy, derlius purSkiamas fungicidais arba po
surinkimo gumbavaisiai tam tikra laikg yra laikomi dujinio butilamino aplinkoje, apdorojami
metilesteriais, malato hidroksidu, 1,2,4,5-tetrachloro-3-nitrobenzenu, hipochloritu. Tac¢iau yra
zinoma, kad Sie cheminiai junginiai pasizymi ir neigiamu poveikiu aplinkai bei zmogaus
sveikatai (Rezaee et al., 2013).

Vienas i§ saugiy ir dazniausiai taikomy maisto produkty pasterizavimo ir sterilizavimo
metody yra kaitinimas. Taciau aukSta temperatira paveikia ne tik mikroorganizmy lgsteles bei
sporas, bet ir gumbavaisio audiniy Igsteles. Karstis sukelia polisacharidy hidratacija, lasteliy
organoleptiniy savybiy poky¢ius bei dalies vertingy maistiniy medziagy praradimag (Adams,
2004; Petruzzi et al., 2017).

1.2.2. Neterminio apdorojimo metodai

Kaip alternatyva terminéms ir cheminéms gumbavaisiy apdorojimo technologijoms,
atliekami neterminio apdorojimo metody taikymo tyrimai. Pavyzdziui, perspektyvi yra auksto
slégio anglies dioksido (HPCD) technologija (Hu et al., 2013). Anglies dioksidas, tai
fiziologiskai saugios, chemiSkai inertiSkos, nedegios, netoksiSskos bei pigios dujos. Esant
aukstam (20-50 MPa) anglies dioksido slégiui, inaktyvuojami mikroorganizmai ir fermentai.
Siekiant padidinti HPCD technologijos selektyvumg ir pritaikyti ja pramonei, biitina tinkamai
suderinti slégio, temperatiiros ir HPCD poveikio trukmés parametrus (Liu et al., 2008).

HPCD technologija gali buti kombinuojama su didelés galios ultragarso poveikiu. Yra
nustatyta, kad didelés galios ir Zemo daznio (20-100 Hz) ultragarsas sukelia mechanines lgsteliy
pazaidas ir skatina aukStu reaktyvumu pasizyminciy radikaly bei vandenilio peroksido molekuliy
formavimasi (Gao et al., 2014). Vis délto, HCPD ir didelés galios ultragarso taikymas padidina

ne tik mikroorganizmy inaktyvavimo efektyvuma, bet ir reikalauja didesniy energijos sgnaudy.
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Be to, produktas, kurj siekiama paveikti, gali bati tik riboto dydzio (Ferrentino ir Spilimbergo,
2015; Garcia-Pérez et al., 2006). Netinkamai taikant $j metoda, pakinta molekuliniai rysiai,
baltymy konformacija ir pH, kas sukelia spalvos, strukttiros ir organoleptiniy savybiy pokyc¢ius.
Tai ypatingai svarbu apdorojant Kietus maisto produktus (Valverde et al., 2010).

Kitas gumbavaisiy gedimg stabdantis metodas yra apdorojimas jonizuojancia
spinduliuote. Produktg tinkamai aps$vietus gama spinduliuote, ilginamas jo saugojimo laikas,
inaktyvuojami mikroorganizmai ir fermentai, stabdomi dygimo procesai ir Sumazinamas
cheminiy konservanty poreikis (Wang ir Chao, 2003). Vis délto, yra nustatyta, kad dél iradiacijos
gumbavaisio audiniai gali suminkstéti, pakisti skonio, kvapo savybés bei sumazéti maistiné verté
(Frazier et al., 2006; Rezaee et al., 2013).

Aukstas hidrostatinis slégis (100-1000 MPa) taip pat inaktyvuoja mikroorganizmus
maisto produktuose, bet tuo paciu sukelia ir didesniy organiniy molekuliy, baltymy pazeidimus.
Selektyvy poveiki Igsteléms, fermentams ar kitoms molekuléms siekiama uztikrinti taikant
pasterizacija mikrobangomis ar radijo bangomis. D¢l dielektriniy savybiy skirtumo, jvairias
molekules mikrobangos ir radijo bangos paveikia skirtingai. Nors jrodyta, kad pasterizacija
Siomis bangomis vyksta du kartus grei¢iau, nei konvekcinis kaitinimas, metodas vis dar taikomas
ribotam maisto produkty asortimentui ir reikalauja papildomy tyrimy (Pereira ir Vicente, 2010;
Chandrasekaran et al., 2013).

Vienas 1§ placiausiai tiriamy ir perspektyviausiy metody maisto produkty apsaugai ir
saugojimo lauko pratesimui yra impulsinio elektrinio lauko (IEL) poveikis. Sis metodas suteikia
galimybe inaktyvuoti mikroorganizmus minimaliai paveikiant maistines, skonines, funkcines
produkto charakteristikas (Pereira ir Vicente, 2010). Tai neterminis metodas, kuris jau yra
sékmingai pritaikytas skysto (pvz., pieno produkty (Reineke et al., 2015), sul¢iy (Torkamani,
2011)) ir pusiau skysto (pvz., kiauSiniy) maisto pasterizavimui (Yogesh, 2016). Vis délto,
jauciamas informacijos trukiimas apie metodo efektyvumo priklausomyb¢ nuo IEL parametry,

mikroorganizmy tipo bei pasterizuojamo produkto savybiy (Deeth et al., 2007).

1.3.  Impulsinio elektrinio lauko poveikis

Elektroporacija (taip pat vadinama elektropermeabilizacija) — tai procesas, kurio metu
tam tikro stiprio iSorinis elektrinis laukas padidina transmembraninj potencialg, ko pasekoje
padidéja lastelés plazminés membranos laidumas ir pralaidumas biologiskai aktyvioms bei
neaktyvioms molekuléms (Krassowska ir Filev, 2007).

Elektrinio lauko poveikis gyviems organizmams pradétas tirti XX amziaus pirmojoje
puséje. 1967 metais buvo paskelbti tyrimy rezultatai, kurie patvirtino, kad tam tikro stiprio,

mikrosekundziy trukmés impulsai turi reikSminga poveiki mieliy bei bakterijy gyvybingumui
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(Sale ir Hamilton, 1967). Sekanciy tyrimy eigoje iSkelta hipotezé, kad dél elektrinio lauko
impulsy poveikio lasteliy membranose susiformuoja poros, kurios aktyvuoja molekuliy
transportg j ir i3 lastelés. Sis procesas pavadintas ,.elektroporacija® (Neumann, 1982). Jvairios
trukmés ir stiprio elektrinio lauko impulsy poveikis pradétas taikyti svetimos DNR jvedimui bei

lastelése vykstanéiy biocheminiy procesy tyrimams (Kawai et al., 2010).
1.3.1. Elektroporacijos mechanizmas

Sukurta keletas teoriniy modeliy aiSkinan¢iy kaip elektrinis laukas sukelia Igstelés
plazminés membranos pralaidumo pokycCius. Pladiausiai priimta teorija yra grindziama
hidrofiliniy arba hidrofobiniy elektropory plazminéje membranoje susidarymu (Neumann ir
Kakorin, 2000; Rols, 2006). 1999 metais pasitilytame modelyje (zr. 1 pav.) aiSkinama, kad
iSorinis elektrinis laukas (Ei) lemia uzdaros membranos biisenos (C) pavir§ing joning
poliarizacija. Uzdara membrana suprantama kaip kondensatorius (+, -). D¢l iSorinio lauko
poveikio yra indukuojamas membranos elektrinis laukas (Em), Kkuris inicijuoja vandens
molekuliy judéjimg j membranos sluoksnj. Sio proceso pasekoje vyksta membranos cheminés
biisenos persitvartkymai — susidaro cilindrinés hidrofobinés (HO) ar invertuotos hidrofilinés (HI)

poros (Neumann et al., 1999).

@)
T

Pav. 1. Impulsinio elektrinio lauko sukeltas membranos pralaidumo kitimo modelis. C —
uzdara dvisluoksnio biisena; HO — hidrofobiné pora; HI — hidrofiliné pora; Em — membranos
elektrinis laukas; Eis — iSorinis elektrinis laukas (Neumann et al., 1999).

Neumann‘o pasitilytg teorijg pagrindé ir molekulinés dinamikos in silica simuliacijos,
kurios parodé plazminéje membranoje susidarancias poras. Teigiama, kad dél elektrinio lauko
impulsy poveikio vandens molekulés sudaro fosfolipidy persitvarkymg (hidrofiliniy arba
hidrofobiniy pory susidarymg) sukeliacius darinius, fosfatidilserino translokacija bei dazo
peré¢jimg per dielektrinj sluoksnj (Tieleman, 2004; Tarek, 2005). Vis délto, in silica tyrimy
rezultatai vertinami nevienareikSmiSkai. Nustatyta, kad kompiuterinés simuliacijos metu

aptinkamos tik didelés poros ir néra atsizvelgiama ] tai, kad elektrinio lauko poveikis gali turéti
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ne tik trumpalaikj, bet ir ilgalaikj poveikj Igstelés membranos pralaidumui. D¢l Sios priezasties,
siiloma vengti elektroporacijos termino (kilusio i§ ,,pory susidarymo* teorijos) vartojimo ir
pakeisti ji iSvengianciu netikslumy, elektropermeabilizacijos, terminu (Escoffre et al., 2009).
Taciau naujausiy tyrimy publikacijose sutinkami ir elektropermeabilizacijos, ir elektroporacijos
terminai.

