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SANTRUMPOS

apm — apsisukimai per minute

CB — laidumo juosta (angl. conduction band)

Chl — chlorofilinas

Chl-photo — chlorofilinu indukuota fotosensibilizacija

DON — deoksinivalenolis

EPEC — enteropatogeniné E. coli (angl. enteropathogenic E. coli)

ETEC — enterotoksigeniné E. coli (angl. enterotoxigenic E. coli)

FDA — Jungtiniy Amerikos Valstijy maisto ir vaisty administracija (angl. U.S Food & Drug
Administration)

FT — Furje transformacija

GRAS — jprastai laikomas saugiu (angl. Generally Recognized as Safe)

HUS — hemolizinis ureminis sindromas (angl. hemolytic-uremic syndrome)

JAV — Jungtinés Amerikos Valstijos

ksv — kolonijas sudarantys vienetai

LB — Luria-Bertani terpé

LBA — Luria-Bertani agaras

NaCl — natrio chloridas

OT. — optinis tankis

0.v. — optiniai vienetai

PGA — bulviy gliukozés agaras (angl. potato glucose agar)

PSO — Pasaulio sveikatos organizacija (angl. World Health Organization (WHO))

ROS — reaktyvios deguonies rusys

SERS - sustiprinto pavirSiaus Raman spektroskopija (angl. Surface enhanced Raman
spectroscopy)

STEC - siga toksing produkuojanti E. coli (angl. Shiga toxin-producing Escherichia coli), dar
vadinama enterohemoragine E. coli (angl. enterohemorrhagic E. coli (EHEC))

UV — ultravioletiniai spinduliai

VB — valentingumo juosta (angl. valence band)

ZEA - zearalenonas

Zn0O — cinko oksidas



IVADAS

Maistas yra neatsiejama visuomenés gyvenimo dalis, todél nenuostabu, kad nuolat
ieSkoma naujoviy: kuriami ne tik nauji patiekalai, bet ir ieSkoma kitokiy maisto apdorojimo,
paruosimo bidy, kurie iSsaugoty naudingas maisto medziagas ir padéty iSvengti cheminiy,
fiziniy bei biologiniy terSaly maiste. Ne maziau aktualu ir kokj maistg reikéty rinktis, kas
sveika, 0 kas sukelia ligas. Ne veltui jau seny senovéje garsiausias Antikos laiky gydytojas
Hipokratas yra pasakes: ,,Jlisy maistas turi baiti Jisy vaistas®.

Siuo metu griidai turi dviguba verte — jie yra naudojami kaip Zaliava milty gamybai bei
gali buti daiginami ir naudojami kaip vertingas funkcinis maisto produktas (Gan et al., 2017).
Gridai yra maistinga, daug energijos suteikianti medZiaga, turinti baltymy bei reikalingy
mikroelementy. Pasaulyje yra nusistovéjusi nuomoné, kad gridai yra pagrindinis
angliavandeniy ir skaiduly $altinis Zzmoniy mityboje (Singh et al., 2015). Vien 2015-2016 m.
gridy produkcija sieké 735 000 000 tony, kuriy verté ~145 milijardai JAV doleriy (Figueroa
et al., 2018). Indijoje 60 proc. Zmoniy kiekvieng dieng iSgyvena tik grudy déka
(Bramhanwade et al., 2016). Daiginimo metu gruidai kaupia bioaktyvias medziagas, geréja jy
antioksidacinés savybés (Gan et al., 2017), padidéja bendras fenoliy (9,9 proc.), flavanoidy
(30,7 proc.), ferulino rigsties (21,6 proc.) kiekis (Zili¢ et al., 2014). Daigintuose kvie¢iuose
randama net iki 3,6 karty daugiau tokoferoliy (vitamino E), 0 niacino (vitamino B3)
padaugéja 1,2 karto (Zili¢ et al., 2014). Ypa¢ padaugéja batinyjy ir funkciniy aminoragséiy
(izoleucino, leucino, fenilalanino, valino ir gama-amino sviesto ragsties (GABA). Jy kiekis
padidéja 3—10 karty (Van Hung et al., 2015).

Nepaisant geryjy savybiy didelis griidy trikumas — mikrobiologiné tarSa. Kasmet dél
jos netenkama apie 15 proc. pasaulyje auginamy grady (Schmidt et al., 2018), o net 25 proc.
gridy, naudojamy gyviiny pasarams ir zmoniy maistui, yra uzkrésti mikotoksinais (Cheli et
al., 2017). Tarp visy su maistu susijusiy susirgimy JAV net 38 proc. siejami su daiginty gridy
vartojimu (LPC, 2014). Sie faktai rodo, kad naudojami mikrobiologinés tar§os mazinimo
budai néra pakankamai efektyvis, todél reikia testi naujy antimikrobiniy technologijy
paieskas.

Dvi naujos neterminés antimikrobiskai veikiancios technologijos (chlorofilinu
indukuota fotosensibilizacija bei fotoaktyvuotos ZnO nanodalelés) kelia didelj susidoméjima
maisto pramoné¢je, taciau dar triksta duomeny norint Siuos metodus pradéti naudoti
praktikoje. Pirmiausia reikéty nustatyti, kuris i§ jy ne tik efektyvesnis prie§ bakterijas ir

mikromicetus, bet ir nepakenkia griidy struktiirai ir daigumui.



Darbo tikslas:
Palyginti chlorofilinu indukuotos fotosensibilizacijos (Chl-photo) ir fotoaktyvuoty
7ZnO nanodaleliy antimikrobinio poveikio efektyvuma, jy poveikio mechanizmg ir paveikty

grudy kokybe.

UZzdaviniai:

1) jvertinti Chl-photo ir fotoaktyvuoty ZnO nanodaleliy antigrybelinio (prie$ augaly
patogeng Fusarium oxysporum) ir antibakterinio (pries Escherichia coli) poveikio
efektyvuma;

2) issiaiskinti §iy metody veikimo mechanizma, panaudojant ROS gesiklj L-histidina,
sustiprinto pavirSiaus Raman spektroskopija (SERS);

3) nustatyti Chl-photo ir fotoaktyvuoty ZnO nanodaleliy veiksmingumg gerinant
kvieciy mikrobiologine kokybe, poveikj gridy daigumui, Sakny ir daigy ilgiui.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Grady mikrobiologija

Gradai, kaip ir kiti maisto produktai, mikroorganizmais gali biiti uzkreciami bet
kuriame apdorojimo etape: derliaus nuémimo, transportavimo ar laikymo (Hu et al., 2016).

