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SANTRUMPU SARASAS

us — mikrosekundés

16S rRNR — bakterijy SeSiolikto subvieneto ribosominé ribonukleortigstis
A — amperai

b. p. — bazés poros

De novo — lotyniska fraz¢, reiskianti ,,i$ pradziy, i$ naujo*

E — elektrinio lauko stipris

f — kintamo elektrinio lauko daznis

g. k. — galutiné koncentracija

KFV — kolonijas formuojantis formuojantys vienetai

Konc. — koncentracija

MALDI-TOF — i$ matricos lazeriu desorbuojanti ir jonizuojanti l1ékio trukmés masiy

spektrometrija (angl. Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization-Time Of Flight)
mln. — milijonas
mS/cm — milisimensas centimetre
n — elektrinio lauko impulsy skai¢ius
ns — nanosekundés
OD — optinis tankis
PCA — Plate count agar mitybiné terpé
pH — vandenilio jony koncentracijos tirpale matas

TEM — transmising elektroniné mikroskopija (angl. Transmission Electron Microscope),

kai bandinys apSvieCiamas lygiagreciu elektrony pluostu
TSA — triptono sojy agaras

TSB — triptono sojy sultinys

V —voltai

T — elektrinio lauko poveikio trukme



IVADAS

Mikrodumbliai — fotosintetinantys primatai, aptinkami jvairiuose vandens telkiniuose,
dirvose bei nuotekose. Jie atlicka svarby vaidmenj ekosistemos medziagy ir energijos
apytakoje. Kitaip nei aukstesnieji augalai, mikrodumbliai geba uzauginti didesnj biomasés
kiekj, kuping nattraliy didelés pridétinés vertés junginiy (Wang ir kt. 2015; Madigan ir kt.
2019). Bitent dél Siy priezas¢iy mikrodumbliai jgyja vis didesn¢ svarbg biotechnologijy,
maisto, farmacijos ir energetikos pramonés sektoriuose (Raheem ir kt. 2018; Galasso ir kt.
2019). Taciau, siekiant patenkinti mikrodumbliy ir jy sintetinamy junginiy poreikj, biitina
optimizuoti dumbliy biomasés kultivavimo procesg. Daznai Siam tikslui pasiekti vykdomas
abiotiniy veiksniy, kaip kultivavimo tipas, temperattira, apSvietimas, pH ir kt., optimizavimas.
Deja, Sios strategijos ekonominis atsiperkamumas yra per mazas (Mohammad Mirzaie ir kt.
2015). Siekiant sumazinti kultivavimo kaStus galima pasitelkti natiiralius mikrodumbliy
mikrobiotos biotinius veiksnius. Nustatyty tarpusavio saveiky gausa, jgalina paspartinti
mikrodumbliy kultivavima, naudojant teigiamu poveikiu pasizymincius mikroorganizmus (Y ao
ir kt. 2019; Krug ir kt. 2020; Pascual ir kt. 2020). Vis délto, biotiniy ir abiotiniy veiksniy kaita
gali inicijuoti tarpusavio sgveiky virsma, teigiama ar neigiama kryptimi (Neuhauser ir kt. 2004;

Liu ir kt. 2012).

Pakitusiy, netinkamy mikrodumbliy kultivavimui, salygy likvidavimui gali bati
pasitelkiami fiziniai ir cheminiai metodai (Sun ir kt. 2018). Taciau sonifikacija, UV
spinduliuoté, antibiotiky terapija ar kiti metodai gali sukelti nepageidaujama poveikj
mikrodumbliy ir jy sintetinamy produkty iSeigai (Soto-Sierra ir kt. 2018). Vienas i alternatyviy
biidy selektyviai neutralizuoti mikroorganizmus kompleksingje kultiiroje galéty biiti impulsinio
elektrinio lauko poveikis (angl. electric pulsed field, PEF). Zinoma, jog skirtingais elektrinio
lauko impulsais veikiant mieliy Saccharomyces cerevisiae ir Lactobacillus sp. bakterijas,
galima sukelti neterminj, selektyvy pieno isriigy pasterizavima (Simonis ir kt. 2019). Siuo metu
impulsinio elektrinio lauko poveikis placiai taikomas mikrodumbliy geny modifikacijoms ir/ar
medziagy apykaitos inzinerijai sintetinamy didelés pridétinés vertés junginiy i$skyrimo iSeigos
didinimui (Joannes ir kt. 2015; Dyo ir kt. 2018; Scherer ir kt. 2019). Ta¢iau mikrodumbliy ir

bakterijy tarpusavio sgveikai impulsinio elektrinio lauko poveikis dar néra tyrinétas.
Darbo tikslas.

Nustatyti C. vulgaris ir Delftia sp. bakterijy tarpusavio santykius ir jy pokyt] impulsinio

elektrinio lauko poveikyje.

Darbo uZdaviniai:



Nustatyti C. vulgaris ir Delftia sp. bakterijy tarpusavio sgveikos pobiidj;

Ivertinti skirtingy impulsiniy elektriniy lauky poveikj mikrodumbliams;

Ivertinti skirtingy impulsiniy elektriniy lauky poveikj bakterijy gyvybingumui;
Ivertinti pasirinkto impulsinio elektrinio lauko poveikj mikrodumbliy ir bakterijy

tarpusavio sgveikai.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1.Mikrodumbliai — naujausias biotechnologijy pramonés objektas

Biotechnologijos — vienas sparciausiai augan¢iy pramonés sektoriy pasaulyje. Tai
tarpdisciplininis sektorius apimantis farmacijos, chemijos, bioenergetikos, maisto ir kitus
pramonés sritis. Jis paremtas gyvosios gamtos objekty ar jy sudétiniy daliy panaudojimu
gerinant zmonijos gyvenimg (Keener ir kt. 2000). Taciau, sparti technologijy plétra suteiké
galimybe patobulinti gyvosios gamtos objektus naudojant geny, baltymy ir Igsteliy inZinerijos
metodus. Visa tai padidino biotechnologijy pramonés svarbg ir suteiké didesni vaidmenj
pasaulio ekonomikoje. JAV ir Europa yra lyderiaujancios biotechnologijy sektoriuje,
generuojancios daugiau kaip 140 milijardy JAV doleriy pajamy per metus (Matej Mikulic
2018).

Biotechnologijy pramonéje naudojami gyvosios gamtos objektai yra modeliniai
organizmai. Daznu atveju tai iSsamiai iSanalizuoti, lengvai laboratorinémis salygomis
kultivuojami organizmai, kuriy gyvenimo ciklas trumpas, o reprodukcija greita. Namingés pelés
(Mus musculus), mieliagrybiai (Saccharomyces cerevisiae), bakterijos (Escherichia coli) ar
kininio ziurkéno kiausidziy lasteliy linijos (angl. Chinese hamster ovary (CHO)) — keletas
dazniausiai naudojamy modeliniy organizmy (Kim ir kt. 2012; Samie 2017; Yalcin ir kt. 2019).
Taciau pastargji deSimtmetj dél placiy panaudojimo galimybiy mikrodumbliams skiriama vis
daugiau démesio biotechnologijy pramonéje ir apskritai pasaulio ekonomikoje (Gudmundsson

ir kt. 2017; Archanaa ir kt. 2019; Dhanya ir kt. 2020; Low ir kt. 2020).

Mikrodumbliai — vienalgsciai, greitai besidauginantys dumbliai, kuriy kultivavimas
nereikalauja specialiy salygy. Mikrodumbliai, kaip ir tikrieji augalai, vykdo oksigening
fotosinteze, kurios metu Sviesos energija paver¢iama chemine energija (Madigan ir kt. 2019).
Taciau mikrodumbliy bei melsvabakteriy vykdoma fotosintezé yra pranaSesné nei tikryjy
augaly dél evoliucionuojant jgyto anglies dvideginio (COz) koncentravimo mechanizmo. Jis
jgalina keliy anglies formy (HCO;3;™ ir CO2) koncentravimg lasteléje net ir tuo atveju, kai
aplinkoje neorganinés anglies koncentracija itin maZa. Aplink mikrodumbliy pirenoida
sukoncentruota anglis veikiant RuBisCo (ribulozés-1,5-difosfato karboksilaze / oksigenazé) yra
paverCiama ] organine anglies formg / cheming energija (Wang ir kt. 2015). Prie dumbliy
vykdomos fotosintezés efektyvumo prisideda ir geresnés ekspozicijos | saulg bei kultivavimui
nereikalingi dideli zemés plotai. Bendrai ant zemés auganciy augaly fotosintezés metu
fiksuojama iki 50 % aplinkoje esancios neorganinés anglies. Tuo tarpu mikrodumbliai geba
fiksuoti iki 80 % neorganinés anglies. Tai efektyviausias anglies junginiy fiksavimo procesas

(Dismukes ir kt. 2008; Wang ir kt. 2015).



Idealiomis sglygomis didel¢ dalis fotosintezés metu gautos cheminés energijos
dumbliuose yra panaudojama reprodukcijos procesui. Vis didéjanti mikrodumbliy populiacija
salygoja biomasés kaupimasi. Skirtingai nei tikryjy augaly, mikrodumbliy biomasé néra
paskirstoma papildomiems energetiSkai daug kainuojantiems audiniams, kaip stiebas, lapai ir
kt. Taip pat dumbliy biomasés kaupimui sezoniSkumas neturi didelés jtakos. Tai lemia
galimybé lengvai kontroliuoti kultivavimo salygas (temperatiira, apSvietimas, maistinés
medziagos ir kt.), kuriy poky¢iai gali indukuoti ir naudingy cheminiy junginiy sintezg¢. Taigi,
greita reprodukcija, geb¢jimas apsirtipinti chemine energija fiksuojant neorganing anglj bei
kaupti didelg biomase yra esminiai veiksniai, jgalinantys mikrodumblius naudoti kaip biokuro,

bioaktyviy junginiy ir maisto Saltinj (Sayre 2010; Ravishankar ir kt. 2019).

Zmoniy tkiné veikla ir vis didéjantis iSkastinio kuro sunaudojimas yra pagrindinés
klimato kaitos priezastys. Beveik 87 % iSmetamy CO: dujy yra sugeneruojamos antropogeningés
veiklos, naudojant akmens anglis (43 %), nafta (36 %) ir gamtines dujas (20 %) (Goli ir kt.
2016). Siekiant uzkirsti kelig tolesnei klimato kaitai biitina mazinti anglies iSmetimg. Tai
meéginama pasiekti naudojant tvarius energijos iSteklius, kaip, pavyzdziui, atsinaujinancig véjo
ir saulés energija ar biomasés kurg (energiniai paséliai ir zemés iikio bei miSko kirtimo ar
medienos perdirbimo atliekos). Taciau atsinaujinancios energijos infrastruktiros didelé kaina,
energijos kaupimo ir tiekimo sistemy trukumai yra esminiai technologijos diegimo trikdziai
(Nelson ir kt. 2015). Manoma, jog ekonomiskiausias, maZzai kasty bei priezitiros reikalaujantis
biokuro Saltinis yra energiniai augalai. D¢l didelio kaupiamo biomases kiekio bei riebaly
koncentracijos mikrodumbliai i$siskiria 1§ energiniy paséliy gausos. Mikrodumbliai geba kaupti
20-80 % (nuo sausos biomaseés) riebaly, kuriy vidutinis produktyvumas — 4,5-7,5 tonos hektare

per metus (t/ha/m) (Zr. 1.1 lentele) (Tsukahara ir kt. 2005; Weyer ir kt. 2010).

1.1 lentelé. Mikrodumbliy sausos biomasés sudétis (Vadiveloo ir kt. 2016: 363-374; Kumar ir kt. 2017;
Han ir kt. 2019: 2377; Hossain 2019: 2594-2607)

Mikrodumbliai Baltymai (%) | Angliavandeniai (%) | Lipidai (%)
Botryococcus braunii 40 2 25-75
Chlorella sp. 51-58 12-17 28-56
Nannochloropsis sp. 3040 7-10 31-68
Scenedesmus sp. 8-56 10-52 2-40
Porphyridium aerugineum 31,6 13,7 45,8




Tuo tarpu sojy pupeliy sintetinamy riebaly produktyvumas siekia 0,4 t/ha/m, rapsy — 0,7
t/ha/m (Chisti 2007). Prie pastaryjy privalumy priskiriami minéti faktoriai — fotosintetinis
efektyvumas, greita reprodukcija bei kultivavimui nereikalingi dideli derlingos zemés plotai

(Posadas ir kt. 2017; Ferreira ir kt. 2019).

Biokuras panaudojant mikrodumbliy biomase gali biiti gaminamas jvairiais metodais.
DaZniausiai biokuro gamyba klasifikuojama j biocheminius, cheminius ir termocheminius
procesus (Tsukahara ir kt. 2005; Hossain 2019). Be minéty procesy, iSskiriamas dar vienas itin
sparciai vystomas bioelektrocheminis procesas, vadinamas mikrobiniu kuro elementu (zr. 1.1
pav.). Sio proceso veikimas pagrjstas egzoelektrogeniniy mikroorganizmy gebéjimu utilizuoti
fotosintezés metu susidariusias vandenilio dujas ir/ar organines medZiagas bei generuoti
elektronus. Susidarg elektronai, tekédami nuo anodo link katodo, atlieka naudingg elektros
srovés darba — generuoja elektros energija (Rosenbaum ir kt. 2010; Qi ir kt. 2018). Biokuro
gamybos procesa lemia gaminti norimo biokuro tipas, jo kokybé bei Zzaliavos sudétis.
Pavyzdziui, mikrodumbliy biomasés biocheminé organiné (C, N, O) ir neorganiné (N, K, Na,

Mg, Ca...) sudétis turi jtakos biokuro energinei vertei. Nustatyta, jog didesné atominio

Gazifikacija Gamtinés dujos (H2, CO, CO2, N2,)

Suskystinimas Skystasis kuras
Suskystintas ar kietasis kuras,

Pirolizé

gamtinés dujos

Deginimas Elektros energija, garai

Transesterifikacija Biodyzelis

Cheminis procesas
Mikrodumbliy biomasé
Esterifikacija Biodyzelis

Anaerobinis skaidymas Metanas, vandenilis

Biocheminis procesas
Fermentacija Alkoholiai, ketonai

. - Bioelektros energija, vandenilio
Fotosintetinis procesas A
dujos

1.1 pav. Mikrodumbliy panaudojimas biokuro gamyboje (Koyande ir kt. 2019)
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deguonies koncentracija, lyginant su atomine anglimi, lemia maZzesnj i$skirtos energijos kiekj.
Tuo tarpu kai atominés anglies koncentracija didesn¢, biokuras energiSkai naudingesnis
(McKendry 2002; Ali ir kt. 2015). Taip pat dumbliy biomasés drégmés kiekis gali padéti
pasirinkti efektyviausig biokuro gamybos procesg. Kai biomasés drégmé mazesné nei 50 %,
rekomenduojama tiesiogiai deginti biomas¢. Kai biomasés dréegme virSija 50 %,

rekomenduojami biocheminiai biokuro gamybos procesai.

Norint pagaminti biokura, kuris turi didziausig potencialg pakeisti naftos dyzeling,
rekomenduojama vykdyti transesterifikacijos procesa (Hossain 2019). Taigi, mikrodumbliy
generuojama didelé biomas¢ yra puiki zaliava biokuro gamybai. Taciau technologijos
optimizavimas ir investicijy ekonominis atsiperkamumas stabdo plétrg pasauliniu mastu. Prie
Siy problemy sprendimo prisideda ir didziosios pasaulio valstybés. Viena i§ jy — JAV, kurios
Energetikos departamentas 2019 m. paskyré daugiau nei 79 milijjonus JAV doleriy
bioenergetikos (tarp jy — ir biokuro bei bioprodukty) tyrimams ir vystymui.