Pagrindiniai tiriami IEL parametrai yra elektrinio lauko stipris (E), impulsy skaicius (pn),
poliariSkumas, trukmé (t) bei daznis. Derinant jvairius IEL parametry dydzius stebimas

skirtingas poveikis mikroorganizmy Igsteléms.

1.3.2. 1EL poveikis audiniams bei taikymas biotechnologijoje

Elektroporacija sukelia membranos pralaidumo jonams, dazams ar nelaidzioms
makromolekuléms padid¢jima (Neumann et al., 2000), todél jau kelis deSimtmecius vykdomi
tyrimai siekiant pritaikyti §] metoda jvairiose biotechnologijos srityse. Pirmasis eksperimentas
irodantis elektroporacijos pritaikymo galimybe plazmidés pernaSai i Zinduoling lastele buvo
publikuotas prie§ 36 metus (Neumann et al., 1982). 1985 m. atlikta pirmoji augalo protoplasty, o
1987 metais — bakteriniy lgsteliy, elektrotransformacija (Fromm et al., 1985; Chassy ir
Flickinger, 1987).

Geny elektropernasos efektyvumas pasitvirtino ir in vivo: transgeny ekspresijoje,
fermenty pakeitimy procesuose, jvairiy tipy vézio kontroléje, zaizdy gydyme. Staciakampio
formos IEL pradétas taikyti tiesioginiam plazmidziy jvedimui | skirtingy audiniy (odos, kepeny,
raumeny, inksty) ir vézines lgsteles. Tokiu biidu jvesto geno ekspresija lasteléje padidéja nuo 20
iki 1000 karty (Lin et al., 2012; Young ir Dean, 2015). Pramong¢je elektrotransformacija svarbi
biomolekuliy (pvz., antigeny, citokiny, fermenty, hormony ir toksiny) produkcijai bakterijose,
mikrodumbliuose bei mielése.

Kita svarbi elektroporacijos taikymo sritis yra augaliniy ir gyvininiy audiniy
transformacija bei modifikacija. Siekiant elektriniu lauku paveikti tikslig audinio sritj, elektrodai
privalo turéti tiesioginj kontakta su pasirinktu audiniu. Priklausomai nuo srities, kurioje norima
paveikti Igsteles, elektrodai gali biiti jvedami su atitinkama adata ar kateteriu (daZzniausiai
taikoma giliau esantiems audiniams) arba veikiama tiesiogiai per pavirSinius sluosknius (Pavselj
et al., 2007; Nuccitelli et al., 2009). Svarbu, kad kiekvienu atveju elektrinio lauko parametrai bei
poveikis privalo biiti vertinami ir parenkami priklausomai nuo audinio ir Igsteliy tipo (Arena et
al., 2011).

Vienas 1§ placiai tatkomy metody yra augaliniy lgsteliy transformacija jvedant DNR
tiesiogiai j pasirinkto audinio Igsteles (Sorokin et al., 2000). Nemaziau tyrimy atlieckama ir su

gyvininiais audiniais. Grjztamaja bei negriztamaja elektroporacija siekiama pritaikyti
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efektyviam véziniy lasteliy, naviky naikinimui. Yra optimizuojamos prie$véziniy vaisty ir DNR
ivedimo | vézines lasteles (elektrochemoterapijos, elektrogenoterapijos) metodai. Atliekama
pasirinkto audinio abliacija nenaudojant papildomy cheminiy medziagy (Mir ir Orlowski, 1999;
Davalos et al., 2005).

Maisto biotechnologijoje, taikant IEL poveikj didinamas sul¢iy iSskyrimo i§ vaisiy ir
darzoviy efektyvumas. Sul¢iy ekstrakcija i$ vaisiy ir darzoviy lasteliy vykdoma spaudziant arba
pasyvios difuzijos metodu. ISeigos padidinimui papildomai atlieckamas pirminis audiniy
apdorojimas mechaniniais, terminiais, cheminiais arba fermentiniais metodais (\VVorobiev et al.,
2012). Kadangi sultys pagrinde vertinamos dél skoniniy savybiy ir maistingumo, pramonei
svarbu yra ne tik didinti suliy iSeiga, bet ir iSsaugoti jy maisting verte. Nustatyta, kad pirminiam
augaliniy audiniy apdorojimui taikant elektrinio lauko impulsus, apie 70 % padidinama sul¢iy
spaudimo iSeiga, o baltymy, mineraly, p-karoteno koncentracija didéja iki 60 % (Mhemdi et al.,
2012).

Taikant IEL poveikj, mazinamos energijos bei laiko sgnaudos jvairiy maisto produkty ir
paSary dehidratavimui. NepaZzeistos lasteliy membranos yra pagrindinis vandens transporta
limituojantis veiksnys. Elektroporacijos sukelti membrany pazeidimai pagreitina audiniy
dehidratavimo procesa iki 30 % esant ne didesniai nei 60 °C dziovinimo temperatiirai (Jaeger,
2012). Sukeldamas lgsteliy membrany pazeidimus, IEL minkstina obuoliy, bulviy, cukriniy
runkeliy, morky, saldziyjy bulviy tekstirg. Tokiu budu sumazinamos vaisiy ir darzoviy
mechaniniam apdorojimui (pvz., pjaustymui, nulupimui) reikalingos energijos sanaudos
(Lebovka et al., 2004; Liu et al., 2017). Be to, nustatyta, jog elektriniu lauku apdorotos bulvés
sugeria mazesnj aliejaus kiekj kepimo metu (Ignat et al., 2015).

Kita svarbi elektroporacijos taikymo sritys biotechnologijoje, yra lipidy, cukry,
pigmentiniy medziagy, antioksidanty, flavonoidy ir kity antriniy metabolity ekstrakcija 1§ augaly
ir mikrodumbliy. Organinés medziagos dazniausiai yra jautrios S$viesai, temperatlrai ir
oksidacijai, todel tradiciniy ekstrakcijos techniky (neaukSta temperatiira, spaudimas)
efektyvumas gali biiti padidinamas kombinuojant jas su elektroporacijos poveikiu (Mahnic-
Kalamiza et al., 2014). Nustatyta, kad didelio stiprio IEL gali buti taikomas polifenoliy
ekstrakcijai i§ vynuogiy sékly ir odeliy (Boussetta et al., 2011), o isskiriant chlorofilg bei
karotenoidus i§ Chlorella vulgaris mikrodumbliy, jy iSeiga atitinkamai padidéja 80 % ir 52 %
(Widjaja et al., 2009).

1.3.3. IEL taikymas vienalas¢iy mikroorganizmy inaktyvavimui

Impulsinio elektrinio lauko sukeliami lastelés membranos pralaidumo poky¢iai turi zymy

poveikj lastelés homeostazei ir gyvybingumui. Jrodyta, kad priklausomai nuo parametry, IEL
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gali paveikti ir organeles (branduolj, endoplazminj tinklg, vakuoles, granules, citoskeletg) bei
vidulagstelines molekules (DNR, su apoptoze susijusius faktorius, ROS, citochromg C)
(Schoenbach et al., 2004; Batista Napotnik et al., 2016).

Svarbu, jog kitaip nei kietos medziagos, lastelés membrana (lipidy sluoksnis,
funkcionuojantis kaip tam tikras dviejy dimensijy skystis) gali spontanisSkai atsistatyti po IEL
poveikio. Jei susidariusiy pory dydis ir skai¢ius nevirSija kritinés vertés, plazminé membrana
atsistato pakankamai greitai ir Iastel¢ iSlieka gyvybinga, toks IEL poveikis vadinamas griztamu.
Priesingu atveju IEL poveikis vadinamas negrjztamu (Bockmann et al., 2008; Kotnik et al.,
2012).

Viena i$ sri¢iy, kur pritaikomas negrjztamas IEL poveikis, yra aplinkos (ekologing)
biotechnologija. Tvarkant skystas atliekas bei ligoniniy nuotekas, svarbu yra inaktyvuoti visus
jose esancius mikroorganizmus, 0 ypatingai, antibiotikams atspariy kamieny bakterijas. Tam
tikslui gali biiti panaudojami pakankamai stipraus elektrinio lauko impulsai (Mahni¢-Kalamiza et
al., 2014). Siuo atveju IEL laukas negrjztamai paZeidzia mikroorganizmy lasteles. O dél
nezymaus atlieky temperatiiros padidéjimo islaikomos aktyvios nukleazés, kurios degraduoja i§
Zuvusiy mikroorganizmy atpalaiduotag DNR ir yra stabdoma horizontali geny pernasa (Rieder et
al., 2008).