Pagrindiniai grudy ,,uzterS¢jai““ yra mikroskopiniai grybai, kurie ne tik sumazina
mitybing verte, bet ir slopina daiguma, suteikia bloga kvapa, skatina sausosios masés
sumazgjimg, o blogiausiu atveju isskiria antrinius metabolitus — mikotoksinus bei
alergizuojancias sporas (Hu et al., 2016). Per metus dél grybeliy sukelty ligy netenkama apie
15-20 proc. gridy derliaus, o nuostoliai jvertinami keliais milijardais JAV doleriy (Figueroa
et al., 2018). Brazilijoje atliktas tyrimas parodé, kad griiduose dominuoja Fusarium sp. ir
Alternaria sp. Taip pat aptikta Epicoccum nigrum, Microdochium nivale, Nigrospora oryzae,
Cladosporium sp., Drechslera avenae, Chaetomium globasum, Cochliobolus sativus,
Aspergillus sp. ir Phoma sp. Taciau griduose vyraujanéios raSys itin smarkiai varijavo,
priklausomai nuo regiono (Tralamazza et al., 2016). Kinijoje atlikto tyrimo metu nustatytos
visiSkai kitokios kvie¢iuose vyraujancios mikromicety gentys (Emericella, Aspergillus). Juose
nerasta Fusarium genties gryby (Huang et al., 2016). Tai patvirtina faktg, kad uzterStumas ir
vyraujancios mikroorganizmy rusys itin smarkiai priklauso nuo griidy auginimo vietos.

Nepaisant to, kad griidai dazniau asocijuojasi su mikroskopiniais grybais, ne mazesng
gréesme kelia ir bakterijos. PienariigStés ir koliforminés bakterijos, vykdydamos riigsting
fermentacija, gridus pavercia drégna misa (Laca et al., 2006), o Bacillus genties bakterijos,
gebancios formuoti sporas, gali iSgyventi ir gridus laikant itin vésiose patalpose (lurlina et al.,
2006). Atlikus genomy analize paaiskéjo, kad dazniausiai kvieCiuose aptinkamos
Caulobacter, Desulfovibrio, Shewanella, Escherichia, Comamonas, Cetobacterium,
Bacteroides, Akkermansia, Ruminococcus, Streptococcus, Staphylococcus, Corynebacterium,
Mycobacterium, Devosia, Polymorphium, Methylobacterium ir Acinetobacter gentys (Huang
et al., 2016). Nors dazniausi su maistu susijusiy ligy sukéléjai (Salmonella spp., Escherichia
coli, Bacillus cereus) griiduose randami tik nedideliais kiekiais (Los et al., 2018), taciau to
uztenka masiniams ligy protrikiams sukelti. Ne veltui tarp didziausig rizika kelianciy
produkty 9-oje vietoje FDA iSskiria daigintus grudus, dél kuriy jvyko 31 protriikis, apimantis
2022 pranestus ligos atvejus, tarp kuriy net 6 susije su E. coli (Klein et al., 2009).

FDA yra sudariusi maisto produkty mikrobiologinés kokybés gaires, kuriose

nustatytos jvairiy maisto produkty, tarp jy ir griiddy, didziausios leistinos mikrobiologinés
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tarSos ribos (FDA, 2013). Pagal Sias gaires didziausias leistinas bendras mikroorganizmy
skai¢ius griiduose — 108 ksv/g, E. coli, koliforminiy bakterijy, pelésiniy gryby ir mieliy gali
biiti ne daugiau nei 10* ksv/g. Europos Sajungoje taip pat yra nustatyti maisto
mikrobiologiniai kriterijai (Europos Bendrijy Komisija, 2007). 2007 m. gruodzio 5 d.
Komisijos reglamentas (EB) Nr. 1441/2007, i§ dalies keiciantis Reglamenta (EB) Nr.
2073/2005 dél maisto produkty mikrobiologiniy kriterijy, nurodo, kad paruostose vartojimui
daigintose séklose (25 g) negali bati Salmonella bakterijy.

1.1.1. Escherichia coli

E. coli yra normalios zmogaus mikrobiotos dalis, daugiausiai randama vir§kinamajame
trakte. Sios gramneigiamos lazdelés formos bakterijos yra fakultatyviis anaerobai. 2-6 um
ilgio ir 1,1-1,5 pm plocio bakterijos turi ziuzelj, kuris padeda joms judéti ir fermentuodamos
angliavandenius gamina dujas. Bakterijy genomo G+C kiekis yra 49—59 proc. Sios bakterijos
gerai iStyrinétos ir daznai naudojamos kaip modeliniai organizmai moksliniuose
eksperimentuose bei biotechnologijoje. Nors dazniausiai bakterija néra patogeniné, taciau kai
kurie kamienai yra oportunistiniai patogenai arba tiesiog patogenai (Leung ir Gallant, 2014).
Pagal virulentiSkumo mechanizmus yra iSskiriami maziausiai 8 patotipai: enteropatogeniné
(EPEC), enterotoksigeniné (ETEC), enterohemoraginé (STEC), enteroinvaziné (EIEC),
enteroagregaciné (EAEC arba EaggEC), uropatogeniné¢ (UPEC), septicemijg sukelianti
(SEPEC) ir meningita sukelianti (MENEC) (Bekal et al., 2003).

2015 metais PSO nustaté pagrindinius visuotinus su maistu susijusiy ligy sukeéléjus.
Tarp pagrindiniy enteriniy ligy sukéléjy — net 3 E. coli: EPEC, ETEC ir STEC. Tai didelés
nuostabos nekelia, nes vien dél EPEC ir ETEC 2010 metais miré daugiau nei 63 000 zmoniy
(WHO, 2015).

2003-2012 metais vien JAV jvyko 390 protrukiai (4928 ligos, 1272 hospitalizacijos,
33 mirtys), kuriy sukéléjas STEC. Daugiausiai jy — 255 — jvyko suvartojus uzkrésto maisto
(Heiman et al., 2015). Tai kasmet saliai kainavo daugiau kaip 405 JAV doleriy (Frenzen et al.,
2005).

Vienas baisiausiy STEC proverziy jvyko Vokietijoje 2011 metais. Su ozragés daigais
pasklidusi bakterija uzkrété 3816 Zmones, 1§ kuriy 855 pasireiské hemolizinis ureminis
sindromas (HUS). 54 Zzmonés miré (Uphoff et al., 2014). 2014 m. JAV buvo uzfiksuota 19
atvejy, pasklidusiy po 6 valstijas, kuomet zmonés uzsikréte¢ STEC nuo gvazdikeliy daigy
(CDC, 2014).