Farmacijos pramon¢ — dar vienas didelio pasisekimo susilaukes sektorius, kurio
produkty sudétyje yra mikrodumbliy ar jy sintetinamy bioaktyviy junginiy. Viena i$ deSimties
didziausiy mikrodumblius kultivuojanéiy jmoniy — Cyanotech Corporation — 2018 m.
paskutinjji ketvirtj uzdirbo daugiau nei 10 mln. JAV doleriy (Cyanotech 2018 Annual Report,
zitréta: 2020 04 16 15:31). Tai didziausias vieno ketvir¢io pelnas uz maisto papildus, kuriy
pagrindiné sudedamoji dalis — astaksantinas. Tai vienas 1§ stipriausiy antioksidaciniu bei
imunin] atsaka stiprinanciu poveikiu pasiZyminciy karotinoidy, i$skirtas 1§ Haematococcus
pluvialis mikrodumbliy (Zgheib ir kt. 2018). Nustatyta ir daugiau mikrodumbliy sudétyje
esanciy pigmenty (fukoksantinas, fikobiliproteinai), kurie pasiZymi ne tik antioksidaciniu, bet
ir uzdegima slopinanciu, lasteliy atsinaujinimg skatinanciu bei nuo diabeto sauganciu poveikiu
(Wang ir kt.; Goiris ir kt. 2015; Zhang ir kt. 2015). Kita itin aktuali mikrodumbliy bioaktyviyjy
medziagy grupé — citotoksiniu poveikiu pasizymintys junginiai. Siai bioaktyviyjy junginiy
grupei priskiriami i§ dumbliy i$skiriami lipidai, fikobiliproteinai bei polisacharidai. Vienas
placiausiai iStyrinéty nuo vézZio sauganciy bioaktyviyjy junginiy yra fukoidanas (Wang ir kt.
2019). Tai kompleksinis vandenyje tirpus sulfatinis heteropolisacharidas, iSskiriamas 18
dumbliy Igstelés sienelés. Tiek in vitro, tiek in vivo eksperimenty metu jrodytas fukoidano
geb¢jimas inicijuoti véziniy lgsteliy apoptoze aktyvinant kaspaziy ir mitogenais aktyvinamos
baltymy kinazés (angl. mitogen-activated protein kinase (MAPK)) signalinius kelius
(Yamasaki-Miyamoto ir kt. 2009; Jin ir kt. 2010). Taip pat fukoidanas geba inhibuoti
angiogenezés, veézio proliferacijos procesus bei sinergiSkai veikti kartu chemoterapiniais

preparatais (Alekseyenko ir kt. 2007; Yan ir kt. 2015). Be viso to 1§ mikrodumbliy iSskirta
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bioaktyviy junginiy, pasizyminciy antibakteriniu, antivirusiniu bei antialerginiu poveikiu
(Raposo ir kt. 2014; Senhorinho ir kt. 2015; Deniz ir kt. 2017). Be minéty farmakologiniy
savybiy dumbliai yra polinesociyjy riebaly rugsciy (omega-3 ir omega-6) ir vitaminy Saltinis
(Guihéneuf ir kt. 2013). Atsizvelgiant j iSvardintas dumbliy ir jy sintetinamy bioaktyviyjy
junginiy savybes mikrodumbliai yra puiki zaliava kuriant vaistinius preparatus, maisto papildus

bei jvairius kosmetikos produktus (Mourelle ir kt. 2017; Galasso ir kt. 2019).

Siomis dienomis miisy planetoje yra daugiau nei 7,7 milijardo gyventojy (Worldometer
»Pasaulio populiacijos laikrodis* (zitréta: 2020 05 20 10:56). Prognozuojama, jog populiacijos
augimo tendencija i$liks ir 2050 m. planetoje jau bus 9,8 milijardo gyventojy (United Nations
Department of Economic and Social Affairs 2017). Sis nenumaldomas populiacijos augimas
jog 2050 m. kokybisko maisto poreikis bus net 70 % didesnis nei Siomis dienomis. Siekiant
uztikrinti maisto produkty poreikio patenkinimg ieSkoma naujy zaliavy Saltiniy. Nustatyta, jog
mikrodumbliai yra tinkama Zaliava efektyviai maisto produkty ar jy sudedamyjy daliy gamybai
(Smetana ir kt. 2017). Mikrodumbliai — ne tik lengvai, greitai kultivuojami mikroorganizmai,
bet ir jvairiy maistiniy medziagy Saltinis (Koyande ir kt. 2019). Pavyzdziui, Chlorella sp. ir
Arthrospira sp. mikrodumbliai geba kaupti didelius kiekius baltymy, kuriy sudétyje gausu
vertingy/nepakei¢iamyjy aminortigséiy (Becker 2007). Dél minéty savybiy mikrodumbliai yra
naudojami miltiniy gaminiy (duona, sausainiai, makaronai) bei augalinés mésos gamyboje
(Caporgno ir kt. 2018). Be to, mikrodumbliy sintetinami riebalai, gausiis steroliy, fosfolipidy,
pakeisti kiau$inius ir sumazinti suvartojamy ,,blogyjy* riebaly kiekj (Pina-Pérez ir kt. 2017;
Ravishankar ir kt. 2019). Taip pat dumbliai yra puikus angliavandeniy $altinis (Zr. 1.1 lentelg).
Alginatas, agaras ir karageninas — dazniausiai i§ dumbliy i8skiriami polisacharidai, naudojami
maisto pramonéje produktams (jogurtai, padazai, konservuota mésa) sutirStinti arba stingdyti
(Scieszka ir kt. 2019). Be viso to, dumbliuose gausu polinesodiyjy riebaly ragiéiy,
mikroelementy ir vitaminy (Guihéneuf ir kt. 2013b). Nustatyta, jog pieno produktai, papildyti
kalcj kaupianciais mikrodumbliais, padidina organizmo jsisavinamo kalcio koncentracija. Tai
itin aktualu Zmonéms, stokojantiems kazeing degraduojanciy fermenty, kurie atsakingi uz
kalcio iSlaisvinimg 1§ tarpusavio sgveikos su kazeinu (Cofrades ir kt. 2013). D¢l minétos
maistiniy medZziagy sudéties bei papildomy teigiamy savybiy mikrodumbliai gali biiti
naudojami ne tik kaip Zmoniy maistas ar jo sudedamoji dalis, bet ir kaip gyviiny pasaras.
Nustatyta, jog galvijy paSaras, praturtintas dokozaheksaeno riigStis (omega-3 polinesociosios
riebaly rugstys) sintetinanciais Aurantiochytrium limacinum dumbliais, lémé padidéjusig pieno

gamyba bei jo riebaly riigéiy profilio pokytj. Dumbliais Serty galvijy piene padaugéjo omega-3
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ir omega-6 polinesoCiyjy riebaly rugsciy bei sumazéjo soCiyjy riebaly rugcéiy, lyginat su
kontroliniy galvijy pienu (Moran ir kt. 2018). Be to, galvijy Sérimas dumbliais praturtintu
pasaru gali sumazinti i§ prieskrandzio iSskiriamy metano dujy kiekj ir prisidéti kovojant su
klimato kaita (Kinley ir kt. 2016; Sucu 2020). Dumbliais praturtinty paSary teigiamas poveikis
gyvino sveikatai uzfiksuotas tiek kiaulininkystés, tiek zuvininkystés sektoriuose (Furbeyre ir
kt. 2017; Marques ir kt. 2019). Taigi, mikrodumbliai pasizymi plac¢iu maistiniy medziagy
spektru ir suteikia ne tik energijos, bet ir turi teigiama poveikj sveikatai. Tuo tarpu galimybe
produktyviai kultivuoti didele biomase be derlingos zemés ploty bei dideliy investicijy gali
padéti uztikrinti pakankama kokybiSko maisto poreikj bei prisidéti prie bendros geroveés

vartotojy atzvilgiu.

Be minéty pramonés sektoriy, nuoteky valymas ir sunkiai yran¢iy junginiy utilizavimas
yra naujai vystoma mikrodumbliy panaudojimo sfera. Daugelis industrijy (gyvulininkystés,
maisto, naftos produkty ir kt.) generuoja milziniskus kiekius nuoteky, kurias pries isleidziant |
gamting aplinkg butina iSvalyti. Norint uztikrinti nuoteky valymo procesa butina pasitelkti
sudétingas, ekonomiskai mazai atsiperkancias technologijas. Todel mikrodumbliy kultivavimas
yra puiki alternatyva siekiant sumazinti nuotekose esan¢iy maistiniy medziagy (azoto, fosforo).
Siems fototrofiniams mikroorganizmams augti reikalingos didelés azoto, fosforo
koncentracijos, kuriy gausu nuotekose. Keli tyrimai parodé, jog NOs3-N ir PO4-P paSalinimo
efektyvumas nuotekose gali sieti 80-97,8 % kultivuojant natiiralius ir/ar dirbtinius
mikrodumbliy konsorciumus (Li ir kt. 2011; Renuka ir kt. 2013; Alvarez-Diaz ir kt. 2017). Taip
pat nustatyta dumbliy gebé¢jimas absorbuoti toksinius sunkiuosius metalus (aliuminj, varj,
vanadj, gyvsidabrj, seleng) bei chromogeninius substratus (Kongo raudonasis) (Hernandez-
Zamora ir kt. 2014; Dewi ir kt. 2018; Oyebamiji ir kt. 2019). Be viso to, naudojant dumblius
nuoteky valymo procese be dideliy kasty generuojama didesné biomasé, kuri gali biiti

panaudojama biokuro gamyboje (Li ir kt. 2011; Alvarez-Diaz ir kt. 2017).

Bendrai, mikrodumbliai yra puikus modelinis organizmas, kurio dideli biomases kiekiai
gali biiti panaudoti maisto, pasary, biokuro ir vertingy cheminiy junginiy gamybai bei nuoteky
valymui. Taciau, norint komercializuoti Sias technologijas biitina sumaZinti dabartines

mikrodumbliy biomasés gamybos, kultivavimo sgnaudas (Zhu ir kt. 2019).

1.2.Mikrodumbliy kultivavimas
Nors mikrodumbliai turi daug panaSumy su augalinémis Igstelémis, taiau jy
reprodukcija yra kur kas greitesné. Jprastomis kultivavimo salygomis viena Chlorella sp.
mikrodumblio motininé lgstelé per 24 valandas pasidalija | ~4 dukterines lasteles (Yamamoto

ir kt. 2004; Yamamoto ir kt. 2005). Reprodukcijos procesas gali buti pagreitintas jvertinus ir
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optimizavus kultivavimo salygas (temperatiirg, apSvietimo intensyvumg ir trukme, maistiniy
medziagy koncentracijg) (Manisha 2007). Atsizvelgiant i mitybos pobiidi, mikrodumbliy
kultivavimas skirstomas ] autotrofinj, heterotrofinj arba miksotrofinj augima (Mohammad
Mirzaie ir kt. 2016). Autotrofinio kultivavimo metu pagrindinis anglies Saltinis yra neorganiné
anglies forma, pavyzdZiui, atmosferoje esan¢ios CO; dujos. Siuo biidu mikrodumbliai gali biti
kultivuojami dirbtinai sukurtuose vandens telkiniuose (tvenkiniuose, baseinuose) arba
uzdaruose fotobioreaktoriuose. Atviry tvenkiniy infrastrukttra bei jrengimas yra paprasti ir
reikalaujantys mazai kasty. Taciau kultivuojant dumblius atviruose vandens telkiniuose biitinas
nuolatinis proceso monitoringas siekiant sumazinti fizinés ir biologinés tarSos rizika.
Neuzkirtus kelio kity dumbliy ar patogeny invazijai kultivuojamy dumbliy populiacija gali
sunykti (Davis ir kt. 2011). Antra vertus, atviruose tvenkiniuose kultivuojami aplinkos
veiksniams atspariis mikrodumbliai gali papildomai sumazinti NH3, CO; dujy ar vandens
telkiniuose esanciy kenksmingy cheminiy junginiy kiekius (Choi ir kt. 2013; Sadeghizadeh ir
kt. 2017; Dewi ir kt. 2018). Vis délto autotrofinémis saglygomis kultivuojami dumbliai dauginasi
nereguliariai. Tai lemia kultivavimo salygy netolygumas dugne (30-70 cm gylyje) ir pavirSiuje
esanciy mikrodumbliy atzvilgiu. Si problema sprendziama diegiant aeracines sistemas, kurios
tolygiai paskirsto temperatiira, Sviesg, CO2 bei maistines medziagas visame vandens telkinyje.
Taciau aeruojant didelius baseinuose esancius vandens kiekius iSauga viso technologinio

proceso kastai (Davis ir kt. 2011).

Aplinkos tarSos rizikos bei papildomy isSlaidy likvidavimui naudojami uzdari
fotobioreaktoriai. Daznai tai iki 20 cm skersmens saulés Sviesai pralaidiis vamzdZiai, kuriuose
kultivuojami mikrodumbliai aeruojami CO: dujomis. Galimos ir kitos fotobioreaktoriy
sistemos — tuS¢iavidure plokste, kolona, daugiavamzdé konstrukcija, taciau jy jrengimui reikia
dideliy investicijy (Satpati ir kt. 2018). Taciau uzdarose sistemose galima uZtikrinti visy
kultivavimo saglygy (pH, apSvietimo intensyvumo, temperatiiros, tickiamo anglies dvideginio
koncentracijos ir pan.) kontrole bei efektyviai generuoti dumbliy biomas¢. Be viso to,
fotobioreaktoriuose uzauginta didesnio tankio biomase yra kokybiskesne didelés pridétinés
vertés junginiy iSskyrimui, lyginant su atviruose baseinuose uzauginta (de Vree ir kt. 2015;
Narala ir kt. 2016). Tai itin svarbus aspektas panaudojant mikrodumblius kaip Zaliava kuriant

farmacijos, kosmetikos ar maisto produktus (Mourelle ir kt. 2017).

Heterotrofinio dumbliy kultivavimo metu pagrindinis anglies Saltinis yra organiné
anglis. Daznai kaip anglies Saltinis naudojamas cukrus (gliukoz¢é) ar organinés rugstys,
pavyzdziui, acetatas, glicerolis ir gliutamatas (Daliry ir kt. 2017). Nustatyta, jog maksimalus

biomaseés optinis tankis (2 g/L kultivuojant 6 dienas) bei auksciausias lipidy produktyvumas
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(54 mg/L per dieng) pasiekiamas naudojant gliukoze (1 %) (Liang ir kt. 2009). Heterotrofinis
mikrodumbliy  kultivavimas daznai vykdomas maiSomuose bioreaktoriuose ar
fermentatoriuose. Tokiu budu iSvengiama aplinkos tarSos rizikos, pasiekiamas aukstas
biomasés produktyvumas bei gaunama didesné sintetinamy produkty iSeiga. C. vulgari 18
mikrodumbliy iSsiskiria oksidaciniu stabilumu kultivuojant heterotrofinémis saglygomis net iki
12 savaiciy. Tai parodo, jog mikrodumbliy sintetinamos nepakeiiamosios riebaly riigStys
pasizymi aukstu stabilumu bei iSaugo savo energing verte (Canelli ir kt. 2020). Taciau mazas
investicijy ] infrastrukttirg bei kultivavimo sgnaudy atsiperkamumas iSlicka esmine klititimi

tolesnei plétrai.

Minétg problema méginama spresti panaudojant alternatyvias mitybines terpes,
pavyzdziui pigias pramonines atliekas. Tai yra puikus miksotrofinio kultivavimo pavyzdys. Sio
kultivavimo metu mikrodumbliai nepriklauso nuo vieno organinio ar neorganinio anglies
Saltinio. Mohammad Mirzaie ir tyréjy komanda nustaté jog miksotrofinémis sglygomis,
naudojant cukranendriy melasg ir kukurtizy perdirbimo skysti, C. vulgaris maksimalus
biomasés optinis tankis pasieké 2,62 g/L, o lipidy produktyvumas 0,86 g/L per diena. Sie
rezultatai buvo keleta karty didesni, nei kultivuojant autotrofinémis ar heterotrofinémis

salygomis (Mohammad Mirzaie ir kt. 2015)

Siekiant efektyviai optimizuoti dumbliy kultivavimo skalés didinimg kombinuojami keli
dumbliy kultivavimo budai. Barros ir kolegos jvertino dviejy pakopy heterotrofinio-
autotrofinio kultivavimo efektyvuma, didinat kultivavimo skale. Pirmoje stadijoje C. vulgaris
buvo kultivuojami fermentatoriuje. Antroje stadijoje heterotrofinémis salygomis uzauginti
mikrodumbliai perkelti tolesniam kultivavimui i fotobioreaktoriy (autotrofines salygas). Gauta
dumbliy biomasé¢ pasieké 174,5 g/L. Tai didziausias uzaugintas biomases kiekis kultivuojant

C. vulgaris mikrodumblius 5 litry fotobioreaktoriuje (Barros ir kt. 2019).

Produktyviam mikrodumbliy kultivavimui gali buti pasitelkiamos natiiralios
mikrodumbliy aplinkos savybés. Jau minéta, kad autotrofinio kultivavimo esminé problema —
aplinkos tarSa. Jg sukelia mikrodumbliy buveinés biotiniai ir abiotiniai veiksniai bei jy
komponenty poky¢iai. Pastaryjy — abiotiniy — veiksniy pokyciai (temperatiiros, apSvietimo, pH,
maistiniy medziagy svyravimai) lemia mikrodumbliy kultivavimo produktyvuma. Pavyzdziui,
Suthar ir Verma nustaté optimalias C. vulgaris kultivavimo sglygas: 18/6 val. dienos/nakties
rezimas, 7-9 pH ir 20-30 °C temp. Tuo tarpu maistiniy medziagy kompozicija — N-NO3;™ (50
mg/L), PO4~* (25 mg/L). Optimizuoty salygy produktyvumas svyravo 159 mg/L per 1 dieng ir
114 mg/L per dieng atitinkamai naudojant N-NOj3™ ir PO4 3. Chlorofilo (a ir b) bei cukry
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koncentracijos pokyciai tiesiogiai koreliavo su maistiniy medziagy poky¢iais terp¢je (Suthar ir
kt. 2018).