Nemaziau perspektyvus yra elektroporacijos taikymas maisto pramonéje atliekant
neterming maisto produkty pasterizacijg, kurios metu inaktyvuojami mikroorganizmai aluje
(Milani et al., 2015), sidre (Evrendilek et al., 2000), sultyse ir pieno produktuose (Deeth et al.,
2007). Tarp dviejy elektrody esantis produktas veikiamas trumpais (1-100 ps) stipraus (15-
40 kV/cm) elektrinio lauko impulsais. Dazniausiai yra kuriamos pratekanc¢io skys¢io sistemos,
kurios leidzia vienodai efektyviai pasterizuoti jvairius skysty produkty kiekius (HO ir MITTAL,
2000). Be to, pastebéta, kad elektrinio lauko poveikiu gali biti efektyviai inaktyvuojami ir kai
kurie terminés pasterizacijos temperatiirai atsparis mikroorganizmai (Alvarez et al., 2000). Vis
délto, nepaisant vykdomy tyrimy skysciy pasterizavimo elektrinio lauko impulsais srityje, triikksta
duomeny apie kiety struktiry (pvz., tokiy maisto produkty kaip augaly gumbavaisiai)
pasterizavimo galimybes, IEL poveikj mikroorganizmams esantiems ne suspensijoje, o

standZioje terpéje.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Mikroorganizmy izoliavimas i§ Helianthus tuberosus L. stiebagumbio

Tyrimui naudoti tik mechaniskai nepazeisti H. tuberosus L. stiebagumbiai. Siekiant
uztikrinti, kad mikroorganizmai bus izoliuojami tik i$ vidiniy augalo audiniy, pirmiausiai atliktas
stiebagumbiy pavirSiaus dezinfekavimas. Stiebagumbis kruops¢iai nuplautas distiliuotu
vandeniu, toliau 3 minutéms jdétas ; 70 % etanolio (VWR, Prancitizija) tirpala, 10-15 minuciy
laikytas 10 % vandenilio peroksido (AppliChem, Vokietija) tirpale ir 4 kartus nuskalautas steriliu
distilivotu vandeniu. PavirSiaus dezinfekavimo efektyvumui jvertinti, Petri 1¢kStelése su
standziomis TSA (Fluka, Vokietija) ir Ashby‘s Mannitol Agar (10 g/L manitolio, AppliChem,
Vokietija; 0,2 g/L kalio divandenilio fosfato, Sigma-Aldrich, Vokietija; 0,2 g/L magnio sulfato,
Sigma-Aldrich, Vokietija; 0,2 g/L kalio chlorido, Carl Roth, Vokietija; 0,1 g/L natrio
hidrosulfato monohidrato, Merck KGaA, Vokietija; 5 g/L kalcio karbonato, Sigma-Aldrich,
Vokietija; 15 g/L agaro, Merck KGaA, Vokietija; pH 7,4+ 0,2, 25 °C) terpémis padaryti
dezinfekuoto stiebagumbio pavirSiaus atspaudai ir iSséti 3 méginiai vandens, kuriuo
stiecbagumbis buvo nuskalautas ketvirtajj karta. Lékstelés laikytos inkubatoriuje INCU-Line
(VWR, JAV) prie 30 °C, 72 valandas. Jei lékstelése neiSaugo mikroorganizmy kolonijos,
stiebagumbio pavirSius jvertintas kaip sterilus.

Mikroorganizmy i$skyrimui i§ augalo audiniy taikyti du metodai. Pirmas: steriliais
jrankiais stiebagumbis supjaustytas 0,5 cm sluoksniais ir Petri 1ékstelése su Ashby‘s Mannitol
Agar terpe padaryti gauty sluoksniy atspaudai. Antras: steriliais jrankiais stiebagumbis
supjaustytas 1 cm? gabaléliais. Gautas $akniagumbio fragmentas sutrintas sterilioje griistuvéje ir
18siskyres skystis i8sétas Petri 1eékStelése su Ashby‘s Mannitol Agar terpe. Lékstelés inkubuotos
96 valandas, 30 °C, inkubatoriuje INCU-Line (VWR, JAV). ISaugusiy mikroorganizmy
kolonijos persétos 1 naujas Petri 1¢€kStelés su Ashby‘s Mannitol Agar terpe ir atliktas kolonijy

morfologinis charakterizavimas ir kiti izoliato identifikavimo testai.

2.2.  lIzoliuoty mikroorganizmy identifikavimas

Mikroskopu SK 14 (PZO Warszawa, Lenkija) jvertintas Igsteliy judrumas, forma ir dydis.
Atliktas izoliuoty mikroorganizmy lgsteliy Gram testas pagal rinkinyje (Gram-color modified
staining kit, Merck KGaA, Vokietija) pateikta protokolg. Genotipiniam charakterizavimui atlikta
izoliato 16S rRNR geno sekoskaita. Lasteliy genominés DNR iSskyrimui naudotas GeneJET
Genomic DNA Purification Kit (Thermo Scientific, Lietuva) rinkinys. 16S rRNR seka

amplifikuota polimerazés grandininéje reakcijoje (PGR) su tiesioginiu ir pradmenimis bei

15



izoliato genomine DNR. 50 uL. PGR reakcijos miSinj sudaré 1 uM tiesioginiy 27F (5°-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3%) pradmeny (Metabion (Vokietija); 1 uM atvirkstiniy 1495R
(5‘-CTACGGCTACCTTGTTACGA-3¢) pradmeny (Metabion (Vokietija); 1 L DNR matricos
(izoliato genominés DNR); 5 pL deSimtkartinio Dream Taq buferio, 1 pL ANTP misinio, 1,25 U
DreamTaq DNR polimerazés, 32,5 uL vandens be nukleaziy (Thermo Scientific, Lietuva).
Reakcija vykdyta termocikleryje FlexCycler (Analytik Jena AG, Vokietija), esant Sioms
saglygoms: 2 min 98 °C pirminé denaturacija; 35 ciklai — 30 sek. 96 °C denatiiracija, 30 sek.
51 °C pradmeny prilydymas, 1 min 72°C DNR polimerizacija; 10 min 72 °C galutiné
polimerizacija. Amplifikuotos sekos fragmento ilgis jvertintas 0,9 % agarozés (AppliChem,
Vokietija) gelyje. PGR produktas iSvalytas rinkiniu GeneJET PCR purification Kit (Fisher
Scientific, Lietuva) ir jo koncetracija jvertinta NanoDrop spektrofotometru (Thermo Scientific,
USA).

Izoliato 16S rRNR geno sckoskaitg atliko BaseClear (Olandija). BioEdit v.7.0.5 (North
Carolina State University, Raleigh, USA) programa gauta konsensus seka ir BLAST programa ji
palyginta su kitomis NCBI duomeny bazéje esanciomis 16S rRNR geny sekomis. Filogenetiskai
izoliatui artimiausiy mikroorganizmy 16S rRNR seky prieigos numeriai atrinkti i§ LPSN

duomeny bazés (www.bacterio.net). Sekos gautos i§ NCBI duomeny bazés. Filogenetinis medis

sukonstruotas MEGA 7 programa.
2.3.  Elektrinio lauko impulsy generavimo jranga

Suspensijoje esancios izoliato lastelés buvo veikiamos staciakampio formos elektrinio
lauko impulsais. Sta¢iakampis impulsas atvaizduotas 2 pav. Lauko generavimui naudotas Fiziniy
ir technologijos moksly centre sukurtas elektroporatorius, kurio techniniai parametrai pateikti

1 lenteléje. Lastelés suspenduotos kiuvetéje su laidaus polimero elektrodais (Lonza, Sveicarija).
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2 pav. Stac¢iakampio IEL impulso forma. Raudona kreivé atspindi sugeneruoto impulso
itampos dydzio pokytj laike.

1 lentelé. Elektroporatoriaus savybés.

Tiesioginés srovés bangos forma | StaCiakampis

| intervalas — 60 us; Il intervalas — 250 ps; Il intervalas —

Maksimali impulso trukmé 1 ms: IV intervalas — 10 ms

| intervalas — 4 kV; Il intervalas — 2 kV; lll intervalas —

Maksimali is¢jimo jtampa 1.8 kV: IV intervalas — 0.9 kV

Impulso charakteristika Pakilimo laikas — 100 ns; nusileidimo laikas — 300 ns
Impulsy skai€ius 1-100
Elektrinio impulso vaizdavimas LCD grafinis vaizduoklis

Nustatyty parametry vaizdavimas | 4 linijy LCD vaizduoklis

Operaciné sistema Mikrokontroleris XMEGA
Sauga Generatoriaus atsparumas trumpajam jungimui
Galia 220V, 50/60 Hz

Gelyje lastelés buvo elektroporuojamos eksponentés formos elektrinio lauko impulsais.
Naudota Fiziniy ir technologijos moksly centre sukurta jranga, kurio schema pateikta 3 pav., o
impulso forma atvaizduota 4 pav. [rangg sudaro: aukStos jtampos Saltinis, 1 us trukmés
eksponentinio uzpakalinio fronto formos signalo generavimo schema, kiuveté, kurioje
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patalpinamas méginys. Impulso signalas stebimas realaus laiko oscilografu. Naudotos dvi

skirtingy atstumg (0,4 cm, 0,2 cm) tarp elektrody turincios elektroporacijos kiuvetés aliuminio
elektrodais (BTX, JAV).