1.1.2. Fusarium genties mikromicetai

Fusarium genties mikromicetai yra dirvozemio saprofitai ir svarbis augaly patogenai,
sukeliantys jvairias ligas zmogui, pvz.: mikotoksikoz¢. Fusarium spp. hifai primena
Aspergillus, filamentai yra stikliski, su pertvaromis, 3-8 um skermens. Tipinis genties
bruozas — tiek makrokonidijy, tick mikrokonidijy produkavimas (Nucci ir Anaissie, 2009).

Fusarium oxysporum yra placiausiai i$plitusi Fusarium genties rtsis. Tai daugiausiai
dirvozemyje randamas grybelis, produkuojantis 3 r@i§iy sporas: makrokonidijas,
mikrokonidijas ir chlamidosporas. | augalus patenka per micelj ar dygstancias sporas
prasiskverbdamas per Sakny vir§iinéles, Zaizdas arba Sonines Saknis (Banerjee ir Mittra,
2018). F. oxysporum sukelia ~20 proc. visy Fusarium genties ligy ir daznumu nusileidzia tik
F. solani (Kosmidis ir Denning, 2017).

Pati pavojingiausia kvieciy liga — fuzariozé (angl. Fusarium head blight (FHB), kurios
pagrindinis sukéléjas  askomicetas Fusarium graminearum. JAV, Kinijoje, Europos
Sajungoje, Afrikoje, Brazilijoje ir Kitur bent kelios fuzariozés epidemijos pasireiskia kas 4-5
metus (Figueroa et al., 2018). Vien tik Europoje dél FHB yra prarandama 10-30 proc. kvieciy
derliaus (Baffoni et al., 2015). Nuo 1990 m. iki 2006 m. kasmet JAV §i liga kainuodavo 3
milijardus JAV doleriy (Schumann ir D'Arcy, 2006).

Nepaisant paties mikromiceto pridaromo nuostolio, didZiausiag pavojy kelia Fusarium
genties antriniai metabolitai — mikotoksinai, ypa¢ trichotecenai, i§ kuriy geriausiai Zinomi
deoksinivalenolis (DON) ir zearalenonas (ZEA). DON yra labai stabilus, atsparus aukstai
temperatirai ir iSlicka maiste viso technologinio apdorojimo metu. Suvalgius didesnj kiekj
maisto, turin¢io DON, pasireiskia mitybos sutrikimai, svorio netekimas, anoreksija, vémimas
(Tralamazza et al., 2016). Kitas svarbus mikotoksinas — ZEA, susijes su esminiais
reprodukciniy organy pakitimais, lemianciais nevaisinguma (Zinedine et al., 2007). Atliktas
tyrimas parod¢, kad visgi DON yra daZznesnis (iStyrus 150 meéginiy jo aptikta net 147) nei
ZEA (rastas 48 meéginiuose i§ 150), taciau aptinkamumas gana smarkiai susijgs su meéginiy
auginimo vieta. Be to, DON koncentracijos kur kas didesnés nei ZEA: DON 183-2150 pg/kag,
ZEA 20,4-233 pg/kg (Tralamazza et al.,, 2016). Visgi skirtingose Salyse atlikty tyrimy
suvesting¢ rodo, kad lyginant su kitomis Europos Salimis Lietuvoje iSaugintuose griiduose
randami itin dideli kiekiai ZEA (Brodal et al., 2016).

Didelé¢ béda — did¢jantis Fusarium genties atsparumas jprastiems antigrybeliniams

preparatams, tokiems kaip azolai, echinokandinai ir polienai (Al-Hatmi et al., 2016). Jdomu
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tai, kad pirminis atsparumas yra iSsivystes naturaliai, prie§ tai nepaveikus grybelio vaistais

(Al-Hatmi et al., 2014).

1.2. Gridy ir jy produkty mikrobiologinés saugos gerinimo biidai

Siekiant sumazinti grudy uZzterStuma taikomi metodai yra skirstomi j 2 pagrindines
rasis: pries derliaus nuémimg (angl. pre-harvest) ir po derliaus nuémimo (angl. post-harvest).

Prie§ derliaus nuémimg taikoma geros agrokultiiros praktika — grudy selekcija,
sé¢jomaina, zemés dirbimas, drékinimas ir tinkamas cheminiy medziagy naudojimas (Wegulo
et al., 2015). Vieni efektyviausiy sintetiniy fungicidy — azolai. Tiesa, jy efektyvumas yra
salyginis ir priklauso nuo veislés, fungicido naudojimo salygy, augaly auginimo salygy ir
paciy patogeny (Cheli et al., 2017). Be to, jy naudojimas tapo problematiskas dél vis
didéjanc¢io mikroorganizmy atsparumo ir rizikos vartotojams (Mikaberidze et al., 2017,
Lozowicka et al., 2016). D¢l Siy priezasCiy vis daugiau démesio sulaukia natiralios
antimikrobiSkai veikian¢ios medZiagos, pvz. eteriniai aliejai, kurie yra bioskaidiis ir mazai
toksiski (Sivakumar et al., 2014). Vis délto eteriniy aliejy naudojimas taip pat yra ribotas, nes
efektyviai antimikrobiSkai veikiancios koncentracijos efektyviai sustabdo ir gridy daiguma
(Karaca et al., 2017).

Biologiniai kontrolés metodai, pvz. bakterijy ir mikromicety antagonistai, tiriami kaip
alternatyviis gridy mikrobiologinés saugos metodai. Ypac jais susidométa ekologiSkuose
tkiuose, kuriuose negalima naudoti cheminiy fungicidy. Biologiniai antagonistai purSkiami
tiesiai ant kvieciy (Wegulo et al., 2015). Baffoni ir kity (2015) atliktame tyrime kaip
antagonistai buvo naudotos dvi bakterijy rGsys: Lactobacillus plantarum SLG17 ir Bacillus
amyloliquefaciens FLN13. In vitro atlikto tyrimo metu geresnémis inhibitorinémis savybémis
pries skirtingas Fusarium rasis pasizyméjo L. plantarum, kurio slopinimo diametras svyravo
nuo 12,67 mm iki 17,33 mm, kai B. amyloliquefaciens Fusarium augimg stabdé 10,43-10,87
mm.