Tuo tarpu aplinkos biotiniy veiksniy gausa reikalauja individualaus kiekvieno
komponento iStyrimo. Mikrodumbliy aplinkoje galima aptikti virusy, kity mikrodumbliy,
gryby, vandens augaly, bakterijy bei pirmuoniy, kurie gali tiesiogiai daryti jtakg dumbliy
augimui (Kraft ir kt. 2020; Kumar ir kt. 2019). Mikrodumbliy ir jy aplinkoje esanciy
mikroorganizmy tarpusavio sgveika skirstoma j parazitinius, mutualistinius ir komensalistinius
santykius (Ramanan ir kt. 2016). Tarpusavio sgveikg jgalina mikroorganizmy sintetinamy
organiniy ir neorganiniy cheminiy junginiy mainai. Tai gali buti genai, signalinés molekulés,
vitaminai, hormonai, maistinés medziagos ir kiti junginiai (Teplitski ir kt. 2011; Kouzuma ir kt.

2015; Cirri ir kt. 2019; Heo ir kt. 2019) (Zr. 1.2 pav.)
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1.2 pav. Dumbliy ir bakterijy tarpusavio sgveikos komponentai (Kouzuma ir kt. 2015)
1.3.Mikrodumbliy ir jy aplinkoje dominuojanciy mikroorganizmy tarpusavio sgveika

Mikrodumbliy ir kity mikroorganizmy tarpusavio sgveika pagal objekty padétj erdvéje
gali biiti suskirstyta ;1 keleta lygmeny (zr. 1.3 pav.). Pavyzdziui, laisvai gyvenantys
mikroorganizmai gali sgveikauti tiek su vienalgsc€iais, tiek su kolonijas formuojanciais ar
daugialgs€iais dumbliais. Taciau vandens tiirio atzvilgiu saveikoje dalyvaujanciy
mikroorganizmy koncentracijos yra itin mazos. Todé¢l galima teigti, kad tolima sgveika tarp
laisvai pliiduriuojanciy organizmy yra silpna, neturinti didelés jtakos tarp saveikos komponenty

(Meyer ir kt. 2017).

Artimesnés tarpusavio sgveikos lygmuo — fikosfera (angl. phycosphere). Tai
mikroskopiné, galinti testis iki keliy $imty mikrometry (1 pm = 10 m), zona aplink dumblio
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lastele, gausi organiniy medziagy (Bell ir kt. 1972; Grosser ir kt. 2012). Sis erdvinis organiniy
medziagy klasteris gali susiformuoti dél normalaus mikrodumbliy metabolizmo vyksmo,
kintanc¢iy aplinkos salygy, ivykus lastelés lizei ar kity priezas¢iy. Didziagja dalj fikosferos
sudaro, dumbliy iSskiriama, iStirpusi organin¢ anglis (angl. dissolved organic carbon (DOC)),
kuria papildo signalinés molekulés ir fiziologiSkai aktyvis antriniai metabolitai —

alelocheminés medziagos (fitoncidais, antibiotikai, kolinai) (Meyer ir kt. 2017; Tan ir kt. 2019).
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1.3 pav. Mikroorganizmy tarpusavio saveikos lygmenys, erdvés atzvilgiu (Krohn-Molt ir kt. 2017; Meyer
ir kt. 2017; Krug ir kt. 2020)

Minéty cheminiy medziagy koncentravimasi aplink lagstele lemia ir molekuliy
poliskumas. Hidrofiliniy molekuliy (poliniy aminoriigi¢iy) difuzija vandenyje yra kur kas
greitesné nei hidrofobiniy molekuliy. Tuo tarpu dauguma signaliniy molekuliy (diatomy
feromonai, bakterijy homoserino laktonai) yra hidrofobinés, kurios sunkiai difunduoja (Amin
ir kt. 2012). Fikosferos cheminé sudétis, priklausomai nuo dumbliy risies, fiziologiniy ar
aplinkos poky¢iy yra kintanti ir galinti siekti milimoliaring (1 mM = 10~* M) koncentracija
(Grosser ir kt. 2012). Tuo tarpu fikosferos zonos perimetra labiausiai lemia dumblio lgstelés
dydis (zr. 1.4 pav.) (Seymour ir kt. 2017). Manoma, jog fikosfera atlicka mikrodumbliy
apsauging funkcija, apsunkindama difuzija bei mazindama toksiniy junginiy jtaka (Dutz ir kt.
2005). Taip pat didele DOC koncentracija atlieka chemoatraktanto funkcija pritraukiant
simbiontinius ir/ar mutualistinius mikroorganizmus. D¢l minétos fikosferos funkcijos
mikrodumbliai mainais uZ organin¢ anglj yra apriipinami mikroorganizmy sintetinamais
vitaminais (vit. B12) ar kitomis medZziagomis (Croft ir kt. 2005; Ramanan ir kt. 2016; Heo ir kt.
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2019). D¢l metodologiniy priemoniy trukumo daznu atveju fikosferos analizé ir vizualizacija
yra ribota. Tac¢iau Smriga ir komandos atliktas tyrimas patvirtino fikosferos egzistencija bei
dinamiSkumg. Vaizdo jrase uzfiksuota judriy bakterijy, iSskirty i§ gausios vandenyno
bendruomenés, grupavimasis aplink fitoplanktono lastele. Sis chemotaksis formuoja

i8siskiriant] klasterj lyginant su likusia terpés dalimi (Smriga ir kt. 2016).
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1.4 pav. Fikosferos — mikrodumblio lastelés dydzio priklausomybé (Seymour ir kt. 2017).

Mikroorganizmai geba pasisavinti naudingus cheminius junginius ne tik i§ fikosferos,
bet ir tiesiogiai 1§ paciy dumbliy. Tiesioginio kontakto metu prie dumblio membranos
prisitvirting mikroorganizmai gali moduliuoti dumbliy aktyvumg bei iSskiriamy medZiagy
tiekimg j aplinka. Si strategija daznai naudojama algicidiniy bakterijy, kurios, sintetindamos
chitinazes, celiuliazes ar kitus bioaktyvius junginius, gali inicijuoti dumblio Iastelés
morfologinius pakitimus, slopinti augimg ar tiesiogiai lizuoti Igstele (Roth ir kt. 2008; Li ir kt.

2016; Ramanan ir kt. 2016; Meyer ir kt. 2017).

Dumbliy ir mikroorganizmy tarpusavio sgveika gali biiti skirstoma ne tik pagal objekty
padét] erdvinéje, bet ir sisteminj poveikj objekty atzvilgiu. Viena i§ gana placiai iSanalizuoty
tarpusavio saveiky — parazitizmas. Sios sgveikos metu tik vienas i§ objekty patiria tiesioginj
teigiama poveikj, o likusysis — neigiamg (zr. 1.2 lentel¢). Gausu mikrodumblius parazitiskai
veikianCiy virusy, gryby ir bakterijy (Suttle 2007; Hess ir kt. 2012; Letcher ir kt. 2013; Carney
ir kt. 2014; Balabanova ir kt. 2018; Bowman 2019). Pastaryjy bakterijy parazitinis vyksmas
1Ssamiai iSanalizuotas ir gali pasireiksti keliais biidais (Ramanan ir kt. 2016). Visai neseniai

irodyta, jog Phaeobacter inhibens geba inicijuoti tiesioging i apoptoze panasig mikrodumbliy
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lasteliy mirt] (Bramucci ir kt. 2019). Be tiesioginio lgstelés ardymo galima ir kita parazitizmo
forma — konkurencija dél maisto medziagy. Nustatyta, jog kultivuojant Dunaliella sp. dumblius
su Alteromonas sp. bakterijomis azoto stokojanCiomis sglygomis dumblio lastelé fiziSkai
sumazéja/susitraukia, lyginant su lastelémis, augintomis normaliomis salygomis. Si indikacija
susijusi su dumbliy patiriamu maistiniy medziagy triikumu (Le Chevanton ir kt. 2016). Panasiis
rezultatai gauti kultivuojant dumblius su parazitinémis bakterijomis fosforo limituojanc¢iomis
salygomis (Mindl ir kt. 2005). Vienas i$ paradoksaliy bakterijy parazitinio poveikio pavyzdziy
— dumbliy atsparumo padidé¢jimas nepalankioms aplinkoms salygoms. Eric Fouilland ir kolegy
atliktas tyrimas parod¢, jog kultivuojant Thalassiosira delicatula dumblius su patogeninémis
bakterijomis jprastomis sglygomis dumbliy gyvybingumas sumazéja 50 %. Tuo tarpu
kultivuojant grynus dumblius (be bakterijy) metaly ir pesticidy turincioje terpéje dumbliy
specifinis augimo greitis sumazéja iki 0,3 d"! (d"! = per dieng). Taciau kultivuojant 7. delicatula
su parazitinémis bakterijomis toje pacioje terSaly terpéje dumbliy specifinis augimo greitis

padidéja 0,5 d!, lyginant su pastaraisiais rezultatais (Fouilland ir kt. 2018).

Zinoma, patys mikrodumbliai gali buti parazitai, ypaé aukstesnio arba to pacio
taksonominio rango individams (Goff ir kt. 1987; Sachs ir kt. 2005). DazZnu atveju,
raudondumbliai yra laikomi modeliniu parazitu, kurio patogenezés mechanizmas iSsamiai
istirtas (Zuccarello ir kt. 2004; Hancock ir kt. 2010). Supaprastinta patogenezés schema
prasideda parazitinei sporai prisijungus prie Seimininko audinio/lgstelés. Tuomet sudygusi
spora pradeda formuoti trumpa filamenting gija, kuri skverbiasi gilyn | lastele. Filamentui
pasiekus branduolj, mitochondrijg ir kitas plastides, prasideda intensyvi parazito DNR sintezé
bei mitochondrijy dalijimasis. Seimininko lastelés pavirsiuje susiformave galai, nejprastos
puslelés, indikuojancios patogenezés proceso vyksma. Tuo tarpu pusleliy viduje jvykes lytinis
parazitiniy lasteliy dauginimasis suformuoja 2n karposporas ar 1n tetrasporas, kurios yra
paskleidziamos ] aplinkg tolesniam parazitizmo vyksmui (Goff ir kt. 1987; Zuccarello ir kt.

2004; Hancock ir kt. 2010).

PrieSinga parazitizmui tarpusavio sagveika — mutualizmas. Sios tarpusavio sgveikos metu
abu komponentai patiria abipuse¢ nauda (Zr. 1.2. lentelg). Mutualizmo atvejy daugiausiai
nustatyta tarp mikrodumbliy ir bakterijy (Kim ir kt. 2014; Cho ir kt. 2015; Cooper ir kt. 2015;
Yao ir kt. 2019). Viena iS to priezas¢iy yra dumbliy geb¢jimas sintetinti organinius junginius ir
deguonj, kurie yra biitini bakterijy iSgyvenimui. Bakterijos mainais uZz minétus junginius
Vienas 1§ pavyzdziy — bakterijos dumbliams tiekia organinius ir neorganinius junginius

(Teplitski ir kt. 2011). Kitas svarbus mutualistinés sgveikos komponentas — vitaminai.
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Nustatyta, jog bakterijos, sintetinan¢ios vit. Bi2, mainais ] organin¢ anglj tiekia
mikrodumbliams vitaminus, biitinus aminoriigsciy sintezei (Croft ir kt. 2005). Tuo tarpu
panaudojant Escherichia coli K-12 atviro skaitymo rémeliy plazmidziy rinkinj buvo nustatyta
daugiau geny ir jy koduojamy produkty, kurie teigiamai veikia dumblius. IS 3600 geny buvo
atrinkti 32 genai, kuriy ekspresija lémé chlorofilo a koncentracijos padidé¢jima daugiau nei 1,4
karto. Vienas i§ produktyviausiai veikian¢iy C. vulgaris mikrodumblius — riboflaving
koduojantis genas. Sio vitamino teigiamas poveikis atsikartojo, kultivuojant mikrodumblius

riboflavinu papildytoje mitybinéje terpé&je (Heo ir kt. 2019).

1.2 lentelé. Mikrodumbliy ir mikroorganizmy tarpusavio sgveikos pavydziai, bei poveikio mechanizmas.

. o - Saveikos pobudis ir veikimo .
Mikrodumbliai | Bakterijos ) Saltinis
mechanizmas
Alteromonas sp., Parazitizmas. Bakterijy sintetinamos _
Alexandrium ‘ ‘ o (Wang ir
Thalassobius B-gliukozidazés ir chitinazes
tamarense o o kt. 2010)
aestuarii sp. inicijuoja dumbliy lize
Rhizobium sp.; Mutualizmas. Bakterijos apriipina
Chlorella Flavobacterium sp.; | mikrodumblius neorganiniais ir (Cho ir kt.
vulgaris Hypomonas sp.; mazo molekulinio svorio organiniais | 2015)
Sphingomonas sp. junginiais
Chlorella Komensalizmas. Bakterijos fiksuoja | (Hernandez
Bacillus pumilus o _ _
vulgaris azotg ir tiekia jj mikrodumbliams ir kt. 2009)
| ) e
Dunaliella Alteromonas sp., Mutualizmas. Bakterijos apripina
' _ o Chevanton
salina Muricauda sp. mikrodumblius azoto junginiais
ir kt. 2013)
Mutualizmas. Dumbliy sintetinamos
amino rigstys (triptofanas) yra .
Emiliania Phaeobacter o . (Segev ir
prekursoriai bakterijy
huxleyi inhibens S o kt. 2016)
sintetinamiems junginiams
(auksinams)
Porphyridium | Bakterijos Mutualizmas. Bakterijos apriipina (Croft ir kt.
purpureum Halomonas sp. mikrodumblius vit. Bi» 2005)

Be viso to, dumbliy fikosferoje aptinkamos bakterijos gali padéti formuoti biopléveles.
Nustatyta, jog bioplévelése augan¢iy mikrodumbliy tankis yra kur kas didesnis, nei laisvai

auganc¢iy dumbliy. Taip pat tik bioplévelése aptinkami bakterijy sintetinami acilhomoserino
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laktonai (AHL) indikuoja kvorumo pojtcio buvimg (Rivas ir kt. 2010). Irodyta, jog kvorumo
pojucio sistema atlieka svarby vaidmenj formuojant mikrodumbliy biopléveles bei reguliuojant
virulentiskuma, atsparuma antibiotikams ir antriniy metabolity gamyba (Rivas ir kt. 2010; Zhou

ir kt. 2016).

Taciau nei parazitizmas, nei mutualizmas néra pastovi tarpusavio sgveika. Besikeiciant
abiotiniams ir biotiniams faktoriams tarpusavio sgveika gali kisti (Neuhauser ir kt. 2004; Liu ir
kt. 2012). Jau minéta mutualistiné sgveika tarp dumbliy iSskiriamos organinés anglies ir
bakterijy sintetinamy cheminiy junginiy gali pakisti dél C ar N prieinamumo. Pavyzdziui,
kultivuojant dumblius su bakterijos fosforo stokojanciomis saglygomis iSsivysto konkurencinis
parazitizmas. Biitent tarpusavio sgveikos kitimai leido iSskirti dar vieng tarpusavio sgveikg —
komensalizma. Tai tarpusavio sgveika, kai tik vienas i§ komponenty patiria teigiamag poveikj.
Daznu atveju sudétinga identifikuoti komensalizmg. Taciau Cho ir tyréjy grupé fikosferoje
aptiko komensalistiniy bakterijy, kurios besidaugindamos neskatina C. vulgaris augimo.
Keliama hipoteze, jog bakterijos naudoja dumblius kaip apsauga, suteikiancig buveing ir

organings anglies Saltinj (Cho ir kt. 2015)

Taigi, mikrodumbliy kultivavimas gali buti moduliuojamas ne tik kontroliuojant
abiotinius, bet ir kei¢iant biotinius veiksnius. Siuo metu diegiamos technologijos, kuriy metu
kultivuojami, mutualistiniu poveikiu pasizymintys mikrodumbliai ir bakterijos (Lebrero ir kt.
2016; Bélanger-Lépine ir kt. 2020; Pascual ir kt. 2020). Tai padidina ne tik gautos biomasés ir/
ar sintetinamo produkto kiekj, bet ir sumazina kultivavimo kasStus. Taciau siekiant likviduoti
parazitiniu poveikiu pasiZymincius mikroorganizmus vis dar ieSkoma sprendimo biidy, kurie
nesukelty Salutinio poveikio mikrodumbliams. Vienas 1§ naujausiy, selektyvaus

mikroorganizmy likvidavimy biidy galéty biti selektyvi elektropasterizacija (Simonis 2019).