R13 3 et e l1::3. y ::4 i) _:;5.-_, h {

RB R0 R1Z

3 pav. 1 ps trukmés eksponentinio uzpakalinio fronto formos signalo generavimo
schema. A — aukstos jtampos $altinis, C — kiuveté.

15 =
10 =
>
4
©
Q 5d
e
S
O Tt
| |  J | | | | | |
-2 0 2 4 6
Laikas, ps

4 pav. Eksponentinio uZpakalinio fronto signalo atvaizdavimas. Raudona kreivé atspindi
sugeneruoto impulso jtampos dydzio pokyti laike.
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Lasteliy gyvybingumo priklausomybés nuo IEL parametry tyrimams suspensijoje ir

gelyje taikytos skirtingos elektroporacijos parametry kombinacijos, kurios pateiktos 2 lenteléje.

2 lentelé. Impulsinio elektrinio lauko parametrai.

. . Elektrinio . Impulso | Impulso
Terpe, Kiuvetés Jtampa o Impulsy skaicius . N
B lauko stipris L trukmé energija
varza taris (Ug) (pn) ir daznis (f)
(E) (r) (W)
2,3 kv 14 kV/cm 20-100 vnt., 1 Hz 100 ps 1,16 J
Suspensija,
0,12 mL 1,1 kV 5,9 kVicm 50 vnt., 1-10 Hz 50 ps 0,113
170 Q
0,2-2,3kV | 1,9-14 kV/icm 100 vnt., 1 Hz 100 us | 0,02-1,16J
Gelis,
0,42 mL 9,6 kV 48 kV/cm 5-30 vnt. 1lus 2,46 J
375Q
Gelis, 75Q | 0,85mL 10,9 kv 27,2 kVicm 5-90 vnt. 1lus 1,57

Impulso energija buvo apskai¢iuota pagal (3) formulg, kur W — impulso energija, Ug —
jtampa, T — impulso trukmé¢, R — méginio varza. Sistemai suteikta energija apskaiciuojama
padauginus vieno impulso energijg ir impulsy skaiciaus.

_Ug”,
=0T (3).

2.4. Izoliato lasteliy auginimas skystoje terpéje

Izoliuoto mikroorganizmo kamieno auginimas ir Iasteliy kultiiros paruoSimas
eksperimentams buvo atlieckamas standartinémis salygomis. Lasteliy kultiira auginama skystoje
YEP (10 g/L mieliy ekstrakto, Merck KGaA, Vokietija; 5 g/L natrio chlorido, Carl Roth,
Vokietija; 10 g/l peptono i$ kazeino, Carl Roth, Vokietija) ar agarizuotoje (YEP su 15 g/L
agaro, Merck KGaA, Vokietija) mitybin¢je terp¢je 30 °C. Skystoje terpéje lastelés augintos
~16 valandy aeruojant inkubatoriuje purtykléje TOU-10-2 (MRC International, lzraelis). Visi
eksperimentai buvo atliekami su izoliato lgstelémis eksponentinéje augimo fazéje, kai lasteliy
suspensijos optinis tankis (OT600 nm) lygus 2,0 (KFV/mL= 210, Lasteliy suspensijos optinis

tankis iSmatuotas spektrofotometru Halo RB-10 (Dynamica Scientific Ltd., Didzioji Britanija).

19



2.5. Izoliato lasteliy paruoSimas IEL poveikiui

Po auginimo lastelés centrifuguotos 12 minuciy, 3500 G, centrifuga SIGMA 1-6P
(Sigma-zentrifugen, Vokietija), 2 kartus praplautos Tris-HCI (EP) buferyje (20 mM TRIS,
Applichem, Vokietija; HCI, Merck KGaA, Vokietija; 1M sorbitolis, Applichem GmbH,
Vokietija; pH 7,4; 4 °C), iSmaiSomos purtykle Vortex Mixer CLASSIC (VELP Scientifica,
Italija), dar karta nucentrifuguotos ir suspenduotos EP buferyje, sukoncentruotos 2 kartus. Visi
tirpalai paruosti naudojant distiliuota vandenj. Eksperimentams, kuriuose tiriama suspensiniy
izoliato Igsteliy gyvybingumo priklausomyb¢ nuo IEL poveikio paramentry, buvo paruoSiamas

pradinis méginys, su lasteliy koncentracija 6 x 101 KFV/mL.
2.6. Izoliato Igsteliy veikimas IEL suspensijoje

Automatine pipete Transferpette (BrandTech Scientific, JAV) i§ pradinio méginio paimta
120 pL elektrinio lauko poveikiui paruosty izoliato lgsteliy suspenduoty EP buferyje ir patalpinta
kiuvetéje. StaCiakampio formos impulsinio elektrinio lauko generatoriuje nustatyti pasirinkti
impulso parametrai ir impulsy skaicius. Elektriniu lauku paveikty Igsteliy suspensija iSimta i$
kiuvetés ir praskiesta EP buferiu iki 2000 KFV/mL. 50 puL suspensijos i$séta ant standzios
Ashby‘s Mannitol Agar mitybinés terpés Petri 1ékstelése. Auginta inkubatoriuje INCU-Line
(VWR, JAV) prie 30 °C, 72-96 valandas. Po inkubacijos suskaiCiuotos iSaugusios lgsteliy

kolonijos. Kontrolei naudotos IEL nepaveiktos izoliato Igstelés suspenduotos EP buferyje.
2.7.  H. tuberosus L. stiebagumbi simuliuojanc¢io gelio paruosimas

Gelio sudétis ir paruoSimo metodika pritaikyta remiantis kity mokslininky atliktais
tyrimais (Mobashsher and Abbosh, 2014). T stiklinéle jpilta 92 g distiliuoto vandens, jdéta 4 ¢
zelatinos (KLINGAI, Lietuva) ir iStirpinta pastoviai kaitinant bei maiSant. | misinj jdéta 4 g
topinambo stiebagumbio milty (Anvitus, Lietuva) ir 0,5 mL glicerolio (Applichem GmbH,

Vokietija). Gelis i$pilstytas | mégintuvélius ir autoklavuotas.

2.8. Izoliato Igsteliy veikimas elektriniu lauku standzioje gelio struktiiroje

Meégintuvelis su 5 mL paruosto sterilaus gelio laikytas 5 minutes 30 °C vandens voneléje,
kol gelis suskystéjo. Automatine pipete Transferpette (BrandTech Scientific, JAV) paimta
500 puL elektrinio lauko poveikiui paruosty izoliato Igsteliy suspenduoty EP buferyje ir jdéta |
meégintuvel] su geliu bei viskas gerai iSmaiSyta purtykle Vortex Mixer CLASSIC (VELP
Scientifica, Italija). Kiuvetés su 0,2 cm ir 0,4 cm tarpu tarp elektrody uzpildomos geliu su
lastelémis. Siekiant uztikrinti, kad visg elektrody pavirSiy drékina gelis, papildomai jpilta 50 pL
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gelio be lasteliy. Kiuvetés 10 minuciy laikytos 4 °C temperatiiroje, kol gelis sustingo ir gauta
standi struktiira su gyvomis lastelémis. Toliau elektroporavimo jrangoje nustatyti parametrai,
kiuvetéje esantis meginys paveiktas [EL.

Kiuveté¢ jdéta 1 minutei ; 30 °C vandens vonelg. IS kiuvetés vidurio pipete paimtas
itirpinto  gelio su IEL paveiktomis Igstelémis méginys ir praskiestas EP buferiu iki
2000 KFV/mL. 50 pL suspensijos i$séta ant standzios Ashby‘s Mannitol Agar mitybinés terpés
Petri Iekstelése. Kiekviena IEL paveikta izoliato lasteliy suspensija iSséta ant trijy Petri 1éksteliy.
Auginta inkubatoriuje INCU-Line (VWR, JAV) prie 30 °C, 72-96 valandas. Po inkubacijos
suskaiciuotos iSaugusios lgsteliy kolonijos. Kontrolei naudotos IEL nepaveiktos izoliato 1gstelés

imaisytos j paruosta gelj.
2.9. Matematinis ir statistinis duomenuy apdorojimas

Eksperimenty duomeny apdorojimui naudotos programos: Microsoft Office Excel 2016
(standartinio nuokrypio, vidurkio skai¢iavimas), OriginPro 9.1 (grafiky braizymas, duomeny
glodinimas).