Po derliaus nuémimo ypac svarbios gridy laikymo salygos: temperatiira, drégmés
kiekis, vandens aktyvumas (Aw), laikymo laikas, deguonies lygis, tarSa kenké¢jais ir pan.
(Cheli et al., 2017). Mikrobiologinés tarSos mazinimui naudojami fizikiniai, cheminiai ir
biologiniai gridy dezaktyvavimo metodai. Apdorojimo metodams taikomi pagrindiniai
reikalavimai:

1) taikymo metu negali susidaryti toksiniai produktai;

2) po apdorojimo turi i§likti produkto maistiné verté;
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3) antimikrobinis metodas negali turéti neigiamos jtakos tolimesniems produkto
perdirbimo procesams (Jard et al., 2011).

Siuo metu dél nedidelés kainos plac¢iausiai naudojami chlorino ir hipochlorito junginiai
pasizymi stipriomis oksidacinémis savybémis. Visgi dé¢l didéjancio susiriipinimo, kad
naudojimo metu susidaro toksiniai Salutiniai produktai, iSlieka pasalinis skonis ir kvapas, 0
antimikrobinis efektyvumas nedidelis (esant didesniam nei 4 log ksv/g grudy uzterStumui
gryby sporos inaktyvuojamos tik < 20 proc.), ieSkoma alternatyviy gridy nukenksminimo
budy (Los et al., 2018).

Nuo 1997 m. ozonui buvo suteiktas GRAS statusas (Graham, 1997), o po ketveriy
mety FDA patvirtino kaip maisto priedg ir antimikrobing medziaga, tinkancig visoms maisto
produkty rasims (O‘Donnell et al., 2012). Taip ozonavimas pradétas placiai taikyti ir grudy
apdorojimui. Ozonas gaunamas prie molekulinés deguonies prijungus laisvaji deguonies
radikalg. Jj galima naudoti skystoje ar dujinéje fazéje, o po panaudojimo maiste nepastebima
jokiy pavojingy likuéiy (Los et al., 2018). Zinomi 2 pagrindiniai ozono veikimo mechanizmai
— sulthidriliniy grupiy ir aminorig8¢iy oksidacija bei polinesoCiyjy amino riig§ciy oksidacija
iki rugsciy peroksidy. Dél iy priezasCiy pazeidziamas lastelés apvalkalas, dél to jvyksta
lgsteliy lizé ir mikroorganizmai inaktyvuojami (Greene et al., 2012). Nepaisant to, Dodd ir Kiti
(2011) nustaté, kad ozonavimas nepadeda sumazinti aerobiniy mikroorganizmy skaiciaus
maltuose mieziuose, nors mielés ir pelésiai buvo inaktyvuoti 1,5 log ksv/g ir salyklo kokybei
pakenkta nebuvo. Be to, griidy nukenksminimui naudojant ozonuota vandenj padidéja griiddy
drégnis (Dhillon et al, 2010).

Dar vienas §iuo metu naudojamas griidy mikrobiologinés kokybés gerinimo budas —
jonizuojanti spinduliuoté — pradétas naudoti dar 1950 m. 1963 m. FDA patvirtino JAV 0,5
kGy apsvitg kaip griidy mikrobiologinés kontrolés metoda (Lung et al., 2015). Siuo metu
Ukrainoje ir Rusijoje leidziama naudoti 0,7 kGy, Kanadoje — 0,75 kGy, Ciléje, Kosta Rikoje,
Indijoje ir Tailande — 1 kGy apsvitos doze¢ (Freita-Silva et al., 2015). I$skiriami 3 pagrindiniai
Sios technologijos tipai:

1) y-spinduliai, generuojami radioaktyviy kobalto (°Co) arba cezio (**'Cs) izotopy;

2) elektrony pluostas;

3) elektrony greitintuvu sukuriami rentgeno spinduliai (Los et al., 2018).

Svitinant jonizuojanéia spinduliuote tiesiogiai paZeidziama bakteriné DNR ir susidaro
reaktyvios deguonies rusys (ROS), kurios pazeidzia lgsteliy metabolinius kelius ir skatina
vidulasteling oksidacija, dél ko lastelés zusta (Lung et al., 2015). Deja, nors didelés dozés
padeda visiSkai sunaikinti mikroorganizmus, ta¢iau naudojant didesnes nei 1,5-2,5 kGy

neigiamai paveikiama ir kvie¢iy kokybé (Salem et al., 2016).
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Nejonizuojanciai spinduliuotei priskiriamos mikrobangos, ultragarsas ir UV Sviesa.
Pastaroji kaip antimikrobinis metodas zinoma jau daugelj mety. Visgi UV $viesos (>180 nm)
naudojimas ribotas, kadangi dél DNR pazeidimy suprastéja produkty kokybé, priklausomai
nuo vandens kiekio kyla méginio temperatiira. Siekiant sumazinti Siuos Salutinius efektus
dabar pradedama taikyti impulsiné UV $viesa (Schmidt et al., 2018). Sio metodo naudojima
grudy mikrobiologinés kokybés gerinimui riboja grublétas ir nelygus grudy pavir$ius (Oms-
Oliu et al., 2010). Ir nors galima gauti net 4 log ksv/g mikroorganizmy Zzatj, taiau kartu
sumazéja ir daigumas (Maftei et al., 2014). Mikrobangos (300 MHz — 300 GHz) turi daug
privalumy: metodas saugus, efektyvus ir draugiskas aplinkai, deja, dazniausiai paveikia
maisto kokybe. Veikiant mikrobangomis dél molekuliy judéjimo impulsiniame
elektromagnetiniame lauke produktas pradeda $ilti i§ vidaus, dél to denatiiruoja baltymai,
fermentai ir nukleortigstys — prastéja produkto kokybé (Schmidt et al., 2018). Po apdorojimo
sumaz¢ja grudy daigumas, o ir antimikrobinio poveikio efektyvumui pagerinti geriau $j
metodg derinti su kitais mikroorganizmy streso faktoriais, pvz. rigstiniu pH (Los et al., 2018).
Maisto pramonéje vienas i§ mikroorganizmy dezaktyvavimo budy — ultragarsas. Jis
skirstomas | 2 kategorijas: aukSto daznio (2-20 MHz ir Zemo garso intensyvumo — 0,1-1
W/cm?) ir auksto intensyvumo (10-1000 W/cm?, kurio daznis zemas (2-20 MHz) (Bilek ir
Turantas, 2013). Metodo efektyvumas priklauso nuo garso galios — esant pakankamai didelei
ir vieno ultragarso pakanka mikroorganizmams sunaikinti, ta¢iau dazniau ultragarsas
derinamas su kitais antimikrobiniais metodais — kar$¢iu ar dezinfekciniais agentais. Taikyti §j
metoda griidy mikrobiologinei kontrolei sudétinga, nes méginys turi biiti vandenyje, be to,
nevienodas gridy dydis, kuris Siuo atveju yra salyginai didelis, trukdo uztikrinti vienoda
kavitacija, kuri yra bitina (Schmidt et al., 2018).