1.4.Impulsinis elektrinis laukas ir jo poveikio pritaikymas

ISorinio elektrinio impulsinio lauko taikymas prokariotinéms ir eukariotinéms lasteléms,
gali sukelti transmembraninio potencialo skirtumus, kurie padidina membranos pralaiduma.
Bendrai Sis reiSkinys vadinamas elektroporacija arba elektropermebilizacija: jo poveikis
palengvina mikro- ir makromolekuliy transporta j arba i§ lastelés. Sios technologijos taikymas
biomedicinos bei biotechnologijy sektoriuose paskatino naujy maisto produkty apdorojimo,
geny terapijos, vaisty transportavimo, vézio terapijos ir kity metody kiirimg (Mahnic¢-Kalamiza
ir kt. 2014; Scheffer ir kt. 2014; Yarmush ir kt. 2014; Rosazza ir kt. 2016; Buchmann ir kt.
2019).
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Nepaisant technologijos iSplétojimo ir taikymo masto, molekulinis elektrinio impulsinio

lauko poveikio mechanizmas vis dar néra iki galo istirtas.

Siuo metu laikomasi nuomonés, jog elektrinio impulsinio lauko sukeliamas
transmembraninio potencialo skirtumas abipus membranos inicijuoja vandens molekuliy
skverbimasi link hidrofobinés fosfolipidy dvisluoksnio dalies sukeldamas membranoje defekta.
Minétoje struktiiroje inicijuojamas membranos fosfolipidy persiorientavimas ir sumazéja
molekuliy skverbimuisi reikalingos energijos kiekis. Proceso rezultatas — susiformavusi pora
(zr. 1.5 pav.). Susiformavusios poros skirstomos j griztamasias ir negriztamasias. Esminis $iy
membranos defekty skirtumas — jog griztamosios poros bégant laikui (po keliy minuciy)
uzsiveria, membranos vientisumas atsistato ir lastelés iSliecka gyvybingos. Tuo tarpu
negrijztamos poros stabilizuojasi ir i§lieka atviros membranoje. [Snykus membraniniam barjerui
sutrinka abipus membranos esantis molekuliy balansas, kuris inicijuoja fiziologinius ir
morfologinius pakitimus bei Igstelés mirtj (Glaser ir kt. 1988; Weaver ir kt. 1996; Kotnik ir kt.
2012).

SRS L8 e

« lipid head atom « lipid tail atom ~ water molecule © sodium ion « chloride ion

1.5 pav. Dinaminé elektroporacijos, vandens pory susiformavimo, schema. Kair¢je — lipidy dvisluoksnis
pries elektrinio lauko poveikj. Viduryje — elektrinio lauko poveikio sukeltas vandens molekuliy skverbimasis pro

teka vandens molekulés ir jonai (Kotnik ir kt. 2012).

Nustatyta, jog elektrinio impulsinio lauko poveikio efektyvumas ir taikymas priklauso
nuo impulsinio elektrinio lauko parametry (amplitudés, trukmés, pasikartojimo daznio, impulsy
skaiCiaus bei impulsy bangos formos) bei veikiamo objekto savybiy (lastelés dydzio, formos,
iSorinés membranos sudéties, aplinkos (terpés) laidumo ir kt.) (Kotnik ir kt. 2012; Joannes ir
kt. 2015; Cervia ir kt. 2018; Rockenbach ir kt. 2019). Objekto savybiy jtaka elektrinio
impulsinio lauko poveikiui gerai vizualizuoja bakterijy pavyzdys. Gram-teigiamuy, t. y. turin¢iy
storg peptidoglikano sluoksnj, lazdeliy formos bacily bei koky membranos pralaidumui sukelti
reikalingas silpnesnis elektrinis laukas, lyginant su Gram-neigiamomis bakterijomis,
turin¢iomis papildoma iSoring membrang (Nickoloff 1995). Taciau, Igstelés dydzio atzvilgiu,
mazesniy (1-10 pm dydzio) prokariotiniy Igsteliy membranos pralaidumo padidéjimui

reikalingi zymiai stipresni (10 kV/cm) elektriniai impulsai, nei eukariotinéms augaly ir gyviiny
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lasteléms (5 kV/cm) (Jarm ir kt. 2015). Taip pat nustatyta, jog did¢janti lasteliy biomasé gali
apsunkinti difuzijos procesa, o tai lemia sumaz¢jusig i§skiriamo produkto iSeigg (Scherer ir kt.

2019).

Apibendrinant, trumpi (10-1000 ns trukmés) impulsai dazniausiai naudojami norint
paveikti eukariotiniy Iasteliy vidulastelines membranas arba siekiant suformuoti daug
griztamyjy pory, plazminéje membranoje (Beebe ir kt. 2012; Pakhomov ir kt. 2015). Tuo tarpu
mikrosekundiniai (1-1000 ps) impulsai gali sukelti neterming, negrjztamg jvairiy lasteliy
permeabilizacija (Kotnik ir kt. 2015; Rockenbach ir kt. 2019). O ilgi impulsai, trunkantys kelias
milisekundes, gali biiti naudojami krovj turinciy molekuliy (baltymai, DNR...) transportavimui

1 lastele (Cervia ir kt. 2018).

Elektrinis impulsinis laukas — vienas populiariausiy metody svetimos genetinés
medziagos jvedimui j Iastelg. Nustatyta, jog taikant elektrinius impulsus geny modifikacijoms
ir/ ar medziagy apykaitos inZinerijai, galima pagerinti mikrodumbliy vertingy junginiy
1$skyrimg ir sumazinti kultivavimo proceso iSlaidas (Kotnik ir kt. 2015). Siekiant padidinti
mikrodumbliy biomase sukurti Nannochloropsis sp. greitai besidauginantys transformantai,
gebantys kaupti didesnj riebaly kiekj, nei jprastai (Kilian ir kt. 2011). Tikimasi, jog greitu metu
mikrodumbliy transformantai galés biiti panaudoti, kaip ekspresijos sistemos, sintetinant

zmogiSkus terapinius baltymus (Hempel ir kt. 2011; Liu ir kt. 2012; Dyo ir kt. 2018).

Daznai netinkamas sintetinamo produkto iSkyrimo metodas sumazina produkto
kiekybing ir kokybing iSeiga. Viena pagrindiniy mikrodumbliy produkty iSskyrimo procesa
apsunkinanéiy priezaséiy yra itin tvirta Iastelés sienelé (Aguirre ir kt. 2013). Sio lastelinio
barjero funkcionalumui sumazinti gali biiti taikomi fizikiniai (mechaninis, Siluminis, elektrinis
ir kt.) cheminiai, biologiniai metodai ar jy kombinacijos (Gerken ir kt. 2012; Dong ir kt. 2016;
Papachristou ir kt. 2020). Manoma, jog ideali dumbliy sintetinamy produkty iSkyrimo metodika
turi buti efektyvi veikiant drégng dumbliy biomase¢. Ji lengvai pritaikoma skirtingose
kultivavimo skalése ir nepakenkty ar neuzterSty sintetinamy junginiy. Taip pat, dél taikomo
1$skyrimo metodo maZziau fragmentuotas objektas, palengvina sintetinamy junginiy gryninimg
(Richmond ir kt. 2013). Bitent elektrinio impulsinio lauko poveikis pasizymi prie§ tai

iSvardintomis savybémis.

Minétuoju metodu, padidinus lastelés sienelés pralaidumg, galima pagerinti dumbliy
viduje esan¢iy junginiy transportavima i§ Iastelés (Kotnik ir kt. 2015; Garoma ir kt. 2016). Si
strategija taikoma siekiant i$skirti nepakitusios struktiiros aminortigstis, karotenoidus ar kitus

didelés pridétinés vertés junginius (Mahnic-Kalamiza ir kt. 2014; Luengo ir kt. 2015; Nehm¢ ir
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kt. 2016). Taip pat nustatyta, jog veikiant elektriniam impulsiniam laukui galima iSskirti
baltymus i§saugant nepakitusj mikrodumbliy gyvybinguma (Buchmann ir kt. 2019). Tuo tarpu
veikiant stipriais, ilgai trunkanciais elektriniais impulsais galima i$skirti daugiau nei 50 %

lasteles viduje esanciy baltymy ir 75 % riebaly (Joannes ir kt. 2015; Scherer ir kt. 2019).

Taigi, elektrinio impulsinio lauko poveikis gali biiti placiai pritaikomas jvairiuose
pramonés sektoriuose. Siekiant optimizuoti dumbliy kultivavimo salygas, galima pasirinkti
kelias elektrinio impulsinio lauko poveikio strategijas. Transfekcija tobulinant dumbliy
geneting informacijg galima sukurti itin produktyvius, norimomis savybémis pasizymincius
transformantus. Tuo tarpu veikiant elektriniam laukui didéjantis lastelés membranos
pralaidumas jgalina kontroliuoti mikrodumbliy gyvybingumag ir iSskiriamy junginiy kokybing
ir kiekybine iSeigas. Remiantis selektyvios mieliy pasterizacijos rezultatais manoma, jog
elektrinis impulsinis laukas gali padéti kontroliuoti dumbliy buveinéje esan¢iy mikroorganizmy
aktyvumg (Simonis ir kt. 2019). Tai itin svarbus aspektas siekiant optimizuoti produktyvy

mikrodumbliy kultivavima.

1.5. Chlorella vulgaris
Pramoniniu pozitriu, sintetinamy vertingy junginiy gausa ir didelis produktyvumas yra
esminés kultivuojamy mikodumbliy savybeés. Daugelio tyrimy rezultatai jrodé, jog Chlorella
vulgaris turi didelj potencialg tapti biologinés gamybos platformy dalimi (Liang ir kt. 2009;
Phukan ir kt. 2011; Mufioz ir kt. 2018; Suthar ir kt. 2018; Sakarika ir kt. 2019).

C. vulgaris Beyerinck [Beijerinck] 1890 m. aprasytas (AlgeaBase duomeny baze,
ziureta: 2020 03 25 15:36) vienalastis eukariotinis mikroorganizmas aptinkamas gélo vandens
telkiniuose, jurose ir dirvoje. Jis pasizymi dideliu fotosintetiniu efektyvumu, greita reprodukcija
bei gebéjimu augti autotrofinémis, miksotrofinémis ir heterotrofinémis saglygomis (Borowitzka

2018; Madigan ir kt. 2019).
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1.6 pav. C. vulgaris lastelés morfologija. A ir B — TEM nuotrauka (Yamamoto ir kt. 2005),C — $viesinés
mikroskopija nuotrauka (CAUP nuotrauky kolekcija, Zitiréta: 2020 03 21 16:00). CW — lastelés sienelé, O — iSoriné
membrana, I — vidiné membrana. Mastelis 1 um (A,B) ir 10 um (C).

Tai sferinés-elipsoidinés formos 2—10 um diametro zaliadumblis, turintis panaSias ]
augalo lIgstelés struktiirines organeles. Kitaip nei augalai, C. vulgaris, vykdydami oksigenine
fotosintezg, didzigja dalj sugeneruotos energijos panaudoja reprodukcijos procesui (Madigan ir
kt. 2019). Nejudriis C. vulgaris dauginasi formuodami nelytines autosporas. Daznu atveju 18
vienos lgstelés suformuoja 2—32 autosporos / dukterinés Iastelés, kurios j aplinka patenka suirus
motinings Igstelés sienelei (Yamamoto ir kt. 2003). C. vulgaris reprodukcijos rezultatas — itin
didelio tankio biomase¢, kurios didZiaja dalj, 12—55 %, sudaro angliavandeniai, ypa¢ krakmolas.
Nustatyta, jog kei¢iant kultivavimo salygas C. vulgaris biomasés sudétyje esaniy junginiy,
baltymy (43-58 %), riebaly (5-68 %), pigmenty (1-2 %), mineraly kiekis gali kisti
(Priyadarshani ir kt. 2012; Yeh ir kt. 2012; Safi ir kt. 2014; Camacho ir kt. 2019; Ru ir kt. 2020).

IS mikrodumbliy, C. vulgaris i8siskiria itin tvirta, apsauging funkcijg atliekancia, lastelés
sienele, kurioje jsiterpes lankstus, lengvai hidrolizuojamas polimerinis matriksas (zr. 1.6 pav.).
Nustatyta, jog matriksas, sudarytas i§ urono rugs¢iy, ramnozes, arabinozés, fukozés, ksilozés,
manozes, galaktozés ir gliukozés, gali biiti visiSkai hidrolizuojamas 1 N NaOH arba 2 M
trifluoracto riigStyje (TFA). Tuo tarpu, tvirta TFA atspari sienelé¢ yra N-acetyl-gliukozamino
bei ramnozés, galaktozés, gliukuronoramnano (angl. glucuronorhamnan), p1,3-galaktano ir
arabinomanano darinys (Takeda 1991; Ogawa ir kt. 1999; Ogawa ir kt. 2001; Yamamoto ir kt.
2005; Pieper ir kt. 2012). Sienelés tvirtumg lemiantis N-acetyl-gliukozaminas, formuoja i
chiting panasy sluoksnj, kuris yra jautrus chitinazéms ir lizocimams. Taip pat patvirtina, jog -
gliukuronidaz¢, laminarinazg, sulfatazé, tripsinas mutanolizinas ir proteinazeé K geba slopinti
C. vulgaris augimg (Gerken ir kt. 2012). Be viso to, C. vulgaris sienelé 1§ iSorés yra apsupta

egzopolisacharido (angl. exopolysaccharide (EPS)) sluoksniu. Tai galaktozamino (45,4 %),

25



gliukozamino (28,0 %) ir manozeés (10,6 %) darinys, papildomi apsaugantis nuo antibiotiky,

toksisky metaly bei fagocitozés poveikio (Zhang ir kt. 2019).

Dél mikrodumbliy produktyvumo ir sintetinamy naudingy junginiy gausos C. vulgaris
turi dideli potencialg vykdant tolesn¢ biotechnologijy plétra bei kuriant naujus, didelés
pridétinés vertés produktus (Ru ir kt. 2020). Jau Siuo metu C. vulgaris naudojamas kaip maisto
ar jo sudedamyjy daliy, vitaminy, mikroelementy Saltinis (Caporgno ir kt. 2018; Ru ir kt. 2020).
Tikimasi, jog greitu metu, zaliadumbliai bus naudojami gaminant biokurg bei jvairius
farmakologiniu poveikiu pasizymincius bioaktyvius junginius/vaistus (Phukan ir kt. 2011;
Gerken ir kt. 2012; Archanaa ir kt. 2019; Zhang ir kt. 2019). Taciau prie§ pradedant
mikrodumbliy industrializacijg biitina optimizuoti kultivavimo bei sintetinamy junginiy
18skyrimo procesus. Nustatyta, jog kombinuojant skirtingas mikrodumbliy kultivavimo salygas
(biotiniai ir abiotiniai veiksniai) ir elektrinio impulsinio lauko poveikj, galima efektyviai
padidinti C. vulgaris biomasés produktyvumg ir iSskiriamy junginiy iSeigg (zr. 1.2 lentele)
(Hernandez ir kt. 2009; Mohammad Mirzaie ir kt. 2015; Liang ir kt. 2009; Buchmann ir kt.
2019; Papachristou ir kt. 2020). Taciau kultivavimo salygy kaita lemia C. vulgaris fiziologinius
ir morfologinius poky¢ius. Tuo tarpu pasikeitusi lastelés sienelés sudétis bei savybés yra itin

svarbiis aspektai norint jvertinti elektrinio impulsinio lauko poveikj.
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2. TYRIMU MEDZIAGOS IR METODIKA

2.1. Mikrodumbliy kultivavimas.

ISgrynintas Chlorella vulgaris 395 (T. Dempster, ASU, USA dovana) kamienas buvo
auginamas skystoje mitybingje terpéje BG-11, kuri susideda i§ NaNO3 (150 g/L) 1%, KoHPO4
(40 g/L) 0,1 %, MgSO4-7H>0 (75 g/L) 0,1 %, CaCl>-2H>0 (36 g/L) 0,1 %, C¢HgO7 (6 g/L) +
CeHgO FeH3N (6 g/L) 0,1 %, EDTA (1 g/L) + BH305 (2,86 g/L) + MnCl,-4H>O (1,81 g/L) +
ZnSO4 7H20 (0,22 g/L) + Na,MoO,4-2H>0 (0,39 g/L) + CuSO,-5H0 (0,079 g/L) +
Co(NO3)2-6H20 (0,0494 g/L) 0,1 % ir Na,COs3 (20 g/L) 0,1 %. BG-11 terpés elektrinis
laidumas 2,3 mS/cm, nustatytas konduktometru (Mettler Toledo, JAV). Visy eksperimenty
metu taikytos §ios dumbliy kultivavimo salygos: 21-22 °C temp., nekintantis Sviesos Saltinis
(9,77 pmol m?2 s™!), kurio rézimas 16/8 val. (diena/naktis) (Thimijan 1983). Visi eksperimentai

buvo atlikti su mikrodumbliy lgstelémis iSskirtomis eksponentinés augimo fazés metu.