Izoliato lgsteliy inaktyvavimo efektyvumas buvo iSreikStas deSimtainiu gyvybingumo
sumaz¢jimu (DGS) (ang. log reduction, LR), kuris apskai¢iuojamas pagal formule:

DGS = —log(N/No) (0);

Formulgje (1), N yra KFV skai¢ius méginyje po IEL poveikio, No yra KFV skaicius
nepaveiktame méginyje. IS eksperimenty gauty logaritminio sumaz¢jimo duomeny glodinimui ir
iSgyvenamumo kreiviy sukarimui buvo pritaikytas matematinis modelis (Mafart et al., 2002).
ISgyvenamumo kreivés, nusakancios DGS priklausomybe nuo impulsy skaiciaus, lygties

formulé:

DGS = (Z=)P 2);

pnsy

Formule (2) sudaro eksperimentiniy duomeny parametrai (DGS, pn) ir parametrai
aprasantys impulsy skai¢iy, reikalingg sumazinti LS vienetu (pnsy bei kreivés forma (p).
ISgaubtas kreives nusako p > 1, jgaubtas kreives nusako p <1; p =1 nurodo linijinj pokyt;.
Duomeny kreives, sukurtos pagal pateikta modelj, vadinamos iSgyvenamumo kreivémis. Ta pati
formulé taikoma LS lyg¢iy sudarymui, kai vietoje kintamojo pn yra impulso energija, sistemai

suteikta energija arba impulsy daznis (f).
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3. TYRIMO REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1.  Mikroorganizmy izoliuoty i$ topinambo Sakniagumbio identifikavimas

Mikroorganizmy izoliavimui i§ H. tuberosus L. Sakniagumbio pasirinkta selektyvi
Ashby‘s Mannitol Agar mitybiné terpé. Tai azoto Saltinio neturinti mitybiné terpé, kuri
naudojama endofitiniy mikroorganizmy i$skyrimui i§ poZeminiy augalo daliy (Meng Xianfa et
al., 2014). Pries izoliuojant mikroorganizmus buvo atliktas Sakniagumbio pavirSiaus sterilinimas.
Visose Petri l¢kstelése su sterilinto pavirSiaus méginiais, nebuvo aptikta iSaugusiy
mikroorganizmy kolonijy (zr. 5 pav.). Padarius iSvada, kad pavirSiaus sterilinimo metodas yra

efektyvus, atliktas mikroorganizmy izoliavimas i§ vidiniy Sakniagumbio audiniy.

5 pav. Sakniagumbio paviriaus steriluma jvertinanéio testo rezultatai. 1 — Petri lekstelés
su TSA mitybine terpe; 2 — Petri 1ékstelés su Ashby‘s Mannitol Agar mitybine terpe; A —
nesterilinto pavirSiaus méginiai po inkubacijos (matomos jvairaus tipo mikroorganizmy
kolonijos); B — sterilinto pavir§iaus méginiai po inkubacijos (mikroorganizmy kolonijy néra).

Pirmiausia jvertintos izoliuoty mikroorganizmy kolonijy morfologinés charakteristikos.
Visos Petri 1ékstelése iSaugusios kolonijos morfologiskai jvertintos kaip vieno tipo: skaidrios,
apvalios, i§gaubtos, lygiais kraStais ir lygiu pavirSiumi, 2 — 4 mm diametro dydZio. Atlikus Gram
testa, lgstelés jvertintos kaip Gram neigiamos. Mikroskopuojant nustatyta, kad izoliato Igstelés
yra judrios, lazdelés formos (0,5 um plocio ir 2,0-3,0 um ilgio).

Genotipiniam bakterijy identifikavimui i§ izoliato 1asteliy buvo i$skirta genominés DNR
ir atliktas 16S rRNR geno sekos amplifikavimas su atitinkamais pradmenimis. Vidutinis

bakterijy 16S rRNR geno sekos ilgis lygus 1,55 kbp (Clarridge, 2004). Elektroforezes agarozés
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gelyje nustatyta, kad PGR amplifikuota seka atitinka vidutinj 16S rRNR geno sekos ilgj ir yra
~1,5 kbp ilgio (Zr. 6 pav.).

1,5kbp—> s =

6 pav. Elektroforezés nuotrauka. M takelis — molekulinis standartas; 1 takelis — PGR
produktas.

Sekoskaitg atliko BaseClear (Olandija). Gauta seka palyginta BLAST programa su NCBI
duomeny bazéje esanciomis 16S rRNR geno sekomis. Pagal BLAST programos rezultatus,
izoliato 16S rRNR seka pasizyméjo 99 % panaSumu su Rhizobium nepotum 39/7 kamienu.
Remiantis BLAST gautais rezultatais, i§ LPSN duomeny bazés buvo atrinkta 19 filogenetiSkai
artimiausiy bakterijy seky. Filogenetinio medZzio jSaknydinimui pasirinkta Escherichia coli 16S
rRNR seka. Pagal ClustalW algoritmg atliktas izoliato ir visy atrinkty seky daugybinis
palyginimas; Neighbour-Joining metodu sukonstruotas filogenetinis medis (zr. 7 pav.).

Filogenetiné analizé parodé, kad izoliato Iastelés sudaro bendra klasterj su
Rhizobium pusense NRCPB10 kamienu. Rhizobium gentis sudaro simbiontinius ry$ius su
ankStiniais augalais, ko pasekoje susiformuoja augaly gumbai bei vyksta atmosferinio azoto
fiksavimas. Plac¢iausiai Rhizobium sp. sutinkamos dirvozemyje ir augaly rizosferoje (Parker,
2001). Yra duomeny, patvirtinan¢iy, kad Rhizobium sp. kolonizuoja ir augalinius audinius
(Somasegaran ir Hoben, 1994; Mhamdi et al., 2005). Be to, izoliato lasteliy morfologija sutampa
su literattiroje pateikiamais apraSymais. R. pusense apibtidinamos kaip judrios, Gram neigiamos,
lazdelés formos, aerobinés bakterijos. Tyrimai rodo, kad R. pusense taip pat gali kolonizuoti
augalinius audinius, o anaerobinémis salygomis iSgyvena denitrifikuodamos augalo audiniuose
esancius azoto junginius (Panday et al., 2011).

Skystoje Ashby‘s Mannitol Agar mitybingje terpéje esantis kalcio karbonatas sudaré
nuosédas neleidZziancias vertinti lIgsteliy optinio tankio spektrofotometru, tad lasteliy
kultyvavimui tolimesniems tyrimams buvo pasirinkta YEP mitybiné terpé. Rhizobium sp. ir
Agrobacterium sp. genciy bakterijy kultivavimui daznai naudojama YEP mitybiné terpé, kuria
sudaro pakankamas kiekis mitybiniy medziagy reikalingy greitam Igsteliy padauginimui (Guo et
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al., 2017; Jube ir Borthakur, 2009). Be to, Sioje terp¢je néra komponenty sudaranéiy nuosédas.

Siekiant gauti duomenis apie izoliato Igsteliy augimo grei¢io priklausomybe¢ nuo lasteliy tankio,

buvo sudaryta augimo kreivé skystoje YEP mitybinéje terpéje, 30 °C temperatiiroje (zr. 8 pav.).

A |zoliatas i% topinambo stiebagumbio

Rhizohium pusense NRCPB10 (FJ963341)
Agrobacterium sp. UGM 1685 (EU401907)
Agrobacterium tumefaciens 1AM 12048 (AB247615)
Rhizohiurm nepoturm 38/7T (FRB70231)

- — Rhizobium skierniewicense Ch11 (HQB823551)

Agrobacterium larrymoorei (Z30542)
Rhizobium selenitireducens B1 (EF440188)

Blastobacter capsulatus IFAM 1004 (X73042)

97

Blastobacter aggregatus IFAM 1003 (X73041)
- I: Rhizobium rosettiformans Y3 (EUTB1656)
Rhizobiurm populi K-38 (KCB0S734)

43 | [ Rhizobium sp. shinB-1 (HEBBEY3S)

Rhizohium daejeonense LE1T (AY341343)

Rhizobium alvei TNR-22T (HEG49224)

Ciceribacter lividus MSSRFELT (JG230000)

B 1 — Rhizabium sp. Po 20¢26 (LNB32063)

i Rhizohiurn halophytocola YCEEET (GU322905)

Agrobacterium vitis (1J45329)
o [ Rhizohium taibaishanense CCMNWSX 0483 (HMTTEOET)

E=zcherichia coli DSM 30083 (XB80725)

7 pav. Neighbour-Joining filogenetinis medis sudarytas pagal 16S rRNR geno seka.
Vertés vir§ Saky Zymi kiek procenty bootstrap pakartojimy patvirtina Saky topologija.
Skliaustuose pazymétas kiekvieno kamieno GenBank prieigos numeris. [zoliato 1§ topinambo
stiebagumbio lasteliy pozicija filogenetiniame medyje paZyméta trikampiu.

Yra zinoma, jog IEL poveikis mikroorganizmams priklauso nuo lasteliy tipo, dydzio, jy

membrany sandaros (Garcia et al., 2007; Wouters et al., 1999). Be to, lgsteliy jautrumui

elektrinio lauko poveikiui jtakos turi lgsteliy augimo fazé. Nustatyta, kad E. coli inaktyvavimui

stacionarioje faz¢je reikia dviejy 8 kV/cm stiprio IEL impulsy, o eksponentinio augimo fazéje —

dviejy 2 kV/cm stiprio impulsy (Schoenbach et al., 1997).
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8 pav. Izoliato Igsteliy augimo kreivé YEP mitybinéje terpéje. Akiy vedlys pateiktas
vientisa linija.