Naujausias ir vienas labiausiai tiriamy metody — Salta plazma. Taikant §j metoda
mikroorganizmai naikinami ne dél karscio, o dél susidariusiy ROS ir reaktyviy azoto rasiy
(Scholtz et al., 2015). Kol kas néra nusistovéjusios geriausios apdorojimo salygos ir ieSkoma
efektyviausiy varianty. Atlikti tyrimai rodo, kad salygos, lemiancios geriausiag daigumo lygj,
skiriasi nuo geriausiai veikian¢iy antimikrobiskai (Butscher et al., 2016), be to, po poveikio
gali sumazéti grudy vandens kiekis, sausasis svoris ir daigumas (Butscher et al., 2016;
Zahoranova et al., 2016).

1.2.1. Fotosensibilizacija

Nuo seny laiky yra zinoma, kad ultravioletiné¢ spinduliuoté gali sukelti dideles

pazaidas lgsteléms, o regimoji Sviesa yra saugi biologinése sistemose ir tiesioginiy pazeidimy
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nesukelia. Taciau egzistuoja medziagos — fotosensibilizatoriai, kurie, suzadinti regimosios
Sviesos, geba produkuoti ROS ir pazeisti akceptorines molekules (Hamblin, 2017).
Pagrindinés $iy medziagy savybés: gebéjimas efektyviai sugerti fotonus, didelis energijos
pernasos ] tripleting bliseng naSumas ir ilgas tripletinés biisenos gyvavimo laikas (Luksiene ir
Brovko, 2013).

Fotosensibilizacijos metu vyksta dvi pagrindinés reakcijos, kurias atvaizduoja
Jablonskio diagrama (1.1 pav.). Suzadinus elektrong $is patenka j labai nepastovy aukstesnj
energijos lygmenij, todél stengiasi grizti j pradine padétj. Tai trunka maZiau nei 1023 s.
Suzadintas elektronas turi 3 kelius, kuriais vykdo relaksacija:

1) vidiné konversija, kurios metu energija j aplinkg i§leidziama Silumos pavidalu;

2) interkombinaciné konversija, kai elektronas perSoka j tripleting energing biisena;

3) fluorescencija, kurios metu i$spinduliavusi fluorescencijos fotong molekulé grizta j

prading padétj (Hamblin, 2017).

Patekes | tripleting buiseng sensibilizatorius inicijuoja dviejy pagrindiniy tipy reakcijas
(Hamblin, 2016).

Pirmo tipo reakcijos metu fotosensibilizatorius tiesiogiai sgveikauja su Salia
esan¢iomis molekulémis, paimdamas ar atiduodamas elektrong — taip susidaro chemiskai labai
aktyvis radikalai, kurie reaguodami su deguonimi sudaro radikalus ar radikaly jonus
(superoksianijono radikalg °®O2- arba peroksiradikala °*HO). Visiskai redukuotam
fotosensibilizatoriui reaguojant su deguonimi susidaro vandenilio peroksidas (H202). Sio tipo

reakcijos vyksta efektyviausiai aplinkoje esant nedaug deguonies (Baptista et al., 2017).

Fluorescencija

Sviesa
: Fosforescencija

1.1 pav. Jablonskio diagrama (pagal Tegos et al., 2012)

Antro tipo reakcijoje dalyvauja singuletinis deguonis, atsakingas uz lgsteléms
sukeliamus citotoksinius procesus. Pagrindinés singuletinio deguonies reakcijos vyksta su:

1) nesociosiomis riebaly rigstimis, cholesteroliu, susidarant hidroperoksidams;
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2) heterocikliniais junginiais, pvz.: histidinu, susidarant endoperoksidams;
3) organiniais sulfidais, pvz.: metioninu, susidarant sulfoksidams (Baptista et al.,
2017).

Fotosensibilizacija gali biiti taikoma tiek mikroby sukeliamoms ligoms gydyti
(fotosensibilizuota antimikrobiné chemoterapija), tiek ir maistui apsaugoti nuo Zzalingy
mikroorganizmy (Luksiene ir Brovko, 2013). Fotosensibilizatoriams, naudojamiems
antimikrobiniais tikslais, yra taikomi papildomi reikalavimai — jie turi gebéti pasiekti ir
jsiskverbti ] bakterijy plazming membrang, taip pat norima, kad jie veikty platy bakterijy
spektra bei nesukelty atsparumo (Alves et al., 2014).
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1.2 pav. Gramneigiamos bakterijos (A), gramteigiamos bakterijos (B) ir mikroskopinio grybo
(C) lasteles sienelés schema (pagal Vatansever et al., 2013; Raetz ir Whitfield, 2002)

Bakterijos skirstomos j gramteigiamas ir gramneigiamas. Vienas pagrindiniy Siy
dviejy grupiy skirtumy - sienelé (1.2 pav.), todél bakterijos nevienodai jautrios
fotosensibilizacijai (Alves et al., 2014). Gramteigiamos bakterijos turi i§ lipoteicho ir teicho
ragsciy, inkorporuoty j kelis peptidoglikano sluoksnius (30-100 nm), sienele, pro kurig dél
pory gali praeiti ir didelés molekulés. Tuo tarpu gramneigiamos bakterijos turi papildoma 10—
15 nm storio iSoring membrang, sudarancia sandary barjerg antimikrobinéms medziagoms. JOS
iSorinéje dalyje yra tankiai i$sidésciusios molekuliy funkcinés grupés — lipopolisacharidai,
lipoproteinai ir B-statinés formos (angl. S-barrel) baltymai, suteikiantys lgstelei neigiamg

kravj (Silhavy et al., 2010). Dél Sios priezasties gramteigiamos bakterijos yra daug jautresnés
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fotosensibilizacijai nei gramneigiamos bakterijos, taciau kovojant su gramneigiamomis
bakterijomis naudojami katijoninis polipeptidas polimiksinas B arba cheminiai junginiali,
suriSantys magnio ir kalcio jonus, neutralizuojantys lgstelés pavirSiaus neigiamus kriavius ir
padedancius fotosensibilizatoriams prasiskverbti pro bakterijy iSoring membrang (Alves et al.,
2014). Nors mielés ir mikroskopiniai grybai taip pat turi tankig periplazming ertme tarp
lastelés sienelés ir plazminés membranos, taciau fotosensibilizatoriui ji nesukelia tiek
problemy, Kiek gramneigiamy bakterijy iSoriné membrana, nors ir néra tokia pralaidi kaip
gramteigiamy bakterijy membrana (Sperandio et al., 2013).