2.2. Bakterijy kultivavimas.

Tyrimuose naudotas Delftia sp. kamienas, i8skirtas 1§ C. vulgaris 395 kulttiros, gryninat
serijiniy skiedimy metu. Bakterijy auginimo salygos bei lgsteliy suspensijos paruoSimas
tyrimams buvo atlickamas standartinémis salygomis. Bakterijos augintos standziose TSA
(triptono sojy agaras) (VWR International, Austrija) ir skystose TSB (triptono sojos sultinys)
(VWR International, Austrija), mitybinése terpése. TSB elektrinis laidumas — 13,3 mS/cm.
Eksperimentams reikalinga skysta bakterijy suspensija buvo auginama termostatinéje
purtykléje TUO-10-2 ORBITAL SHAKER INCUBATOR (MRC International, Izraelis) (200
rpm 30 °C temp.). Po auginimo nustatytas bakterijy lgsteliy kolonijas formuojanciy vienety
(KFV) — drumstumo santykis (zr. 1 prieda) (Jackie Reynolds 2011). Visi eksperimentai buvo

atlikti su bakterijy lastelémis i$skirtomis eksponentinés augimo fazés metu.

2.3. Bakterijy identifikavimas
Bakterijoms identifikuoti buvo atlikti fenotipiniai ir genotipiniai tyrimai. Fenotipinés
analizés metu, vizualiai ir optinio mikroskopo Olympus BX51 (Olympus America Inc., JAV)
pagalba, uZfiksuotos Sios morfologinés savybés: bakterijy lastelés ir kolonijos forma, spalva,
judrumas, geb¢jimas formuoti sporas. Taip pat, siekiant nustatyti lgstelés sienelés tipa,
bakterijos buvo dazomos Gramo biidu, naudojant komercinj rinkinj (RAL Diagnostics,

Pranciizija) ir vadovaujantis gamintojo nurodytu procediiros protokolu.

Genotiping, 16S rRNR geno sekoskaita atlikta Vilniaus universiteto, Gyvybés moksly
centro, Biotechnologijos instituto, DNR sekoskaitos centre. 16S rRNR geno sekoskaitos
reakcijoms naudotas sekoskaitos rinkinys BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems, JAV), kuris pagristas DNR grandinés terminacijos (Sanger-dideoxy)
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metodu su fluorescentiSkai zymétais terminatoriais (ddNTP). Gauti nuskaityti 700-900 baziy
ilgio kontigai buvo apjungti j bendra seka DNASTAR — Lasergene EditSeq programinio paketo
pagalba. Tolimesnis bakterijy identifikavimas buvo vykdomas naudojantis NCBI Nucleotide
BLAST duomeny baze. Daugybinis seky sugretinimas — palyginys ir filogenetinio medzio
(dendrogramos) konstravimas buvo atliktas naudojantis MEGA programiniu paketu. Lasteliy
proteomo analizé, priskiriama fenotipinei-genotipinei dichotomijai, atlikta masiy
spektrometrijos (MALDI-TOF) tyrimo metu. MALDI-TOF tyrimas atliktas Nacionalinés
visuomenes sveikatos prieziiiros laboratorijoje, naudojant Bruker Microflex™ LRF masiy
spektrometrijos jrangg. Gauti tyrimo rezultatai apdoroti Bruker Flex Control 3.4 programine

jranga ir palyginti su klinikiniy mikrobiologiniy tyrimy duomeny bazés informacija.

2.4. Mikrodumbliy ir bakterijy tarpusavio sgveikos tyrimy metodika

Dumbliy ir bakterijy tarpusavio sgveikai jvertinti naudotos dvi skirtingos tyrimy
metodikos. Pirmo tyrimo metu, jvertinta bakterijy geb¢jimas formuoti lizés zonas ant
mikrodumbliy gazono. Eksperimento metu naudota sterili, agarizuota (0,75 %) BG-11 dumbliy
mitybin¢ terpé. ISlydyta ir atvésinta (~40 °C temp.) BG-11 terpe, papildyta C. vulgaris
mikrodumbliy suspensija (galutiné koncentracija 1 x 10° lIgstelés/mL), iSpilstyta j Petri
1eksteles. Steriliy stikliniy rutuliuky pagalba, 1€ksteléje esancioje terpéje, suformuotos dubutés.
Sustingus terpei, rutuliukai i§imti, o suformuotos dubutés papildytos 300 pl. TSB terpe
(kontroliné duobuté) ir TSB terpéje uzauginty bakterijy suspensija (g. k. 0,1, 0,2, 2 x 10°
KFV/mL) (likusios duobutés). Petri Ieksteles, uzsandarintos Parafilm plévele (Biosigma S.r.1.,
Italija), inkubuotos 7 dienas standartinémis dumbliy salygomis (zr. 2.1 Mikrodumbliy

kultivavimas).

Antro tyrimu metu, C. vulgaris mikrodumbliai, kartu su bakterijomis, buvo kultivuojami
skystoje BG-11 terp¢je. 500 mL Erlenmejerio kolba, pripildyta 200 mL sterilios BG-11
mitybinés terpés, papildyta dumbliy (2 x 107 Iast./mL) ir bakterijy inokuliantu (kiekviena kolba
su skirtinga bakterijy koncentracija: 0.1, 0.5, 1, 1.5, 2 x 10° KFV/mL) (zr. 2-A prieda).
Mikrodumbliy ir bakterijy tarpusavio saveikos tyrimas vykdytas 9 dienas, kultivuojant
standartinémis mikrodumbliy salygomis (zr. 2.1 Mikrodumbliy kultivavimas). Tyrimo metu
buvo fiksuojami Sie parametrai: dumbliy terpés optinis tankis, drumstumas ir pH, dumbliy sausa

biomasé bei iSskirto chlorofilo a koncentracija.

2.4.1. Dumbliy optinio tankio vertinimas
Mikrodumbliy terpés Sviesos sugertis nustatyta spektrofotometru Halo RB-10
(Dynamica Scientific Ltd., Didzioji Britanija) (680 nm bangos ilgis), naudojant 10mm ilgio
polietilening kiuvete (Abou-Shanab ir kt. 2011). Optinio tankio matavimo metodika panaudota
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sudarant dumbliy lgsteliy koncentracijos-optinio tankio priklausomybés kalibracing kreive (zr.
3 priedg). Dumbliy lasteliy koncentracija nustatyta skaiciuojant mikrodumbliy lasteles
Goryaevo kameroje (Muntyan ir kt. 2012), naudojant optinj mikroskopa Olympus BXS51
(Olympus America Inc., JAV).

2.4.2. Dumbliy drumstumo nustatymas
Mikrodumbliy terpés drumstumas nustatytas nefelometriniu turbidimetru, integruotu |
spektrofotometra, NANOCOLOR VIS II (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG,
Vokietija), naudojant 16 mm plocio stiklinj mégintuvelj. Drumstumo matavimo metodika
panaudota sudarant dumbliy lasteliy koncentracijos-drumstumo priklausomybés kalibracing
kreive (zr. 4 priedg). Dumbliy Igsteliy koncentracija nustatyta skai¢iuojant mikrodumbliy
lasteles Goryaevo kameroje (Muntyan ir kt. 2012), naudojant optinj mikroskopa.

2.4.3. Chlorofilo a koncentracijos nustatymas

Priklausomai, nuo mikrodumbliy biomasés kiekio, 2 arba 4 mL méginio
centrifuguojama 10 minuciy, 3000 rpm greiciu, centrifuga SIGMA 1-6P (Sigma-zentrifugen,
Vokietija). Méginio supernatantas paSalinamas, o likusios dumbliy nuosédos suspenduojamos
2 mL etanolio (99.5 %, Merk Emparta® ACS, Vokietija). Gautas miSinys homogenizuotas
Vortex Mixer Classic purtykléje (VELP Scientifica, Sigma-Aldrich, JAV) (10 s, maksimaliu
greic¢iu). Chlorofilo a ekstrakcija vykdyta tirpala inkubuojant 24 val. Saldytuve (+6 °C temp.).
Po inkubacijos, tirpalas i§imamas i$ Saldytuvo ir centrifuguojamas 5 min, 4000 rpm greiciu.
Mégino supernatanto absorbcija nustatyta spektrofotometru (663, 645 ir 630 nm bangos ilgyje),
naudojant 10 mm ilgio kvarcing kiuvete. Gauti optinio tankio rezultatai perskaiCiuoti |
chlorofilo a koncentracijg, remiantis literatiiros Saltinyje nurodyta formule (Henriques ir kt.

2007).
Cx = (11,64‘14663 - 2'16A64-5 - 0,1A663)v/(lV)

C, — chlorofilo a koncentracija (ug chlorofilo/mL terpés), Ax. — absorbcija esant xxx nm
bangos ilgyje, v — naudoto tirpiklio (etanolio) tiiris (mL), / — spektrofotometrinés kiuvetés ilgis

(cm), V' — dumbliy méginio tiiris (mL).

2.4.4. Dumbliy sausa biomases nustatymas
Mikrodumbliy sausa biomasé gauta vakuuminés filtracijos metu, naudojant 10 CFM
dviejy pakopy vakuuminj siurblj (Mastercool Inc., JAV), kolbg su iSoriniu Slifu (1000 mL),
keraminj piltuva, su poringu filtro pagrindu ir vakuuminé mova, bei 1,2 um poros dydzio, 47
mm skersmens stiklo mikropluosto filtrus (Frisenette ApS, Danija). Pries filtracijos procediira,

kiekvieno filtro individuali masé nustatyta naudojant analitines svarstykles Explorer® EX124
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(OHAUS, JAV). Automatine pipete Transferpette (BrandTech Scientific, JAV) paimama 5000
L dumbliy ir/ be bakterijy lasteliy suspensijos ir perneSama ant sudrékinto filtro. Pastarasis
zingsnis kartojamas, kol filtro spalva pasikei€ia i§ baltos | zalig (zr. 5 prieda). Nufiltravus
lasteliy suspensija, filtras papildomai praplaunamas tokiu pat tiiriu dejonizuoto vandens, kuris
buvo nufiltruotas. Po filtracijos, filtrai i§dziovinti metalin¢je kaitinimo spintoje (80 °C temp.,
24 val.) ir pakartotinai pasveriami. Gauta dumbliy sausa biomasé apskaiCiuota remiantis

literatiiros Saltinyje nurodyta formule (Kreeger, 1995).

A(filtro svoris po filtracijos, g)—B(filtras pries filtracija, g)

Sausa biomasé, g/L = ——
Suspensijos turis, L

2.4.5. Mikrodumbliy terpés pH vertés nustatymas
Mikrodumbliy terpés vandenilio jony koncentracija nustatyta pH matavimo prietaisu
Orion 720Aplus (Thermo Scientific™, JAV), sujungtu su epoksidiniu (plastikiniu) viengubos

jungties elektrodu.

2.4.6. Mikrodumbliy specifinio augimo greicio apskaiciavimas
Vidutinis specifinis augimo greitis u (d™!) (logaritminis biomasés didéjimas kultivavimo
metu) buvo apskaiciuotas remiantis literatiiros $altinyje nurodyta formule (Canelli ir kt. 2020)

in (com?)

thp =t

CDW, it CDW, — sausa dumbliy biomasé (g/L), #1 ir £ — kultivavimo trukmé (dienomis).

2.5. Elektrinio impulsinio lauko poveikio, mikrodumbliy ir bakterijy tarpusavio sgveikai,
tyrimy metodika

C. vulgaris ir Delftia sp. tarpusavio sgveikos pokytis veikiant elektriniu impulsiniu lauku
buvo vertinamas keliais etapais. Pirmojo etapo metu, buvo tiriamas elektrinio lauko poveikis
mikrodumbliams (Zr. 2.5.1. Impulsinio elektrinio lauko poveikis C. vulgaris mikrodumbliy
gyvybingumui). Antrojo — elektrinio lauko poveikis bakterijy atzvilgiu (zr. 2.5.2. Impulsinio
elektrinio lauko poveikis Delftia sp. bakterijy gyvybingumui). Treciojo tyrimy etapo metu
vykdytas mikrodumbliy ir bakterijy kultivavimas fotobioreaktoriuose (zr. 2.5.3. Impulsinio

elektrinio lauko poveikis mikrodumbliy ir bakterijy tarpusavio sgveikai).

Visais tyrimy etapais buvo naudojama ta pati elektrinio lauko impulsy generavimo
jranga ir kiuveté, sukurta Fiziniy ir technologiniy mokslo centre (Stankevic ir kt. 2020).
Naudota 400pL turio, kiuveté pagaminta i$ nertidijancio plieno elektrody, tarpu kuriy tarpas 2

mm.
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Elektrinio impulsinio lauko taikymo schema ir parametrai visy tyrimy etapais buvo
vienodi. Automatine pipete Transferpette (BrandTech Scientific, JAV) paimama 400uL lasteliy
(dumbliy/ bakterijy) suspensijos ir perkeliama i kiuvete. Kiuveté prijungiama prie elektrinio
lauko generavimo jrangos perdavimo linijos. Nustatoma Saltinio U — jtampa (100, 500, 1000,
2000, 3000 V), staciakampio elektrinio impulso t — trukmé (10 us), f — daznis (1 Hz) bei n —
impulsy kiekis (1 vnt.). Po elektrinio lauko poveikio Igsteliy suspensija iSimama ir perkeliama
1 sterily mégintuvelj. Pastarasis zingsnis atkartojamas keleta karty, kol gaunamas reikalingas
dumbliy ir/ ar bakterijy lasteliy suspensijos turis. Tolimesni veiksmai vykdomi atsizvelgiant ]
tyrimo etapg. Taikytas elektrinio impulso stipris apskai¢iuojamas pagal elektrinio lauko
impulsy generavimo jrangoje atvaizduotg amplitude ir formulg:

E=
0,1

E — elektrinio impulso stipris (kV/cm), Ur — reali jtampa (V), I — elektros srové (A)
(Stankevich 2020)

2.5.1. Impulsinio elektrinio lauko poveikis C. vulgaris mikrodumbliy gyvybingumui
Eksponentinéje augimo faze¢je iSskirtos mikrodumbliy Igstelés buvo veikiamos
skirtingais impulsiniais elektriniais impulsais, pagal apraSyta veikimo schemg (Zr. 2.5.
Elektrinio impulsinio lauko poveikis mikrodumbliy ir bakterijy tarpusavio saveikai). Po
elektrinio lauko poveikio C. vulgaris lastelés serijiniy skiedimy metu praskiedziamos iki ~
40000 Iast./mL. 10 pL suspensijos perkeliama j Goryaevo kamerg (Muntyan ir kt. 2012),
kurioje, naudojant optini mikroskopa, nustatoma mikrodumbliy Iasteliy koncentracija.

Kontrolei naudojamos elektriniu lauku neveiktos C. vulgaris 1astelés.

Taip pat, po elektrinio lauko poveikio C. vulgaris lastelés buvo panaudotos chlorofilo a
1§skyrimui (zr. 2.4.3. Chlorofilo a koncentracijos nustatymas). Kontrolei naudojamos elektriniu

lauku neveikti mikrodumbliai.

2.5.2. Impulsinio elektrinio lauko poveikis Delftia sp. bakterijy gyvybingumui
Pries elektrinio lauko poveikj Delftia sp. bakterijos SvieZiai uZauginamos, skystoje TSB
mitybinéje terp¢ja, inkubuojant ~ 15 val. termostatinéje purtykléje. Po auginimo bakterijy
lasteliy suspensija yra centrifuguojama 5 min. 3500 rpm greic¢iu. Méginio supernatantas (TSB
terpé) pasalinamas, o likusios bakterijos 3 kartus praplaunamos sterilia BG-11 terpe, iSmaiSant
purtykléje ir centrifuguojant 5 min., 3500 rpm greiciu. Atlikus bakterijy praplovima, naudojant
spektrofotometrag ir 10 mm ilgio polietilening kiuvete, Delftia sp. lastelés sukoncentruojamos

BG-11 terpé¢je iki optinio tankio 2. Gauta lgsteliy suspensija veikiama skirtingais elektriniais
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impulsais, pagal apraSyta elektrinio impulsinio lauko veikimo schema (zr. 2.5. Elektrinio
impulsinio lauko poveikis mikrodumbliy ir bakterijy tarpusavio sgveikai). Po elektrinio lauko
poveikio Delftia sp. lastelés serijiniy skiedimy metu praskiedziamos iki ~ 6000 KFV/mL. 50
uL suspensijos iSséjama ant standzios PCA terpés Petri 1éksteléje ir auginama inkubatoriuje
prie 30 °C temp., 24 val. Po inkubacijos suskai¢iuojama iSaugusios kolonijos. Kontrolei

naudojamos elektriniu lauku neveiktos bakterijos.