IS augimo kreivés nustatyta, kad Igsteliy eksponentinis augimas prasideda ~5 valandg po
inokuliavimo. Stacionari faz¢ prasideda 32 valanda, kai Ilgsteliy optinis tankis
OTeoo=4,90 £0,04. Kadangi maisto  produktai  dazniausiai yra  pasterizuojami
mikroorganizmams nepasiekus stacionaraus augimo fazés, Sio darbo metu IEL poveikio
lasteléms suspensijoje ir gelyje tyrimams buvo naudojamos ankstyvoje eksponentinio augimo
fazéje esancios izoliato lastelés, kai optinis tankis skystoje YEP mitybinéje terpéje lygus
OTeoo= 2,0.

3.2.  Impulsinio elektrinio lauko poveikis izoliato lasteléms suspensijoje

Tikslus gyvybingy kolonijas formuojanéiy vienety (KFV) kiekis nustatomas iSséjant
Iasteles ant standZios mitybinés terpés. Sis metodas pasizymi dviem privalumais. Pirma, atliekant
lasteliy suspensijos serijinius skiedimus galima jvairiy koncentracijy lasteliy suspensijas. Antra,
iSvengiama klaidingo negyvybingy lasteliy ir nuosédy vertinimo (Hazan et al., 2012).

Pirmiausia buvo tiriama izoliato lgsteliy suspensijoje gyvybingumo priklausomybé nuo
pagrindiniy IEL parametry: impulsy skaiciaus (pn), energijos (W) ir daznio (f). Atlikty tyrimy
rezultatuose gyvybingumas pateiktas deSimtainio gyvybingumo sumazéjimo (DGS) israiska, kur
DGS=0 lygu kontrolés (IEL nepaveikty lIgsteliy) vertei, DGS=X rodo lasteliy skaiiaus

sumazéjimag 10* karty.
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3.2.1. Gyvybingumo priklausomybé nuo impulsy skaiciaus

Priklausomybé nuo impulsy skai¢iaus (pn=20; 50; 70; 100) nustatyta esant pastovaus
dydzio impulsy energijai (W= 1,16 J), trukmei (= 100 pus) ir dazniui (f= 1 Hz). Gauti duomenys
rodo gyvybingy lasteliy skaicius mazéja, kai yra didinamas IEL impulsy skaicius (zr. 9 pav.).

1 1 I | 1 |}
0,0 .--—-—..—-—._~§. -
\~\~
0,24 i\ 7]
Q\‘
04+ \ .
_ 441
8 y = (x/102,16) \
0 0,6 X 7
\
0,8 ‘\ .
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L} | J | J L} |} | J
0 20 40 60 80 100

Impulsy skaicius, vnt.

9 pav. lzoliato lgsteliy gyvybingumo priklausomybé nuo elektrinio lauko impulsy
skaiCiaus, kai impulso energija W= 1,16 J, 1= 100 pus, o f= 1 Hz. Punktyrin¢ violetinés spalvos
kreive atspindi iSgyvenamumo kreive sudaryta glodinant duomenis pagal (2) formule (kor.
R?=0,99). DGS — desimtainis gyvybingumo sumazéjimas.

Tyrimo rezultatai rodo, kad esant pastoviems IEL energijos, impulso trukmés ir daznio
parametrams, izoliato lgsteliy inaktyvavimo efektyvumas pradeda zymiai didéti Igsteliy
suspensijg veikiant daugiau nei 50 impulsy. Po 20 ir 50 impulsy poveikio, DGS vertés islicka
labai artimos kontrolei (DGS=0,01 +0,01, DGS=0,02 £0,01). 70 impulsy poveikis sukelia
zymesn] (DGS=0,19 +0,05) DGS vertes padidéjimg. Didziausias lagsteliy gyvybingumo
sumaz¢jimas (DGS= 0,91 + 0,19) uzfiksuotas po 100 impulsy poveikio. Atlikus duomeny analizg
gauta statistiSkai patikima i§gyvenamumo kreive, kurios koreguotas determinacijos koeficientas
lygus 0,99. I$ kreivés lygties nustatyta, kad po 102 impulsy poveikio (kai W= 1,16 J, f= 1 Hz)
lasteliy skaiCius méginyje sumazeja ~10 karty.

I§ ankstesniy tyrimy yra zinoma, kad lasteliy gyvybingumas priklauso netiesiskai nuo
elektrinio lauko impulsy skaiciaus. Atlikus tyrimus su E. coli bakterijomis, nustatyta, kad kai
IEL stipris E= 69 kV/cm, vienas impulsas sumazina lgsteliy gyvybinguma 42 %, 5 impulsai —
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64 %, o po 10 impulsy inaktyvuojama apie 79 % bakterijy (Schoenbach et al., 1997). Kity tyrimy
rezultatai rodo, jog siekiant negrjztamai paveikti lgsteliy membranas ir efektyviai inaktyvuoti
mikroorganizmus skystoje terpéje, reikalingas tam tikras minimalus impulsy skaicius
(Schoenbach ir Dobbs, 2000). Misy gauti rezultatai taip pat atspindi Sias IEL poveikio lgsteliy
gyvybingumui savybes.

Yra zinoma, kad veikiant lasteles pakartotinais impulsais, gali biiti stebimas sudétinis
(Pakhomov et al., 2015) arba IEL poveikj neutralizuojantis (Schoenbach et al., 2015) efektas.
Tokius efektus sukelia elektriniu lauku veikiamos sistemos poky¢iai po kiekvieno impulso. Dél
padidéjusio Igsteliy pralaidumo, keiciasi sistemos suspensijos laidumas, temperatira, pH (Huang
et al., 2013). Be to, dél elektrinio lauko poveikio suspensijoje gali Kisti lasteliy orientacija ir
pakartotiniai impulsai paveikia didesnj lgstelés membranos plota, kas lemia elektroporacijos
efektyvumo padidéjima. Sio tyrimo rezultatai rodo sudétinj pakartotiniy elektrinio lauko impulsy

poveikio efekta.

3.2.2. Gyvybingumo priklausomybé nuo sistemai suteiktos energijos

Toliau nustatyta izoliato Igsteliy gyvybingumo priklausomybé nuo méginiui (Sistemai)
suteiktos IEL energijos (zr. 10 pav.), kai impulsy trukmé t= 100 us, daznis f= 1 Hz. Sistemai
suteiktos energijos verté apskaiCiuota padauginus vieno impulso energijos dydi (W= 0,07 J;
0,11J; 0,22 J; 0,36 J; 0,63 J; 0,88 J; 1,16 J) i§ impulsy, kuriais paveikiamas méginys, skaiciaus
(pn=100). Maksimalios méginiui suteiktos IEL energijos verté buvo lygi ~116 J.

Didinant impulso energija, DGS vertés kito nuo DGS= 0,03 + 0,01 kai W= 7,4, iki
DGS= 2,06 + 0,14 kai IEL sistemai suteikta 116 J energija. ReikSmingas (DGS= 0,20 + 0,02)
lasteliy gyvybingumo sumazé&jimas matomas, kai vieno impulso energija lygi 0,36 J, o bendrai
sistemai suteikiama 36 J energijos. Mazesnis sistemai suteiktos energijos kiekis (W= 7,4 J;
W=117J; W=223J) sukelia nezymy gyvybingy Iasteliy skai¢ius sumazéja
(DGS=0,03+0,01; DGS=0,04+0,01; DGS=0,06+0,02), Ilyginant su kontrole
(DGS= 0,002 + 0,010).

Eksperimento rezultaty duomenys buvo glodinami ir gauta statistiSkai patikima
1Sgyvenamumo kreive, kurios koreguotas determinacijos koeficientas lygus 0,94. Apskaiciuota,

kad siekiant sumazinti Igsteliy skai¢iy 10 karty, sistemai turi biiti suteikta ~79 J energija.
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10 pav. Izoliato lasteliy gyvybingumo priklausomybé nuo sistemai suteiktos impulsinio
elektrinio lauko energijos, kai == 100 ps, f= 1 Hz ir pn= 100, W= 0,07 J; 0,11 J; 0,22 J; 0,36 J;
0,63J; 0,88J; 1,16 J. DGS — deSimtainis gyvybingumo sumazéjimas, W — impulso energija.
Punktyriné Zzalios spalvos kreivé atspindi iSgyvenamumo kreive sudaryta glodinant duomenis
pagal (2) formule (kor. R?= 0,94).

Priklausomai nuo lasteliy tipo, jy inaktyvavimui reikalingas skirtingas impulso energijos
kiekis. Dél membrany ir kity lastelés apvalkaly sandaros skirtumy, Gram neigiamy bakterijy
inaktyvavimui reikia mazesnés impulso energijos nei Gram teigiamoms lgsteléms. Didziausiu
atsparumu IEL poveikiui pasizymi bakterijy sporos (Yonemoto et al., 1993).