Nepaisant naudojamo fotosensibilizatoriaus, nustatyta, kad po 5-10 min inkubacijos
tamsoje jie pirmiausia prisitvirtina prie lipopolisacharidy, baltymy ar fosfolipidy
(priklausomai nuo afiniskumo) veikiant elektrostatinéms jégoms. Gramneigiamose bakterijose
lokalizacijos vieta — iSoriné membrana (tarp iSorinés ir periplazminés erdviy), o
gramteigiamose bakterijose — plazminé membrana. ApSvitinus prasideda ROS gamyba ir
pirmieji jy taikiniai gramneigiamose bakterijose yra lipopolisacharidai ir baltymai, o

gramteigiamose bakterijose — baltymai ir fosfolipidai (Alves et al., 2014).

1.2.1.1. Chlorofilinas

Chlorofilinas yra pusiau sintetinis porfirinas, iSgautas i§ chlorofilo Sarminés hidrolizés
biidu. Savo sudétyje chlorofilinas turi 4 pirolo Ziedus, sudétyje turin€ius azoto, suriStus su
centriniu magnio atomu (1.3 pav.). Pagrindinis skirtumas lyginant su chlorofilo molekule yra
tas, kad cia fitolio uodegos yra pakeistos natriu. Batent Sios uodegos chlorofilui suteikia
hidrofobiSkuma ir mazina susiriSimo su kancirogenais ir mutagenais efektyvuma.
Chlorofilinas yra puikus antioksidantas, pasizymintis antigenotoksiniu ir antikancerogeniniu
efektu (Nagini et al., 2015).

1.3 pav. Chlorofilino cheminé struktiira (pagal Luksiene ir Brovko, 2013)

Chlorofilai, bakteriochlorofilai ir jy dariniai yra placiai naudojami kaip

fotosensibilizatoriai fotodinamingje terapijoje (Luksiene ir Paskeviciute, 2011). Sios
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medziagos gausiai paplitusios, lengvai iSgaunamos ir dél to vienos pigiausiy (Kriger et al.,
2019).

Maza to, chlorofilinas yra vandenyje tirpus maisto priedas (Zymimas E 140ii),
naudojamas kaip daziklis tiek maisto, tiek kosmetikos pramonéje (Lopez-Carballo et al.,
2008). Pats savaime chlorofilinas yra netoksiskas — tik aktyvuotas §viesoje pradeda generuoti
singletinj deguonj ir ROS, pasizyminc¢ius antimikrobiniu poveikiu (LOpez-Carballo et al.,
2018). Chlorofilinas sulaukia ypa¢ daug démesio, nes yra visiSkai saugus ir nesukelia jokiy
neigiamy Salutiniy efekty (Nagini et al., 2015).

Chlorofilino antimikrobinis poveikis jrodytas ne kartg tiek in vitro (Buchovec et al.,
2017), tiek ir jvairiose maistinése terpése (Paskeviciute et al., 2019; Paskeviciute et al., 2018)
ir net inkorporavus jj ] maisto pakuotes (LOpez-Carballo et al., 2018). Deja, chlorofilinas itin
efektyvus tik pries gramteigiamas bakterijas, tuo tarpu gramneigiamos bakterijos jam labiau
atsparios dél savo iSorinés membranos (1.2 pav.). Kad bitent iSoriné membrana trukdo
chlorofilinui pilnai sunaikinti gramneigiamas bakterijas, buvo jrodyta panaudojant E. coli
mutantg NR698, neturintj iSorinés membranos, kurj pavyko inaktyvuoti beveik taip pat kaip

gramteigiamg Bacillus subtilis (Kriger et al., 2019).

1.2.2. Fotokatalize

Fotokatalize paremtos technologijos §iuo metu yra ypa¢ populiarios dél savo
sugebéjimo veikiant Sviesai suskaidyti jvairias toksines medziagas. Tai gali padéti spresti
aplinkos tarSos problemga. Fotokatalizé¢ yra cheminé reakcija, indukuota Sviesg sugeriancios
kietosios medZziagos, kuri reakcijy metu ir po to lieka chemisSkai nepakitusi. Nuo tradicinés
katalizés fotokatalizé skiriasi savo termodinamika — katalize riboja termodinamiskai galimos
reakcijos, o fotokatalizés reakcijos kaupia energija (Ohtani, 2013).

Reakcijy principas parodytas 1.4 pav. Elektronai, esantys elektrony pripildytoje
valentingumo juostoje (VB; angl. valence band), suzadinami Sviesa pereina j laisva laidumo
juostg (CB; angl. conduction band), palikdami teigiamas ,,skyles (h*) VB. Sios ,skylés”
atsakingos uz fotokatalizatoriaus pavirSiuje adsorbuoty medziagy oksidacijos-redukcijos

reakcijas (Ohtani, 2013).
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1.4 pav. Bendras fotokatalizés mechanizmas (pagal Lee et al., 2016)

Idealiomis sglygomis organiniai tarSos Saltiniai mineralizuojami j anglies dioksida
(COy2), vandenj (H20) ir mineralines rugstis (Lee et al., 2016), ta¢iau pirmiausia tarpiniy
reakcijy metu susidaro ROS. ZnO nanodaleliy suspencijoje esancios vandens molekulés
reaguoja su elektrony ,,skylémis (h*), dél ko vandens molekulé skyla j *OH ir H*. Tuo pat
metu Oz molekulés, iStirpusios terpéje, paverc¢iamos superoksido radikalais (*O27), Kuris
reaguodamas su H* virsta *HO. Sioms reaktyvioms deguonies rii§ims susidiirus su
elektronais gaunamas vandenilio peroksido anijonas (HO2), kuriam reaguojant su vandenilio
jonais susidaro vandeninio peroksidas (H202) (Gordon et al., 2011). Dél neigiamo kriivio
hidroksilo radikalas ir superoksidas negali pereiti lasteliy membrany, todél tiesiogiai
kontaktuoja su bakterijos iSoriniu pavirSiumi, o i lastelés vidy patenka tik vandenilio
peroksidas (Jalal et al., 2010). Visos reakcijos gali biiti pavaizduojamos taip:

1) ZnO + hv —ZnO + €' + h*yp

2) e+ 02— (*02)

3) h*yp + H2O — *OH + H*

4) *0Oy + H" — *HO;

5) *HO. + H" — " — H.0> (Espitia et al., 2012).