2.5.3.Impulsinio elektrinio lauko poveikis mikrodumbliy ir bakterijy tarpusavio sgveikai

Impulsinio elektrinio lauko poveikio dumbliy ir bakterijy tarpusavio sgveikai tyrimai
buvo atlikti trejose 800 mL burbuly kolonos (angl. bubble column) fotobioreaktoriuose
(pagaminta pagal uzsakyma), kultivuojant C. vulgaris mikrodumblius su/ be bakterijy (zr. 2-B
prieda). Pirmoji kolba pripildyta 400 mL sterilios BG-11 mitybinés terpés papildyta tik dumbliy
(g. k. 2 x 107 1ast./mL) inokuliantu. Antroji kolba, pripildyta tuo paciu tiiriu sterilios BG-11,
papildyta dumbliy (g. k. 2 x 107 last./mL) ir bakterijy (g. k. 2 x 10° KFV/mL) inokuliantu.
Trecioji — islaikytos minétos salygos, tik dumbliy — bakterijy inokuliantas (koncentracijos
nepakitusios), pries papildant kolbg, buvo veiktas impulsiniu elektriniu lauku (E — 10 kV/cm, 1
— 10 ps, f =1Hz, n — 1 vnt.). Tolimesni tarpusavio saveikos tyrimai vykdyti 7 dienas,
kultivuojant standartinémis, periodinémis (angl. batch') salygomis (zr. 2.1. Mikrodumbliy
kultivavimas) ir aeruojant deguonies ir oro dujy misiniu. Nuo tyrimo pradzios buvo fiksuojami
Sie parametrai: dumbliy terpés optinis tankis (zr. 2.4.1. Dumbliy optinis tankis), chlorofilo a
konc. (zr. 2.4.3. Chlorofilo a koncentracija) dumbliy biomas¢ (zr. 2.4.4. Dumbliy sausa
biomas¢) bei specifinis augimo greitis (Zr. 2.4.6. Mikrodumbliy specifinio augimo greicio

apskaiciavimas).

2.6.Statistiné duomeny analizé

Gauti pirminiai eksperimenty rezultatai apdoroti naudojantis duomeny kaupimo ir
statistinés analizés Microsoft Excel 2004 versijos ir OriginPro8 (OriginLab Corporation, 2007)
programiniais paketais. Naudojant apraSomosios statistikos metoda buvo apskaiciuoti gauty
kiekybiniy poZymiy vidurkiai, standartinis nuokrypis. Tyrimo duomeny analizés grafikai
sudaryti naudojant OriginPro8 (OriginLab Corporation, 2007) programg. Statistiniy duomeny
reikSmingumui jvertinti pasirinktas nepriklausomy imciy T-kriterijus (angl. Independent
samples t-test), leidziantis nustatyti, ar to paties kintamojo vidurkiy skirtumai sugrupuotuose
duomenyse, t. y. tarp grupiy, yra statistiSkai patikimi. Rezultatai buvo laikyti statistiSkai

reik§mingais, kai p <0,05.

! Periodiné fermentacija skystoje terpéje, kai pradiné koncentracija kinta, néra papildoma.
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3. TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Bakterijy identifikavimas

Atlikus, tyrime analizuojamo bakterijy kamieno, fenotiping¢ analizg, nustatyta jog
lastelés yra judrios, pavienés, lazdelés formos. Pagal dazymasi Gramo budu, 1astelés sienelé yra
Gram-neigiama. Kolonijy morfologija ir dydis augimo metu varijuoja. Ankstyvoje augimo
stadijoje bakterijy kolonijos labai mazos (keliy milimetry skersmens), apvalios, perregimos
kreminés spalvos. Po 24 val. inkubacijos, pilnai susiformavusios kolonijos yra apvalios, Siek
tiek iSgaubto, glitaus pavirSiaus ir kreminés spalvos. Bakterijoms perZengus stacionarig
augimui fazé, kolonijos kraStai segmentuojasi, kol galiausiai lieka tik pédsakas buvusios
kolonijos. Taciau, Siy fenotipiniy pozymiy nepakanka bakterijy identifikavimui. Remiantis
Siandieninés mikroorganizmy polifazine taksonomijos strategija, fenotipines savybes bitina
papildyti genotipe informacija. Klasikiniai fenotipiniai metodai néra tinkami nekultivuojamy ir
endosimbiontiniy bakterijy analizei. Taip pat, siekiant gauti patikimus, atsikartojancius
rezultatus, skirtingose laboratorijose, yra biitinas grieztas fenotipinés analizés standartizavimas

bei itin kvalifikuoto personalo darbas (Sandle 2016).

Siekiant identifikuoti analizuojama bakterijy kamiena, atliktas 16S rRNR geno
sekvenavimas. Siuo metu, pastarasis tyrimas yra vienas populiariausiy genotipavimo metody
(Parks ir kt. 2018). Sio metodo pripazinima ir taikomuma lemia 16S rRNR geno ilgis, apie 1500
b.p. seka, egzistencija visy bakterijy tarpe, bei iSskirtiné konservatyviy ir hipervariabiliy
regiony struktiira (Patel 2001; Janda ir kt. 2007; Greay ir kt. 2019). Apjungus gautas 16S rRNR
geno sekas ] kontiga ir ji palyginus su NCBI Nucleotide BLAST duomeny baze, nustatytas
analizuojamo kamieno 80 % panaSumas | Delftia tsuruhatensis ir Delftia lacustris kamienus .
Kadangi, analizuojamos sekos panaSumas mazesnis nei 98,7 %, buvo atrenkami, filogenetiniu
pozitriu artimiausi, Delftia genties tipiniai kamienai, kurie véliau panaudoti filogenetinés
medzio (dendogramos) konstravimui (List of Prokaryotic names with Standing in
Nomenclature (LPSN), zitréta: 2020 01 20 16:21). Dendogramos iSaknijimui pasirinkta,
filogenetiskai tolima, proteobakterija — Escherichia coli (Opez ir kt. 2017). Atliktas daugybinis
seky sugretinimas bei sukonstruotas filogenetinis medis parodé Nucleotide BLAST rezultaty
atsikartojimg. Tiriamasis bakterijy kamienas filogenetiSkai maZiausias nutoles nuo Delftia
lacustris, kiek tolimiau — Delftia tsuruhatensis (zr. 3.1 pav.). Taciau, atsizvelgus i seky
giminingumo reikSmes, 16 ir 44 atitinkamai su Delftia lacustris ir Delftia tsuruhatensis,
analizuojamo kamieno negalima priskirti nei vienai riisiai. 16S rRNR geno maza skiriamgja
gebg riisies lygmenyje lemia polimerazinés grandininés reakcijos (PGR) pradmeny jvairovés
trukumas ir reakcijos metu susiformuojancios chimerinés sekos. Todel 16S rRNR geno

sekvenavimas tinkamas identifikuoti mikroorganizmus tik genties lygmenyje arba atskirti
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artimas bakterijy rtisis (Sandle 2016). Nors Delftia sp. bakterijos nebuvo isskirtos 1§ C. vulgaris
mikrobiotos, Zinoma jog Delftia genciai priskiriami izoliatai yra iSskirti i$ klinikiniy, vandens
telkiniy bei aktyvuoto dumblo méginiy (Chen ir kt. 2012; Huang 2016; Vasquez-Piferos ir kt.
2018; Greay ir kt. 2019). Nustatyta, jog minéti izoliatai pasizymi geb¢jimu fiksuoti azoto
junginius bei degraduoti peptidoglikano sluoksnj ir toksisku dimetilfenolius (angl.

Dimethylphenols) (Jorgensen ir kt. 2009; Huang 2016; Vasquez-Pifieros ir kt. 2018: 108).

EU888308.1Delftia lacustris

16
44 4| Tiriamasis bakterijy kamienas
o ABO75017 .1 Delffia tsuruhatensis
KP300804 .1 Delfa deserti
63
32
KY075318.1 Delftia rhizosphaerae

AB0D21417 1 Delftia acidovorans

GU721027 .1 Delttia litopenaei

¥B80725.1 Escherichia coli

3.1 pav. Analizuojamo bakterijy kamieno filogenetiné dendrograma.

Siekiant papildyti turimg informacija apie analizuojamo kamieno sistemating padeétj,
buvo atlikta MALDI-TOF analizé. Bruker Flex Control 3.4 programine jranga ir klinikiniy
mikrobiologiniy tyrimy duomeny bazés duomenis, analizuojamas bakterijy kamienas priskirtas
Delftia acidovorans (2,08) arba Delftia lacustris (2,06). Gauti rezultaty jverciai yra didesni nei
2 ir laikomi labai patikimais. Tikimasi, jog MALDI-TOF, kaip vienas naujausiy biocheminiy
proteomo analizés metody, tikslumu lenkiantis genotipavimo tyrimus, ateityje pakeis 16S
rRNR geno analize (Ramasamy ir kt. 2014). MALDI-TOF tyrimo metu, matrikse imobilizuota
bakterijy kolonija ar jy homogenizatas lazerio pagalba yra suardomas iki molekuliy ar jy
fragmenty ir jonizuojamas (jgauna kriivj). Sios, krivj turindios, dalelés akseleruojamos
elektrostatiniame lauke ir iSmetamos j metalinj skrydzio vamzdelj vakuume, kuriame atsiskiria
pagal masés — kriivio santykj. Mazesni jonai grei¢iau judédami nei didesni jonai, detektoriy
pasiekia grei¢iau. Si informacija leidzia i$siaiskinti organizmo genome koduojamy baltymy

struktiiras ir funkcijas, bei nustatyti mikroorganizmy evoliucinj rysj (Chen ir kt. 2015; Velichko
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ir kt. 2019). Siuo metu, visi MALDI-TOF analizés metu identifikuoti Delftia sp. kamienai yra
i8skirti 1§ klinikiniy méginiy (Nashid ir kt. 2016; Ranc ir kt. 2018).

Taigi, atsizvelgus 1 16S rRNR geno sekvenavimo, Delftia genties tipiniy kamieny
dendograma bei MALDI-TOF tyrimo rezultatus, analizuojama kamieng galima priskirti Delftia

genciai. Taciau, tiriamo kamieno identifikavimui raSies lygmenyje, biitini papildomi tyrimai.

3.2. Mikrodumbliy ir bakterijy tarpusavio sgveika
C. vulgaris puikus modelis mikrodumblis, kurio tarpusavio saveiky su Kkitais
mikroorganizmy nustatyta gausiai (zr. 1.2 lentele). Taciau, tarpusavio saveika tarp Delftia sp.

bakterijy ir C. vulgaris néra tirta.

Mikroorganizmy tarpusavio sgveikai nustatyti gali biiti taikoma daugybé tyrimy metody.
Vienas paprasCiausiy, specialios jrangos nereikalaujan¢iy, mikrobiologiniy tyrimy, skirty
algicidiniy bakterijy nustatymui — lizés zony fromavimas. Mikrodumbliy gazone
susiformavusios lizés zonos nurodo bakterijy kilerinj aktyvuma (Aiyar ir kt. 2017; Chen ir kt.

2017).

3.2 pav. C. vulgaris terpéje formuojamy lizés zony tyrimas su Delftia sp. bakterijomis.

Atlikus lizés zony fromavimosi tyrimg su skirtingomis Delftia sp. bakterijy
koncentracijomis, agarizuotame mikrodumbliy gazone lizés zony nebuvo uzfiksuota (zr. 3.2
pav.). Duobutés sienelés, papildytos bakterijy suspensija, buvo kur kas intensyvesnés zalios
spalvos, lyginant su kontrole. Taigi, Sie rezultatai nurodo, jog analizuojamas Delftia sp.

kamienas nepasizymi algiciniu poveikiu, C. vulgaris atzvilgiu. Nustatyta, jog Delftia sp.,
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priskiriamos [-proteobakterijoms, geba degraduoti jvairias organines medziagas (aniling,
linurong ir kt.) bei redukuoti toksiskus Se™ ir Cr'¢ junginius. Be viso to, dél fiksuojamo azoto,
sintetinamy fitochormony ir gelezj suriSanciy siderofory, Delftia sp. priskiriamos prie augaly
augimg skatinancCiy rizobakterijy (Ubalde ir kt. 2012; Hou ir kt. 2015). Remiantis literatiiros
Saltiniais ir atlikto tyrimo rezultatais, galima iskelti hipoteze, jog Delftia sp. bakterijos pasizymi
ne tik augaly bet ir mikrodumbliy augima skatinanciu poveikiu (Ubalde ir kt. 2012; Hou ir kt.
2015).

Siekiant detaliai nustatyti tarpusavio saveika tarp C. vulgaris ir Delftia sp. buvo atliktas
mikroorganizmy kultivavimas kartu, jprastomis dumbliy augimo salygomis (zr. 2-A prieda).
Mikrodumbliy biomasé yra pagrindinis augimo indikatorius, rodantis dumbliy metabolizmo
aktyvuma, kintant aplinkos saglygoms. Biomas¢ gali biiti jvertinta tiesioginiais ir netiesioginiais
matavimo metodais. Spektrofotometru jvertinus dumbliy terpés absorbcija (680 nm bangos
ilgyje) ir palyginus su lgsteliy koncentracijos-optinio tankio kalibracine kreive (zZr. 3 prieda),
netiesioginiu biidu, nustatytas mikrodumbliy lasteliy koncentracijos kitimas kultivavimo metu
(zr. 3.3 pav.). Gauti rezultatai rodo, jog dumbliy optinis tankis, eksponentingje augimo fazéje,
tarp skirtingy kolby, kinta netolygiai. Kontrolinio bei maziausiomis bakterijy koncentracijomis
papildyty méginiy (0,1 ir 0,5 x 10° KFV/mL) vidutinis optinis tankis buvo didesnis ~ 16 %, nei
likusiy méginiy. Tuo tarpu tolygus visy méginiy optinio tankio kitimas uzfiksuotas C. vulgaris
stacionaraus augimo fazéje. Lyginant didziausig bakterijy koncentracijg turintj méginj (2 x 10°
KFV/mL) su kontroliniu, 9 dieng uzfiksuotas dumbliy optinio tankio padidé¢jimas ~ 9 %.
Atlikus statistiniy duomeny reikSmingumo jvertinima, p reikSmeé > 0,05 nustatyta lyginant

kontrolin] méginj su likusiais méginiais (zr. 3.1 lentelg).
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3.3 pav. Eksperimento metu nustatytas C. vulgaris optinio tankio pokytis, kultivuojant mikrodumblius su
skirtingomis Delftia sp. bakterijy koncentracijomis (KFV/mL).

Siekiant patvirtinti Delftia sp. bakterijy inokulianto jtakg dumbliy biomasés augimui,
buvo jvertinas dumbliy terpés drumstumo pokytis (zr. 3.4 pav.). Tai dar vienas metodas
leidZiantis netiesiogiai nustatyti dumbliy biomase, pasinaudojant lgsteliy koncentracijos-
drumstumo kalibracine kreive (zr. 4 prieda). Atlikto tyrimo rezultatai rodo, jog mikrodumbliy
terpés drumstumas tolygiai did¢ja bégant laikui ir yra kur kas intensyvesnis meéginiuose
papildytuose Delftia sp. inokuliantu. Lyginant stacionarios augimo fazés rezultatus, 7-9
dienomis, didziausias drumstumas uzfiksuotas méginyje (2 x 10 KFV/mL), kuris vidutinikai
didesnis ~ 31 %, nei kontroliniame méginyje. Sj drumstumo skirtuma patvirtina statistiniy
duomeny reik§mingumo jvertinimas. p reikSmé < 0,05 gauta, lyginant kontrolinj méginj su
didiausiais (1,5 ir 2 x 10° KFV/mL) bakterijy koncentracijas turin¢iais méginiais (7r. 3.1

lentelg). Tuo tarpu lyginant kontrolin; mégin;j su likusiais, gauta p reikSme > 0,05.
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3.4 pav. Eksperimento metu nustatytas C. vulgaris terpés drumstumo pokytis, kultivuojant mikrodumblius
su skirtingomis Delftia sp. bakterijy koncentracijos (KFV/mL). * = p <0,05.