Teigiama, kad norint 10 karty sumazinti bakterijy kiekj skystame méginyje, vidutiniskai
reikia apie 1-100 J/mL IEL energijos. Atlikus tyrimg su Pseudomonas fluorescens (Gram
neigiamomis, lazdelés formos) bakterijomis, nustatyta, jog vandenyje gyvybingy P. fluorescens
lasteliy skai¢ius po 75 J/mL elektrinio lauko poveikio sumazéja 10 karty (Heesch et al., 2000).
Misy tyrime, kad izoliato lagsteliy gyvybingumas sumazéty 10 karty, 0,12 mL lgsteliy
suspensijos turé¢jo buti suteikta 166 J energijos, t.y. 966 JJmL. Taigi, nors P. fluorescens ir
1zoliato 1§ topinambo stiebagumbio lgsteliy morfologija yra panasi, jy inaktyvavimui reikalingas
Zymiai didesnis energijos kiekis. Toks reikalingy energijos dydziy skirtumas gali buti
paaiSkinamas terpiy, kuriose lgstelés elektroporuojamos savitosios elektrinés varzos dydziy

skirtumu bei sugeneruojamy elektrinio lauko impulsy stiprio bei formos skirtumais.
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3.2.3. Gyvybingumo priklausomybé nuo impulsu daznio

Sekancio eksperimento tikslas buvo nustatyti, ar izoliato Igsteliy gyvybingumas priklauso
nuo impulsy daznio, kai kiti IEL parametrai yra pastovaus dydzio (energija W= 0,11 J, impulsy
trukme 1= 50 ps, impulsy skaicius pn= 50 vnt.). Gauti rezultatai rodo mikroorganizmy lasteliy

gyvybingumo mazéjimg didéjant impulsy dazniui (zr. 11 pav.).
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11 pav. Izoliato lasteliy gyvybingumo priklausomybé nuo elektrinio lauko impulsy
daznio, kai pn= 50 vnt., 7= 50 pus, o impulso energija W= 0,11 J. Punktyriné violetinés spalvos
kreivé atspindi iSgyvenamumo kreive sudaryta glodinant duomenis pagal (2) formule
(koreguotas R?= 0,97). DGS — desimtainis gyvybingumo sumazéjimas.

Nustatyta ryski lgsteliy gyvybingumo mazéjimo tendencija didéjant impulsy dazniui nuo
1 Hz iki 10 Hz. D¢l dideliy standartinio nuokrypio verciy, DGS vertés ties 2 Hz ir 4 Hz dazniais
yra labai artimos (DGS= 0,08 + 0,03 ir DGS= 0,09 £ 0,01), taciau lyginant gautus duomenis ties
1 Hz, 5Hz ir 10 Hz dazniais, matomas zymus lgsteliy gyvybingumo mazéjimas (atitinkamai
DGS= 0,001 + 0,001, DGS= 0,14 + 0,02 ir DGS= 0,28 * 0,01).

[Sgyvenamumo kreive, gauta atlikus eksperimento duomeny glodinima, rodo labai artimg
tiesinei, lasteliy gyvybingumo priklausomybe nuo IEL impulsy daznio. Kreivés b koeficientas
lygus 1,22 (tiesinés priklausomybés atveju buty b= 1). Koreguoto determinacijos koeficiento
verte lygi 0,97, todel kreive statistiSkai patikimai atspindi rezultaty pasiskirtyma. 1§ kreivés
lygties nustatyta, kad teoriSkai lgsteliy skai¢ius méginyje gali biiti sumazintas ~10 karty impulsy

daznj padidinus iki 27 Hz, kai impulsy trukmé t= 50 ps, skai¢ius pn= 50, energija W= 0,11 J.
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Mikroorganizmy gyvybingumo priklausomyb¢é nuo IEL impulsy daznio stebéta ir kity
mokslininky darbuose tiriant IEL poveikj E. coli bei Salmonella enterica bakterijomss. Lasteliy
populiacijy dydziai méginiuose statistiSkai reikSmingai mazéja didinant IEL impulsy daznj nuo
100 Hz iki 250 Hz (Mosqueda-Melgar et al., 2007).

Apibendrinant IEL impulsy energijos, daznio bei skaiCiaus poveikj izoliato lgsteliy
gyvybingumui suspensijoje: gyvybingumo maz¢jimas stebimas didinant IEL impulsy skaiciy,
daznj bei sistemai suteikiamos IEL energijos dydj. Svarbu yra atsizvelgti j tai, kad Siose
tyrimuose 100 % lasteliy inaktyvavimas negali buti pasiektas, nes IEL poveikis lasteléms néra
homogeniskas d¢l skirtingo lasteliy dydzio, orientacijos bei susiformuojanciy Igsteliy agregaty
suspensijoje (Weaver ir Chizmadzhev, 1996). Be to, elektroporacijai naudojamos kiuvetés
elektrody pavirsius privalo biiti pilnai drékinamas, todé¢l lasteliy suspensijos tiiris yra jdedamas
didesnis, nei tiiris tarp elektrody pavirSiy. IEL poveikis lagsteliy suspensijai esanciai vir§

elektrody yra minimalus, todél joje esancios lastelés yra maziau arba visai nepaveikiamos.

3.3.  Impulsinio elektrinio lauko poveikis izoliato 1asteléms gelyje

Nors atlieckama daug IEL poveikio lasteléms suspensijoje tyrimy, jauc¢iamas informacijos
apie elektrinio lauko poveikio pritaikymo galimybes mikroorganizmy inaktyvavimui standziose
terpése, pavyzdziui, kietuose maisto produktuose, trukiimas. Yra atliekami lasteliy inaktyvavimo
tyrimai kolageno gelio struktiirose, kurios simuliuoja audiniy inZinerijoje ir medicinoje
naudojamas medziagas bei priemones (Griffiths et al., 2008; Smith et al., 2009). Taciau siekiant
pritaikyti IEL poveikj mikroorganizmy inaktyvavimui nattiraliuose audiniuose, yra reikalingi

papildomi tyrimai.
3.3.1. Gyvybingumo priklausomybé nuo impulsy skaiciaus ir energijos

Siam tyrimui buvo pasirinktas gelis, pagamintas i§ Zelatinos bei topinamby stiebagumbiy
milty. Pirmiausia, IEL poveikis izoliato lasteléms topinambo stiebagumbj simuliuojanéiame
gelyje tirtas esant dviejy dydziy energijos (W=1,57J ir W=2,46J) eksponentés formos
impulsams ir nustatyta lasteliy gyvybingumo priklausomybé nuo impulsy skai¢iaus. Kiekvieno
impulso trukmé lygi 1 ps.

Gauti rezultatai (zr. 12 pav.) rodo rysky skirtuma tarp 1,57 J ir 2,46 J energijos impulsy
efektyvumo inaktyvuojant lgsteles. Kai pn=30 ir W= 2,46 J, DGS= 0,79 £ 0,05; o kai pn=30 ir
W=157J, DGS=0,11+0,03. Nezymus skirtumas matomas tik po 5 impulsy poveikio:
DGS=0,06 + 0,04, kai W=2,46J ir DGS= 0,3 + 0,01, kai W=1,57J. Po 10 impulsy poveikio
skirtumas reikSmingai padidéja: kai W=2,46J), DGS=0,23+0,06, o kai W=1,57],

DGS=0,08 + 0,03.
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Tyrime naudojamo gelio lydymosi temperatiira yra ~30 °C. Paveikus lasteles gelyje
didesniais impulsy skai€iais, pastebéta, kad gelis kiuveteje iSsilydo. Tai reiskia, jog méginio
temperatiira pakyla vir§ 30 °C ir lasteléms gali buti sukeltas ne tik elektrinio lauko, bet ir
temperattros poveikis. Todél buvo nuspresta tirti ne didesnio nei 30 (kai W= 1,57 J) ir 90 (kai

W= 2,46 J) impulsy skaic¢iaus poveikj Igsteliy gyvybingumui.
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12 pav. Izoliato lasteliy gelyje gyvybingumo priklausomybe nuo elektrinio lauko impulsy
energijos ir skaiCiaus, kai == 1 pus. W — impulso energija, DGS — deSimtainis gyvybingumo
sumazéjimas. Punktyrinés kreivés pagal energijos dyd;j atspindi iSgyvenamumo kreive sudaryta
glodinant duomenis pagal (2) formule (kor. R?=0,99, kai W=1,57J; kor. R?>=0,93, Kai
W= 2,46 J).

Atlikus duomeny glodinima buvo sudarytos i§gyvenamumo kreiveés, kuriy determinacijos
koeficientai (0,99, kai W= 1,57 J ir 0,93, kai W= 2,46 J) patvirtina, kad jos statistiskai patikimai
atspindi duomeny pasiskirstyma. Kreiviy a koeficientai (a= 248 ir a= 34) aiskiai rodo, jog norint
sumazinti gyvybingy lasteliy skaiciy 10 karty, mazesnés (W= 1,57 J) energijos impulsy reikia
apie ~7,5 karto daugiau, nei didesnés (W= 2,46 J) energijos impulsy.