Dazniausiai fotokatalizei naudojami puslaidininkiai, tokie kaip titano dioksidas (TiO2),
cinko oksidas (Zn0O), gelezies (III) oksidas (Fe20g), cirkonis (ZrO.), vanadzio oksidas (V20s),
niobio pentoksidas (Nb20s) ir volframo trioksidas (WO3) (Lee et al., 2016). Kol kas

vienintelis komercis$kai naudojamas fotokatalizatorius yra TiO2 (Nosaka ir Nosaka, 2017).

18



1.2.2.1. Zn0O nanodalelés

ZnO yra perspektyvi ir universali neorganin¢ medziaga, galinti biiti panaudojama
daugybéje jvairiy sri¢iy. Zinomas kaip puikus I1-V1 puslaidininkis, turintis n tipo elektros
laidumg ir pjezoelektrines savybes bei pasizymintis auksta eksitonine suri$imo energija (60
meV) kambario temperatiroje ir tiesioginiu plataus diapazono tarpu 3,3 eV, netoli UV
spektro. Zn-O turi labai stipry joninj ry$j, pasizymi Kkatalitinémis ir fotocheminémis
savybémis (Sirelkhatim et al., 2015).

Esminés savybés, kuriomis apibiidinamos metaly, tarp jy ir ZnO, nanodalelés, yra
dydis, sudéetis, kristaliSkumas ir morfologija. Nustatyta, kad kuo mazesnis ZnO nanodaleliy
dydis, tuo jos aktyviau veikia antimikrobiSkai, kadangi tuo lengviau joms patekti i lasteles ir
»ardyti jas 1§ vidaus (Sirelkhatim et al., 2015). Be to, dél didesnio pavirSiaus ploto, taigi ir
daugiau deguonies, reaguojancios su vandeniliu, susidaro daugiau vandenilio peroksido ir kity
ROS, pereinanciy lastelés sienele ir sukelianciy Igsteliy mirtj (Janaki et al., 2015). J[domu tai,
kad nustatyta, jog ZnO nanodalelés néra kenksmingos zmogui (Colon et al., 2006). Siuo metu
Zn0O yra vienas i§ 5 cinko junginiy, turin¢iy GRAS statusg (Espitia et al., 2012). DaZniausiai

ZnO nanodalelés kaip antimikrobinis agentas naudojamas maisto pakuotése (Espitia et al.,

2012).
@ Citoplazma Kapsulé

Elektrostatiné sgveika Plazminé ..:.'o°° Lastelés sienelé ROS formavimasis

Zn0 oo,

nanodalelée

Tirpiy Zn?* patekimas j
ZnO nanodaleliy internalizavimasis bakterijos bakterijos vidulgsteling
Igsteléje, suardant Igstelés sienele terpe

1.5 pav. Labiausiai tikétini ZnO nanodaleliy antimikrobinio poveikio mechanizmai

(pagal Sirelkhatim et al., 2015)

Neéra nustatyto bendro ZnO nanodaleliy veikimo mechanizmo, mokslininkai vis dar
aiSkinasi, koks jis. Pavyzdziui, su 2 skirtingais mikromicetais atliktas tyrimas parode¢, kad

7ZnO nanodalelés gali pasizymeéti skirtingu antimikrobiniu poveikiu: Botrytis cinerea hifai
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deformavosi dél paveikty lastelés funkcijy, tuo tarpu Pencillium expansum hify zatj sukélé
sustabdytas konidiopory ir konidijy vystymasis (Krol et al., 2017). Kol kas nustatyti 2
labiausiai tikétini antimikrobinio poveikio mechanizmai (1.5 pav.):

1) antimikrobinis cinko jony poveikis;

2) ROS produkavimas, pazeidziantis DNR, Igstelés sluoksnius ir baltymus, dél to

sutrukdomas mikroorganizmy vystymasis ir jie ztista (Anitha et al., 2018).

Jau gana seniai Zinoma, kad metaly jonai patys (per se) pasizymi antimikrobiniu
poveikiu (Seil ir Webster, 2012). Pasquet ir Kiti (2014) parodé, kad uz cinko antimikrobinj
poveikj atsaking0s beveik vien tik tirpios cinko rasys. Li ir kiti (2017) nustaté, kad tiek jonai
(ZnCly), tiek nanodalelés (ZnO) reiksmingai stabdo Sclerotinia homoeocarpa micelio augima.
Taip pat atlikti bandymai parodé, kad i§ ZnO nanodaleliy gauti cinko jonai gali paveikti
ivairias bakterijy lasteliy veiklas, pvz.: glikoliz¢, transmembraninj protony judéjimg ar
tolerancija rugstims, 0 cinko jonai ne i§ nanodaleliy pasizymi vien tik bakteriostatiniu
poveikiu, nes sustabdo lasteliy proliferacijg (Seil ir Webster, 2012). Manoma, kad tai susij¢ su
kitais ZnO nanodaleliy antimikrobinio veikimo mechanizmais, kaip, pvz., ROS produkcija.
Daugelio autoriy teigimu, ROS generavimas yra pagrindinis ZnO antimikrobinio poveikio
mechanizmas, susijes su puslaidininkio savybémis (reakcijos parodytos 1.2.2 skyriuje).

Buvo jrodyta, kad pirmiausia ZnO nanodalelés tiesiogiai prisiriSa prie lgsteliy,
pazeidzia jy sienele, sukeldamos citoplazmos turinio iStekéjimg. Tuo tarpu pacios ZnO
nanodalelés, patekusios j lastelés vidy, inhibuoja dehidrogenazes, ATPaziy kompleksa,
elektrony pernaSos sistemg ir DNR replikacija, suardo fermentus ir paZeidzia mitochondrijas.
Lastelés viduje vykstanti ROS produkcija sukelia oksidacinj stresa, pazeidzia DNR ir kitus
lasteliy komponentus (Singh et al., 2018).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1.Medziagos ir prietaisai

2.1.1. Bakterijy kamienai

Darbe naudotos bakterijy ir mikroskopiniy gryby rusys pateiktos 2.1 lenteléje.

2.1 lentelé. Tyrimams naudotos bakterijos ir pelésiniai grybai

Rasis Saltinis
Escherichia coli B Laboratorijos kolekcija
Fusarium oxysporum Gyvybés moksly centro Mikrobiologijos ir
(Seima Nectriaceae) biotechnologijos katedros kolekcija

2.1.2. Terpés ir reagentai

Bakterijos augintos skystoje ir agarizuotoje Luria-Bertani (LB) terpéje, mikroskopiniai

grybai — bulviy gliukozés agare (PGA). Informacija apie terpes pateikta 2.2 lenteléje.