Taciau, pastaraisiais netiesioginiais biomasés nustatymo metodais, negalima visiskai
pasikliauti. To priezastis — matavimo metody trikumai. Tiek spektrofotometru nustatyta terpés
Sviesos absorbcija, tiek turbidimetru iSmatuotas drumstumas, gali kisti ne tik dumbliams
augant. Gali buti, jog méginiy, papildyty Delftia sp. inokuliantu, absorbcijos ir drumstumo

padidéjimas yra sukeltas besidauginanciy bakterijy.

Siekiant patikrinti C. vulgaris biomasés augima, iSvengiant galimai besidauginanciy
bakterijy, buvo nustatytas chlorofilo @ koncentracijos pokytis, bégant laikui (zr. 3.5 pav.).
Atlikus tyrimg, iSskirto chlorofilo a koncentracija patvirtino pastaryjy tyrimy rezultatus.
Ankstyvoje eksponentingje augimo fazéje, uzfiksuotas netolygus chlorofilo a koncentracijos
pokytis. Taciau, tiek eksponentinéje tiek stacionarioje augimo fazéje, 1,5 ir 2 x 10° KFV/mL
méginiai iSsiskiria didesne pigmento koncentracija, nei kontrolinis. Vertinant stacionarioje
fazéje gautus rezultatus, 7-9 dienomis, méginyje su didziausia bakterijy koncentracija (2 x 10°
KFV/mL), vidutiné chlorofilo a konc. buvo 9,35 pg/mL. Tuo tarpu kontroliniame méginyje
pigmento koncentracija — 7,42 pg/mL. Taciau, lyginant visus Delftia sp. bakterijomis

papildytus méginius su kontroliniu, gauta p > 0,05 (zr. 3.1 lentelg).

38



7z Dumbliai

R Dumbliai + bakt. (0,1x10°
Dumbliai + bakt. (0,5x10°%)
E=] Dumbliai + bakt. (1,0x10°%
([T Dumbliai + bakt. (1,5x10°%)
FEEEH] Dumbliai + bakt. (2,0x10°%

Chlorofilo a konc. (ug chlorofilo/mL terpés)

5
Diena

3.5 pav. Eksperimento metu iSskirto chlorofilo a koncentracijos pokytis, kultivuojant mikrodumblius su
skirtingomis Delftia sp. bakterijy koncentracijomis.

Zinoma, jog tyrimo metu analizuojamas Zaliadumblis, isiskiria itin didele chlorofilo a
koncentracija. Sis parametras gali indikuoti ne tik mikrodumbliy metabolizmo, fotosintezés
aktyvumga bet ir netiesioginj biomasés kiekj (Mohammad Mirzaie ir kt. 2015; Toyama ir kt.
2018). T. Toyama ir tyréjy grupé nustaté, jog kultivuojant grynus C. vulgaris mikrodumblius,
standartinémis periodinémis salygomis, chlorofilo a ir 5 koncentracija nustoja augti
stacionarioje augimo faz¢je, mazdaug 6 dieng. Tuo tarpu, kultivuojant tuos pacius
mikrodumblius, 7 dienas, nuoteky vandenyje, gausiame dumbliy augima skatinanciy bakterijy
(DASB), chlorofilo koncentracija did¢jo toliau (Toyama ir kt. 2018). Tuo tarpu, Siame darbe
isskirta C. vulgaris chlorofilo a koncentracija vidutiniskai padidéjo 26 %, lyginant 2 x 10°
KFV/mL méginj su kontroliniu. Pastarieji rezultatai patvirtinta, jog Delftia sp. bakterijos

pasizymi teigiamu, C. vulgaris augima skatinanc¢iu poveikiu.

Siekiant patvirtinti gautus netiesioginius mikrodumbliy biomasés matavimy rezultatus,
dumbliy biomasé buvo nustatyta tiesioginiu biidu (zr. 3.6 pav.). Eksponentinéje augimo fazéje
nustatyta sausos biomasés kiekio netolygus kitimas, koreliuoja su atlikty tyrimy rezultatais. 5
diena, didziausi biomasés kiekiai nustatyti kontroliniame bei 0,5 x 10 KFV/mL ir 1 x 10°
KFV/mL méginiuose. Tuo tarpu vertinant meéginiuose esancios didéjancios bakterijy
koncentracijos atzvilgiu, biomasés tolydus kitimas uZfiksuotas tik stacionarioje augimo fazéje.

Beveik visuose méginiuose, isskyrus 0,1 x 10 KFV/mL, nustatytas biomasés kiekis, 9 dieng,
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buvo didesnis 0,018-0,096 g/L, nei kontroléje. Vis délto, gauty rezultaty p reikSmé virsijo 0,05
verte (zr. 3.1 lentelg).
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3.6 pav. Eksperimento metu nustatyta C. vulgaris sausa biomasé, kultivuojant su skirtingomis Delftia sp.
bakterijy koncentracijomis.

Remiantis T. Toyama atlikto tyrimo duomenimis, nustatyta C. vulgaris biomasé
padidéjo 1,8-2,8 karto, kultivuojant nuoteky vandenyje, gausiame DASB (Toyama ir kt. 2018).
Tuo tarpu kultivuojant C. vulgaris su didZiausiomis Delftia sp. bakterijy koncentracijomis (1,5
ir 2 x 10° KFV/mL), nustatytas biomasés padidéjimas sieké 1,3-1,4 karto, lyginant su
kontrolinio méginio, 9 dienos, rezultatais. Taciau, gauti rezultatai nenurodo ar, tarpusavio
sgveikos metu, teigiamg poveikj patiria tik dumbliai. Pastarajam teiginiui patikrinti atlikti

papildomi tyrimai.

Siekiant nustatyti Delftia sp. bakterijy sgveikos pobudj su C. vulgaris, buvo jvertinta
dumbliy terpés pH vertés kitimas (zr. 3.7 pav.). Tai vienas i§ biidy patikrinti heterotrofiniy
bakterijy dalyvauja anglies biocheminiame cikle. I§ gauty rezultaty, sudétinga iSskirti
kardinalius terpés pH pokycius. Dumbliy augimui perzengus eksponenting augimo faze,
stebimas minimalus terpés pH padidéjimas, méginiuose papildytuose bakterijy inokuliantu.
Tadiau, p reiksmé > 0,05 indikuoja, jog gauti rezultatai néra patikimi. Zinoma, jog
heterotrofinés bakterijos dalyvaudamos anglies biocheminiame cikle, organing anglj vercia |
neorganing (Bai ir kt. 2015). Jprastomis salygomis, neorganiné anglis yra dumbliy augima
ribojantis veiksnys. Intensyvaus mikrodumbliy metabolizmo/ augimo metu, neorganinés
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anglies koncentracija terpéje maze¢ja, kas lemia pH vertés padid€¢jimg. Tuo tarpu sulétéjus
metabolizmui arba esant anglies trikumui, pH verté yra Zemesné (Liu ir kt. 2016). Siekiant
patikrinti Delftia sp. bakterijy dalyvavima anglies cikle reikalinga atlikti papildomus tyrimus,
kuriy metu biity uzfiksuotas tiesioginis iStirpusios neorganinés anglies kiekis, kultivuojant C.

vulgaris ir Delftia sp. kartu ir atskirai (Bai ir kt. 2015).
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3.7 pav. Eksperimento metu nustatyta C. vulgaris terpés pH, kultivuojant mikrodumblius su skirtingomis
Delftia sp. bakterijy koncentracijos (KFV/mL).

Apzvelgiant | visy tyrimy rezultatus, galima teigti jog Delftia sp. bakterijos pasizymi
teigiamu, C. vulgaris mikrodumbliy augima skatinandiu poveikiu. Sia i§vada patvirtina
apskaiCiuotas stacionarios fazés specifinis augimo greitis (zr. 3.8 pav.). Méginiy papildyty
didziausiomis bakterijy koncentracijomis (1, 5 ir 2 x 10 KFV/mL) greitis buvo didesnis 0,116-
0,122 d', nei kontrolinio méginio. Zinoma, jog C. vulgaris didZiausias specifinis augimo
greitis, laboratorinémis salygomis, gali pasiekti 0,278 d!, kultivuojant Bold Basal mitybinéje
terpéje (Wong 2017). Tuo tarpu kultivuojant C. vulgaris uzdaruose fotobioreaktoriusoe, kartu
su geriamo vandens mikrobiota, specifinis augimo greitis gali padidéti iki 2,0 d”' (Lakaniemi ir
kt. 2012). Tagiau, Delftia sp. bakterijy jtaka C. vulgaris augimo skatinimuii néra tirta. Sio
tyrimo metu apskaiciuotas specifinis greitis rodo, jog kultivuojant mikrodumlius su didesnémis
Delftia sp. bakterijy koncentracijomis (1, 5 ir 2 x 10° KFV/mL), u pagreitéja beveik 4 kartus,

lyginant su kontrolinio méginio greiciu.
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3.8 pav. Eksperimento metu nustatytas, stacionarios augimo fazés specifinis C. vulgaris augimo greitis
(p), kultivuojant mikrodumblius su skirtingomis Delftia sp. bakterijy koncentracijomis (KFV/mL).* = p < 0,05.

Remiantis atliktais mikrodumbliy ir bakterijy tarpusavio sgveikos tyrimais, manoma jog
Siame darbe nustatytas Delftia sp. bakterijy teigiamas poveikis, C. vulgaris atzvilgiu, gali biiti
nepastovus. Siuo metu, nustatyta daugelio biotiniy ir/ ar abiotiniy veiksniy jtaka, galinti sukelti
tarpusavio sgveikos kaitg (Neuhauser ir kt. 2004; Liu ir kt. 2012). Taciau, impulsinio elektrinio

lauko poveikis mikrodumbliy ir bakterijy tarpusavio saveikai, dar néra tyrinétas.

3.1 lentelé Mikrodumbliy ir bakterijy tarpusavio saveikos tyrimy statistiniy duomeny reik§mingumo
vertinimas, stacionarioje augimo fazéje.

0,1 x10% | 0,5 x 10° 1 x10° 1,5 % 10° 2 x 108

KFV/mL | KFV/mL | KFV/mL | KFV/mL | KFV/mL
Optinis tankis p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
Drumstumas p>0,05 p>0,05 p>0,05 _
Chlorofilas a p>005 | p>0,05 | p>005 | p>0,05 | p>0,05
Sausa biomasé p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
pH verte p>005 | p>0,05 | p>005 | p>0,05 | p>0,05
Specifinis augimo greitis | p > 0,05 p>0,05 p>0,05
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3.3. Elektrinio impulsinio lauko poveikis, mikrodumbliy ir bakterijy tarpusavio sgveikai

3.3.1. Impulsinio elektrinio lauko poveikis C. vulgaris mikrodumbliy gyvybingumui

Zinoma, jog elektrinio impulsinio lauko poveikio efektyvuma ir taikyma lemia elektrinio
lauko parametrai bei veikiamo objekto savybés (Kotnik ir kt. 2012; Joannes ir kt. 2015; Cervia
ir kt. 2018; Rockenbach ir kt. 2019). Biitent pastarojo veiksnio itaka, skirtinga C. vulgaris ir
Delftia sp. lasteliy forma ir dydis, paskatino jvertinti elektrinio lauko poveikj kiekvienam

tarpusavio sgveikos komponentui individualiai.

Siekiant jvertinti Siame tyrime taikomy elektriniy lauky poveikj, buvo nustatytas
gyvybingy C. vulgaris skaiCius, pries ir po veikimo elektriniais impulsais. IS gauty rezultaty
galima pastebéti, jog elektrinio lauko poveikis galimai inicijuoja mikrodumbliy gyvybingumo
sumazgja iki 88 %, p > 0,05 (zr. 3.9 pav.). Taciau, did¢jant elektrinio lauko stipriui, maz¢jancio
dumbliy gyvybingumo tendencijos nebelieka. Veikiant 10-16 kV/em elektriniu lauku
mikrodumbliy gyvybingumas sumaZzéja tik ~ 5 %. Nezymaus dumbliy gyvybingumo
sumaz¢jimg indikuoja ir statistinis duomeny reik§Smingumas. p < 0,05 nustatyta tik lyginant
méginj, veikta 10 kV/cm elektriniu impulsu, su kontrole. Zinoma, jog C. vulgaris negrjztama
elektropermeabilizacijg gali sukelti stipris (20-40 kV/cm) elektriniais impulsais (Luengo ir kt.
2014). Tuo tarpu sukeliant inicijuoti membranos pralaidumo padid¢jima, taikomi elektriniai
impulsai, kurio E = 10-15 kV/cm, t = 3 ps, n = 25 vnt. (Luengo ir kt. 2015). Bendrai, Sie
impulsai yra Zymiai stipresni, lyginant su kity prokariotiniy ir eukariotiniy lasteliy membranos
pralaidumui sukelti (Kotnik ir kt. 2015). Viena pagrindiniy to priezas¢iy — itin tvirta, sunkiai

degraduojama C. vulgaris lastelés sienele.

Taciau, impulsinio elektrinio lauko poveikis gali sukelti ne vien Igstelés lize. Zinoma,
jog trumpi, silpni elektriniai impulsai gali paspartinti 1gstelés fluorofory molekuliy jsisavinima
ar kity lasteliniy junginiy iSsiskyrimg i aplinkg (Kotnik ir kt. 2015; Garoma ir kt. 2016; Batista
Napotnik ir kt. 2018). Siekiant jvertinti Siame tyrime taikomy elektriniy lauky poveiki
vidulasteliniy junginiy i$skyrimui, buvo nustatyta chlorofilo a konc. pries ir po elektrinio lauko
poveikio (zr. 3.9 pav.). Gauty rezultatai rodo, jog taikant iki 10 kV/cm elektrinio stiprio
impulsus, i$skirto pigmento koncentracija kinta minimaliai (paklaida + 6 %). Tuo tarpu taikant
stipresnius nei 10 kV/cm elektrinio stiprio impulsus, pigmento koncentracija sumazéja 7 % £ 5
%, lyginant su kontrole. Atlikus statisting duomeny analize, nustatyta p > 0,05, lyginant iSskirto

pigmento koncentracijg pries ir po elektrinio lauko poveikio.
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3.9 pav. Eksperimento metu nustatyty C. vulgaris gyvybingumo ir i$skirto chlorofilo a koncentracijos
pokytis, elektrinio impulsinio lauko poveikyje. T — 10 us, f—1Hz, n— 1 vnt.

Soto-Sierra ir tyréjy komanda yra nustaciusi, jog veikiant vienkartiniais elektriniais
impulsais (E = 6,25 kV/cm, T — 1 ms) chlorofilo ir luteino ekstrakcija gali padidéti atitinkamai
5,2 ir 2,2 karto, negu elektriniu lauku neveikty dumbliy (Soto-Sierra ir kt. 2018). Kita vertus,
zinoma, jog iSskiriamo chlorofilo koncentracija gali sumazéti dél apsunkéjusios difuzijos,

augant dumbliy biomasei (Scherer ir kt. 2019).

Taigi, remiantis literatiiros Saltiniais, iSskirto chlorofilo bei dumbliy gyvybingumo
tyrimais, manoma, jog veikiant skirtingais elektriniais impulsais C. vulgaris gyvybingumas

i8lieka nepakites.

3.3.2. Impulsinio elektrinio lauko poveikis Delftia sp. bakterijy gyvybingumui

Pries jvertinant elektriniy lauky jtaka Delftia sp., bakterijy suspensija perkelta 1 BG-11
terpe. Perkélimas | maZesnio elektrinio laidumo terpg, leido uZtikrinti elektrinio impulso
tekéjima per lasteles, o ne terpe. Po veikimo silpnu elektriniu lauku (E = 3 kV/cm), nustatytas
tikslus gyvybingy kolonijas formuojanciy vienety (KFV) kiekis rodo bakterijy gyvybingumo
sumaz¢éjimg beveik 40 % (zr. 3.10 pav.). Tuo tarpu stipréjant elektrinio lauko stipriui, bakterijy
gyvybingumas vir§ija 50 % riba. Bakterijy gyvybingumo sumaz¢jimg patvirtina apskaiciuota p

reik§me, nevirsijanti 0,05.
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3.10 pav. Impulsinio elektrinio lauko poveikis Delftia sp. bakterijy gyvybingumui. t— 10 ps, f—1Hz, n —
1 vnt., 1 dieng, * = p <0,05.