3.3.2. Impulsinio elektrinio lauko efektyvumo skystoje ir standZioje terpése

palyginimas

Impulsinio elektrinio lauko efektyvumo priklausomybé nuo poveikio terpés buvo
jvertinta lyginant IEL paveikty izoliato lgsteliy gyvybingumag suspensijoje bei gelingje
strukttiroje (zr. 13 pav.). Vieno impulso ir sistemai suteiktos energijy dydziai buvo perskai¢iuoti
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] energijos kiekj suteiktg vienam mililitrui. Nustatyta, kad sistemai suteikiant 9-90 J/mL
energijos, lasteliy gyvybingumas mazéja nezymiai (DGS vertés kinta nuo 0,01 + 0,01 iki
0,29 = 0,05) nepriklausomai nuo terpés. Didinant sistemai suteiktos energijos verte, iSryskéja
skirtumas tarp lgsteliy inaktyvavimo efektyvumo gelyje ir suspensijoje. Nustatyta, kad sistemai
suteikiant iki 300 J/mL energijos, lasteliy gyvybingumas suspensijoje maz¢éja nezymiai. Sistemai
suteikiamos energijos kiekj padidinus iki 530 J/mL, DGS verté padidéjo iki 0,47 + 0,06. Lasteles
veikiant gelyje, panaSaus dydzio (DGS= 0,42 +0,06) lasteliy gyvybingumo sumazgjimas

pasickiamas méginiui suteikus 167,1 J/mL energijos.
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13 pav. Izoliato lagsteliy gelyje gyvybingumo priklausomybé nuo sistemai suteiktos
energijos ir terpés. W — impulso energija, DGS — deSimtainis gyvybingumo sumazéjimas.
Punktyrinés kreivés pagal energijos dydj atspindi iSgyvenamumo kreive sudaryta glodinant

duomenis pagal (2) formule (kor. R?= 0,98, gelyje, W= 1,57 J; kor. R?>= 0,93, gelyje, W= 2,46 J;
kor. R?= 0,94, suspensijoje W= 1,16 J).

Sukeliant IEL poveikj lasteléms suspensijoje, maksimali DGS verté (DGS= 2,06 + 0,14)
pasiekta, kai sistemai buvo suteikta 963,5 J/mL energija. Veikiant izoliato Igsteles gelyje,
didziausios DGS vertés (DGS= 0,79 + 0,05; DGS= 0,66 + 0,13) gautos, kai sistemai suteikta
energija sieké atinkamai 175 J/mL ir 186 J/mL.

Be to, pastebéta, kad suteikiant sistemai vienoda energijos kiekj, lasteliy inaktyvavimo

efektyvumas gelyje priklauso nuo pavienio impulso energijos dydzio. Kai sistemai suteikiama
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~170 J/mL energijos, esant didesniai (W= 2,46 J) vieno IEL impulso energijai, gelyje lastelés
inaktyvuojamos efektyviau (DGS=0,79 £0,5), nei esant 1,57J vieno impulso energijai
(DGS= 0,42 = 0,06).

Glodinant eksperimento rezultaty duomenis, gautos statistiskai patikimos i§gyvenamumo
kreivés, kuriy koreguoti determinacijos koeficientai lygas 0,94 (suspensijoje, W= 1,16 J), 0,93
(gelyje, W= 2,46 J) ir 0,98 (gelyje, W= 1,57 J). Energijos, kurig reikia suteikti sistemai, siekiant
sumazinti gyvybingy lasteliy skai¢iy 10 karty, dydis nustatytas i§ i§gyvenamuno kreiviy lyg¢iy.
Izoliato lgsteles veikiant elektriniu lauku suspensijoje, DGS=1 pasiekiamas, kai sistemai
suteikta energija lygi 661 J/mL. Gelyje gyvybingy lasteliy skai¢ius sumazinamas 10 karty, kai
sistemai suteikiamos energijos dydis lygus 198,6 J/mL (kai vieno impulso W=2,46J) arba
431 J/mL (kai vieno impulso W= 1,57 J).

Suspensijoje izoliato lgstelés buvo veikiamos staciakampio formos, o gelyje —
eksponentés formos elektrinio lauko impulsais. Yra Zinoma, kad impulso forma turi jtakos
lasteliy inaktyvavimo efektyvumui. Vienodos energijos staciakampio formos impulsai
inaktyvuoja apie 60 % daugiau lasteliy, nei eksponentés formos impulsai (Schoenbach ir Dobbs,
2000). Sio tyrimo rezultatai rodo, jog paveikiant lasteles gelyje eksponentés formos impulsais, jy
gyvybingumas mazinamas efektyviau, nei veikiant suspensijoje staciakampio formos impulsais.
Tokios priklausomybés priezastimi gali buti suspensijos (472,5 Q-cm) ir gelio (2040 Q-cm)
elektriniy varzy skirtumas. Taip pat, jtakos galéjo turéti IEL jtampos dydziy skirtumai. Lasteles
veikiant suspensijoje, IEL jtampa buvo Zymiai mazesné (2,3 kV), nei inaktyvuojant lgsteles
gelyje (9,6 kV, 10,9 kV).

Atlikty IEL poveikio lgsteliy gyvybingumui gelyje tyrimy rezultatai rodo, kad IEL gali
buti taitkomas mikroorganizmy inaktyvavimui standziose struktiirose. Inaktyvavimo efektyvumas
priklauso ne tik nuo terpés, bet ir nuo sistemai suteiktos energijos vertés,vieno impulso energijos

dydzio bei impulsy daznio.
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ISVADOS

1.

I$ Helianthus tuberusus L. stiebagumbio izoliuotos Gram neigiamos, lazdelés formos ir
judrios bakterijos. Atlikus 16S rRNR geno sekoskaita ir analiz¢ nustatyta, kad
filogenetiSkai izoliatas yra artimiausias Rhizobium pusense NRCPB10 kamienui.
Suspensijoje izoliato lgsteliy gyvybingumas priklauso nuo elektrinio lauko impulsy
skaiCiaus, daznio ir energijos. Didziausias bakterijy inaktyvavimo efektyvumas
(DGS= 2,06 = 0,14) pasiektas kai impulso trukmé 100 us, daznis 1 Hz ir sistemai suteikta
energija 166 J.

Impulsinio elektrinio lauko impulsai gali biiti taikomi mikroorganizmy inaktyvavimui
gelinéje struktiiroje. Nustatyta, kad gyvybingy Igsteliy skaiCius gelyje sumazéja 10 karty
sistemai suteikus 199 J/mL (kai W= 2,46 J) arba 431 J/mL (kai W= 1,57 J) energijos, 0
suspensijoje — 661 J/mL (kai W= 1,16 J) energijos.
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Impulsinio elektrinio lauko poveikio mikroorganizmams Helianthus tuberosus L.

stiebagumbj simuliuojanciame gelyje tyrimas

Santrauka

Helianthus tuberosus L. (Jeruzalés artiSokas, topinambas) yra pladiai kultivuojamas
augalas, pasiZymintis vertingomis maistinémis savybémis. Siekiant pratesti §io produkto
saugojimo laikg bei uztikrinti jo mikrobiologing sauga, tiriamos jvairiy metody pritaikymo
galimybés. Siame darbe buvo istirtas impulsinio elektrinio lauko poveikis ir jo pritaikymo
galimybé sukelti mikroorganizmy Ziitj topinambo stiebagumbj simuliuojan¢iame gelyje. Tyrimui
buvo izoliuotos Gram neigiamos, lazdelés formos bakterijos i$ topinambo stiebagumbio. Atlikta
izoliato 16S rRNR geno sekoskaita ir BLAST analizé. Nustatyta, kad filogenetiskai izoliatui
artimiausios yra Rhizobium pusense rusies bakterijos. Nustatyta, kad suspensijoje gyvybingy
kolonijas formuojanciy vienety (KFV) skai¢ius mazéja didéjant IEL energijai, impulsy skaiciui
(t) ir dazniui (f). DidZiausias bakterijy inaktyvavimo efektyvumas (KFV skaicius sumazejo
~100 karty) suspensijoje pasiektas, kai bendra sistemai suteikta energija lygi 166 J, pn= 100,
f=1Hz. Irodyta, kad IEL poveikis gali biiti taikomas bakterijy inaktyvavimui standzioje terpéje.
Didinant IEL poveikio energija, topinambo stiebagumbj simuliuojanciame gelyje gyvybingy
KFV skai¢ius maksimaliai buvo sumazintas ~6,3 kartus, kai impulsy skai¢ius pn= 30, daznis

f=1Hz, vieno impulso energija W= 5,86 J/mL.
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Effects of Pulsed Electric Field on Microorganisms in Gel Biomatrix Simulating

Helianthus tuberosus L. Tuber

Summary

Helianthus tuberosus L. (Jerusalem artichoke, topinambour) is widely known crop plant
with highly valuable nutritional properties. To improve a shelf life and microbiological safety of
this product, different preservation methods are being studied. In this research the effects of
pulsed electric field (PEF) treatment on microorganisms inactivation were investigated. Gram
negative, rod-shaped bacteria were isolated from the topinambour tuber. 16S rRNA gene
sequencing was done. BLAST and phylogenetic analysis indicated that the most closely related
to the bacterial isolate is Rhizobium pusense bacteria. It was shown that after exposure to PEF,
viability in suspension decreases with the rise of PEF energy, number of pulses (pn) and
frequency (f). The highest bacterial inactivation efficiency (CFU decreased ~100 times) was
reached with 166 J total processing PEF energy (pn=100, f=1 Hz). The study confirmed that
PEF treatment could be applied for bacteria inactivation in a rigid structure. In the gel biomatrix
simulating topinambour tuber, viable CFU quantity maximally was reduced ~6,3 times. This

effect was reached with 30 pulses, 1 Hz pulse frequency and 5,86 J/mL pulse energy.
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