Nors elektrinio lauko poveikis Delftia sp. bakterijoms iki Siol nebuvo tirtas, Tian ir tyréjy
komanda yra jvertinusi elektriniy impulsy poveikj, gerai Zinomy, mikroorganizmy atzvilgiu.
Nustatyta, jog E. coli, Staphylococcus aureus negriztama elektroporacija gali biiti inicijuota
veikiant ~10 kV/cm elektriniais impulsais. Sis, bakterijy inaktyvacijai, reikalingas energijos
kiekis gali biiti sumaZinamas padidinus terpés elektrinj laiduma (Tian ir kt. 2017; Wang ir kt.
2019).

Taigi, apibendrinant bakterijy gyvybingumo tyrimo rezultatus, galima teigti, jog Delftia
sp. bakterijos yra itin jautrios elektrinio impulsinio lauko poveikiui. Veikiant 3-16 kV/cm

elektriniais impulsais bakterijy gyvybingumas vidutiniskai sumaz¢ja 53 % + 15%.

3.3.3. Impulsinio elektrinio lauko poveikis mikrodumbliy ir bakterijy tarpusavio sgveikai
Nustacius individualiy mikroorganizmy gyvybingumo pokytj, veikiant skirtingais
elektrinio lauko impulsais, manoma, jog C. vulgaris gyvybingumas iSlieka nepakites. Tuo tarpu
Delftia sp. bakterijy gyvybingumas — sumazéja ~ 50 %. Taciau, néra zinoma ar impulsinio
elektrinio lauko poveikis, C. vulgaris ir Delftia sp. bei jy tarpusavio sgveikos atzvilgiu, pasikeis

kultivuojant mikroorganizmus kartu.
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Siekiant i$siaiskinti elektrinio lauko poveikj, C. vulgaris ir Delftia tarpusavio sgveikai,
mikroorganizmai buvo kultivuojami fotobioreaktoriuje kartu. Tyrimo metu, kultivavimas vyko
3 fotobioreaktoriuose. Pirmajame fotobioreaktoriuje buvo kultivuojama kontrolinis C. vulgaris
meginys. Antrajame — C. vulgaris papildytas, didziausiu teigiamu poveikiu pasiZyméjusiu,
Delftia sp. inokuliantu (2 x 10° KFV/mL). Tre¢iajame — C. vulgaris ir Delftia sp. veikta,
statistiSkai reikSmingiausiu poveikiu pasizyméjusiu, impulsiniu elektriniu lauku, kurio E = 10

kV/ecm, =10 us,n =1 vnt.

Kultivavimo metu buvo uzfiksuojamas netiesioginis biomasés indikatorius — terpés
optinis tankis (zr. 3.11 pav.). Gauti rezultatai rodo, jog eksponentingje augimo fazéje antrojo ir
treciojo fotobioreaktoriy optinis tankis kinta netolygiai. Treciajame fotobioreaktoriuje optinis
tankis, 2-6 dienomis, vidutiniS$kai buvo didesnis 15 %, negu antrajame. Taciau, stacionarioje
augimo fazgje, antrojo ir treciojo fotobioreaktoriy optiniy tankiy skirtumas suvienodéja, licka

~2 %.
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3.11 pav. Impulsinio elektrinio lauko poveikis (PEF) C. vulgaris optinio tankio kitimui, kultivuojant
mikrodumblius su Delftia sp. bakterijomis. E — 10 kV/cm, t— 10 pus, f—=1Hz,n— 1 vnt.

Tuo tarpu vertinant stacionarios augimo fazés kontrolinio ir antrojo fotobioreaktoriy
rezultatus, uZfiksuotas beveik 5 % didesnis optinis tankis antrajame fotobioreaktoriuje (su
Delftia sp. inokuliantu), negu kontroliniame. Taciau, lyginant kontrolinj su treciuoju

fotobioreaktoriumi, 5 % didesnis optinis tankis nustatytas elektriniu lauku veiktame méginyje
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(tre¢iajame fotobioreaktoriuje). Apskaiciuota statistiniy duomeny patikimumo reik§mé p virsijo

0,05.

Vertinant iSskirto chlorofilo a koncentracija, uzfiksuotas netolygus pigmento
koncentracijos didéjimas, tarp skirtingy fotobioreaktoriy (zr. 3.12 pav.). Eksponentingje
augimo faz¢je, 2-5 dienomis, treciajame fotobioreaktoriuje iSskirto chlorofilo koncentracija
buvo atitinkamai didesn¢ 18 % ir 20 %, lyginant su kontroliniu ir antruoju fotobioreaktoriais.
Tuo tarpu stacionarioje augimo fazéje, 6-7 dienomis, antrajame fotobioreaktoriuje stebimas
chlorofilo a konc. padidéjimas 4 %, lyginant su kontroliniu. Taciau, treCiajame
fotobioreaktoriuje pigmento koncentracija atitinkamai sumazéjo 18 % ir 10 % lyginant su
antruoju ir kontroliniu fotobioreaktoriumi. Apskaiciuota statistiniy duomeny patikimumo
reikSmé p virSijo 0,05. Pastarasis chlorofilo a konc. sumazéjimas gali biiti siejamas su elektrinio
impulsinio lauko geb&jimu mazinti, dumbliy biomasés augimg skatinanciy, Delftia sp. baterijy

gyvybinguma.
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3.12 pav. Impulsinio elektrinio lauko poveikis (PEF) isskirto chlorofilo a koncentracijos kitimui,
kultivuojant mikrodumblius su Delftia sp. bakterijomis. E — 10 kV/cm, t— 10 ps, f—1Hz, n — 1 vnt.

Ivertinus tiesiogin} mikrodumbliy biomasés kitimg, nustatyti skirtumai tarp bioreaktoriy
yra minimalis, p > 0,05 (Zr. 3.13 pav.). Eksponentinés augimo fazés metu, 3 diena, tre¢iajame
fotobioreaktoriuje nustatyta sausa biomasé buvo atitinkamai didesne 6 % ir 24 %, lyginant su
kontroliniu ir antruoju fotobioreaktoriais. Tuo tarpu stacionarioje augimo fazéje, 7 diena,
antrajame fotobioreaktoriuje stebimas biomasés sumaze¢jimas 2 %, lyginant su kontroliniu.
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Taciau, treCiajame fotobioreaktoriuje — atitinkamai biomasé padidéjo 1 % ir 2 % lyginant su
kontroliniu ir antruoju fotobioreaktoriumi. Apskaiiuota statistiniy duomeny patikimumo

reik§me p virsijo 0,05.
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3.13 pav. Impulsinio elektrinio lauko poveikis (PEF) C. vulgaris sausa biomasés kitimui, kultivuojant
mikrodumblius su Delftia sp. bakterijomis. E — 10 kV/cm, t— 10 pus, f—-1Hz,n— 1 vnt.

Tuo tarpu apskaiciuotas, 7 dienos, specifinis mikrodumbliy augimo greitis, atkartojo
optinio tankio ir chlorofilo a konc., stacionarios augimo fazés, kitimy tendencijg (zr. 3.14 pav.).
Antrajame fotobioreaktoriuje auganciy C. vulgaris dumbliy greitis atitinkamai buvo didesnis
18 % ir 23 % nei kontrolinio ir tre¢iojo fotobioreaktoriy. Tuo tarpu treciojo — specifinis augimo
greitis mazZesnis ~4 % lyginant kontrolinio fotobioreaktoriaus. ApskaiCiuota statistiniy

duomeny patikimumo reikSme p virsijo 0,05.
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3.14 pav. Impulsinio elektrinio lauko poveikis (PEF) stacionarios augimo fazés specifiniam C. vulgaris
augimo greicio (p) kitimui, kultivuojant mikrodumblius su Delftia sp. bakterijomis. E — 10 kV/ecm, t— 10 ps, f—
1Hz,n—1 vnt.

Taigi, apibendrinant gautus tyrimo rezultatus, galima iSskirti kelis esminius
mikrodumbliy ir bakterijy tarpusavio sgveikos bruozus ir jy pokytj impulsinio elektrinio lauko
poveikyje. Visy pirma, gauti rezultatai patvirtinto Delftia sp. bakterijy gebéjima teigiamai
skatinti C. vulgaris biomasés augimg. Antrajame fotobioreaktoriuje, stacionarios augimo fazés
metu, uzfiksuotas optinio tankio, iSskirto chlorofilo a ir specifinio augimo greicio padidéjimas
atitinkamai 5 %, 4 % ir 18%. Taciau, pastebeta, jog kultivavimas fotobioreaktoriuose, drastiskai
sumazino teigiamo poveikio raiSka. Tai gali buiti siejama su terpés papildomu aeravimu, CO; ir
oro dujy misiniu. Zinoma, jog autotrofinio kultivavimo metu, pagrindinis mikrodumbliy
neorganinés anglies Saltinis yra CO; dujos. Tuo tarpu tyrimy metu tiekiamas neorganinés
anglies Saltinis, padidino mikrodumbliy augimo greitj 0,0799 d! arba 1,5 karto, kuris 1émé
biomasés skirtumy tarp bioreaktoriy sumaz¢jima. Taip pat, tiekiamos dujos, galimai, sumazino
Delftia sp. dalyvavima anglies biocheminiame cikle, kas 1ém¢é sumazejusj teigiama poveikj, C.

vulgaris atzvilgiu.

Antra, impulsiniu elektriniu lauku veikto C. vulgaris ir Delftia sp. bakterijy konsorciumo
chlorofilo @ konc. bei u buvo 18 % ir 23 % maZesni nei antrojo fotobioreaktoriaus. Siam
fenomenui paaiskinti reikalingi papildomi, iSsamesni tyrimai. Taciau, remiantis literatliros
Saltiniais ir gautais tyrimy rezultatais, Zinoma, jog maZesniy (1-10 pm dydzio) bakteriniy
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lasteliy membranos pralaidumo padidéjimui reikalingas didesnis energijos kiekis (10 kV/cm),
lyginant su eukariotiniy augaly ir gyviny (5 kV/ecm) (Jarm ir kt. 2015). Taciau, tyrime
analizuojamy Delftia sp. bakterijy gyvybingumas, veikiant 10 kV/cm elektriniais impulsais,
vidutini§kai sumazéja 44 % + 12 %. Tuo tarpu, itin tvirta, sunkiai degraduojama Igstelés sienele
turiniy, C. vulgaris negriztamai elektroporacija sukelti reikalingi stipriis (20-40 kV/cm)
elektriniais impulsais (Luengo ir kt. 2014; Scherer ir kt. 2019). Veikiant mikrodumblius 10
kV/cm elektriniais impulsais, gyvybingumas ilieka nepakites. Zinant §iuos esminius faktorius,
galima iskelti hipoteze, jog veikiant mikrodumbliy ir bakterijy konsorciumg vienkartiniais 10
kV/em elektrinio stiprio impulsai (t — 10 ps), inicijuoja Delftia sp. gyvybingumo sumaz¢jima.
Teigiamo, biomasés augimg skatinancio, poveikio praradimas lemia sumazéjusj C. vulgaris

kiekij, nei kultivuojant jprastomis saglygomis, be bakterijy.
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ISVADOS
Erlenmejerio kolboje kultivuojamy C. vulgaris biomasé gali buti padidinta 40 %,
papildzius mikrodumblius Delftia sp. bakterijy inokuliantu.
Veikiant C. vulgaris skirtingais staciakampiais elektriniais impulsais (E = 1, 5,
10, 16 kV/em, t = 10 ps, n = 1 vnt.) mikrodumbliy gyvybingumas nekinta.
Minety skirtingy elektriniy impulsy poveikyje, Delftia sp. bakterijy
gyvybingumas sumazéja iki 44 % + 12 %.
10kV/cm, 10 ps trukmés vienkartiniy elektriniy impulsy poveikyje Delftia sp.
bakterijy iSgyvenamumas sumazina mikrodumbliy C. vulgaris specifinj augimo
greit] 18 %, nei kultivuojant mikrodumblius su Delftia sp. be elektrinio lauko

poveikio.
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SANTRAUKA

Kamilé Jonynaité

Chlorella vulgaris mikrodumbliy ir Delftia sp. bakterijy tarpusavio santykiy pokyc¢iai,

impulsinio elektrinio lauko poveikyje

Mikrodumbliai — dideliu produktyvumu ir sintetinamy junginiy gausa pasiZymintis
modelinis mikroorganizmas, kurio svarba biotechnologijy, maisto, farmacijos ir energetikos
pramonés sektoriuose tampa vis didesné. Siekiant patenkinti mikrodumbliy ir jy sintetinamy
junginiy poreikj bei priecinamuma, vykdomas kultivavimo proceso optimizavimas. Vienas i$
biidy, efektyviai sumazinti proceso kastus ir skatinti mikrodumbliy augimg — naudoti teigiamu
poveikiu pasizyminéius mikroorganizmus. Zinoma, jog tarprii§ing tarpusavio saveika galima
moduliuoti kei¢iant biotinius ir abiotinius kultivavimo faktorius. Tac¢iau, impulsinio elektrinio

lauko poveikis, tarpusavio sgveiky atzvilgiu, néra tirtas.

Taigi, siekiant iSsiaiSkinti tarpriSiniy tarpusavio santykiy pokyc€ius, impulsinio
elektrinio lauko poveikyje, tyrimo objektu pasirinkti Chlorella vulgaris mikrodumbliai ir
Delftia sp. bakterijos. Pirmame tyrimo etape, vykdant minéty mikroorganizmy kultivavima
kartu, nustatyta, jog Delftia sp. bakterijos pasizymi teigiamu, C. vulgaris biomasés augimag

skatinan¢iu poveikiu.

Antrajame — nustatytas individualius mikroorganizmy gyvybingumo pokytis, veikiant
skirtingais elektrinio lauko impulsais. Remiantis gautais rezultatai, uzfiksuotas drastiSkas
Delftia sp. bakterijy gyvybingumo sumaz¢jimas. Tuo tarpu C. vulgaris — iSliko beveik
nepakites.

Treciajame tyrimo etape, C. vulgaris ir Delftia sp. bakterijy kultivavimas vyko
fotobioreaktoriuose. StatistiSkai reik§mingiausias mikrodumbliy biomasés pokytis nustatytas
elektrinio impulso poveikyje E = 10 kV/cm, t= 10 pus, kuris galimai, selektyviai mazina Delftia
sp. bakterijy gyvybingumg. Atitinkamai, teigiamu poveikiu pasiZyminciy bakterijy
sumazéjimas, lémeé C. vulgaris biomases létesn] augima, nei kultivuojant mikrodumblius su

Delftia sp. be elektrinio lauko poveikio.
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SUMMARY

Kamilé Jonynaité

The Influence of Pulsed Electric Field Treatment on Specific Interaction Between C.

vulgaris and Delftia sp. Bacteria

Microalgae is a model microorganism distinguished by its high productivity and its high-
value synthesized compounds, which are becoming more and more significant to
biotechnology, food, pharmaceutical and energy industry sectors. To meet the rising demand
and the accessibility for microalgae and its synthesized valuable compounds, optimization of
its cultivation process is essential. The use of microorganisms with positive affect can be one
of the most effective ways of reducing the cost and improving the growth rate of microalgae. It
is known that interspecific interactions can be modulated by alteration of biotic and abiotic
cultivation conditions. However, the influence of pulsed electric field to interspecific

interactions has not been examined yet.

Therefore, in order to examine the changes of interspecific interactions under the
influence of pulsed-electric-field treatment, Chlorella vulgaris microalgae and Delftia sp.
bacteria were selected. In the first stage of the research, when co-cultivating the above
mentioned microorganisms, it was determined that the presence of Delftia sp. bacteria

positively affected the growth rate of C. vulgaris biomass.

In the second stage, the influence of pulsed-electric-field treatment on microorganism
viability individually was determined. Based on the outcome of the experiment, a radical
decrease of Delftia sp. viability is registered. Meanwhile, C. vulgaris viability remained

undamaged.

In the third stage of the research — Chlorella vulgaris and Delftia sp. were cultivated in
photobioreactors. Most relevant changes of algae biomass were detected after exposure to
electric field pulse E = 10 kV/cm, t = 10 us which likely indicate selective reduction of the
viability in Delftia sp. bacteria. Therefore, the reduction in bacteria with a positive effect,
determined the lower growth rate of C. vulgaris algae biomass, other than co-cultivation of

microalgae and Delftia sp. not under the influence of an electric field.
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1 priedas. Delftia sp. bakterijy kolonijas formuojanciy vienety (KFV) — drumstumo kalibraciné kreivé

2 priedas. C. vulgaris ir Delftia sp. kultivavimo etapai. A — pirmasis kultivavimo etapas Erlenmejerio
kolbose. B — antrasis kultivavimo etapas fotobioreaktoriuose.
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4 priedas. C. vulgaris mikrodumbliy Igsteliy koncentracijos — drumstumo kalibraciné kreivé
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73