2.2 lentelé. Terpiy sudétis

Terpé Sudétis (1 litro terpés) Gamintojas
. .| Triptonas — 10,0 g, mieliy ekstraktas — 5,0 g, e
Agarléuotta !_ur|a natrio chloridas - 5,0 g + agaras — 15,0 g. L|oI1;|I|c_r_1em,
ertani pH-7,0+0,2 alija
. . | Triptonas — 10,0 g, mieliy ekstraktas — 5,0 g, Liofilchem,
Skysta Luria-Bertani natrio chloridas —5,0g9. pH-7,0+0,2 Italija
Bulviu eliukozés Bulviy ekstraktas — 4,0 g, dekstrozé — 20,0 g, ) _
utviy gliu agaras — 15,0 g. pH — 56 + 02 (25 oC | Slgma-Aldrich,
agaras _ . Vokietija
temperatiiroje)

Eksperimentuose taip pat naudota vandenyje tirpi chlorofilino natrio druska (Carl Roth
GmbH + Co. KG, Vokietija), ZnO nanodaleliy suspensija vandenyje (Sigma-Aldrich,
Vokietija), natrio chloridas (NaCl, >99,5 proc.; Carl Roth GmbH + Co. KG, Vokietija), L-
histidinas (CeHgN3z02, >99,5 proc.; Sigma-Aldrich, Vokietija), tritonas X-100 (Sigma-Aldrich,
Vokietija), PBS tabletés (Oxoid, Jungtiné Karalysté¢). SERS tyrimui naudotos sidabro
nanodalelés, paruostos naudojant trinatrio citratg (NasCeHsO7, 99 proc.; Merck-Chemicals,

Vokietija) ir sidabro nitrata (AgNOs, 99 proc.; Merck-Chemicals, Vokietija).
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Eksperimentuose naudotas bakterijy gyvybingumo rinkinys LIVE/DEAD® BacLight™
(Thermo Fisher Scientific, JAV).
Visi reagentai laikomi ir naudojami pagal gamintojy nurodymus. Prie§ eksperimentus

terpés sterilinamos autoklavuojant.

2.1.2.1.  Tirpaly paruoSimas

NaCl: eksperimentuose naudojamas 0,9 proc. NaCl tirpalas ruoSiamas 9 g NaCl
druskos istirpinant 1 1 vandens. Gautas tirpalas autoklavuojamas tolimesniam naudojimui.

ZnO nanodaleliy: pirmiausia pasiruosSiamas pradinés koncentracijos (10 mM) ZnO
tirpalas, kuris nedelsiant ultragarsinamas 5 min. Paskui $j tirpalg skiedZiant steriliu distiliuotu
vandeniu ruoSiamas reikiamos koncentracijos tirpalas.

PBS: 1 PBS tableté istirpinama 100 ml vandens. Gautas tirpalas autoklavuojamas.

Chlorofilino:  reikiamos  koncentracijos  chlorofilino  tirpalas  ruoSiamas
autoklavuotame 0,9 proc. NaCl tirpale.

L-histidino: reikiamas kiekis medziagos iStirpinamas steriliame vandenyje.

2.1.2.2. Sidabro nanodaleliy SERS paruoSimas

Koloidinés sidabro nanodalelés ruosiamos pagal Lee ir Meisel (1982) metodika: 50 ml
1 mM sidarbo nitrato vandeninio tirpalo Sildoma iki virimo temperatiiros, tuomet jpilama 1 ml
1 proc. natrio citrato tirpalo ir visas miSinys laikomas prie virimo temperatiiros dar valanda.
Tuomet tirpalas greitai atvésinamas kambario temperatiiroje. Viso paruo$imo metu tirpalas
intensyviai maiSomas, kad biity gautos sferinés formos nanodalelés, kuriy dydis 60-80 nm.

Siekiant gauti geresn] nanodaleliy sustiprinimg, koloidinis nanodaleliy tirpalas

centrifuguojamas (10 min, 500xg). Po to supernatantas nupilamas.

2.1.3. Prietaisai

Eksperimentuose naudoti prietaisai: inkubatorius ES-20 (Biosan, Latvija), termostatas
(Memmert, Vokietija), spektrofotometras UV/Vis Lambda 25 (Perkin Elmer, Vokietija),
fluorescencinis spektrofotometras LS 55 (Perkin Elmer, Vokietija), centrifuga MPW-260R
(MPW Med. Instruments, Lenkija), autoklavas (Systec VE-55, Vokietija), analitinés
svarstyklées ABJ 220-4M (Kern & Sohn, Vokietija), distiliatorius (GFL, Vokietija),

laboratoriné purtyklé BagMixer (Interscience, Pranciizija), maiSeliai BagPage (Interscience,
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Pranctzija), Furje transformuotas Raman spektrometras MultiRAM (Bruker Optik GmbH,
Vokietija) su Nd:YAG lazeriu (suzadinimo bangos ilgis 1064 nm) ir skystu azotu ausinamu
Ge diodo detektoriumi, dinaminé Sviesos sklaidos sistema Zetasizer Nano S (Malvern
Panalytical, Jungtiné Karalysté), ultragarso vonelé EMMI® 20 HC (EMAG AG, VokKietija),

fluorescencinis mikroskopas Olympus BX-51 (Olympus Corporation, Japonija).

2.1.3.1. Sviesos $altinio prototipas

Sviesos 3altinio prototipas sukonstruotas Vilniaus Universiteto Fotonikos ir
nanotechnologijy institute (2.1 pav.). Prototipo viduje sumontuota vésinimo sistema, kuri
neleidZia méginiams jkaisti, nes eliminuoja Svitinant susidariusig $ilumg. Kaip Sviesos Saltinis
naudojami indzio galio nitrido (InGaN) diodai (LED) (LED Engine Inc., JAV). Maksimalus
spinduliuojamos $viesos intensyvumas pasickiamas ties 405 nm bangos ilgiu. Méginiams
tenka 9,6 mW/cm? intensyvumo $viesa (Sviesos intensyvumas i$matuotas 3 Sigma galios ir

energijos matuokliu su piroelektriniu detektoriumi J25LP04, Coherent (Sigma, JAV).

Meéginiui tenkanti Sviesos doz¢ apskai¢iuojama pagal formule:

D =P Xxt,

kur: D — §viesos dozé (J/cm?),
P — galia (W/cm?),

t — Svitinimo laikas (s).

2.1 pav. Sviesos 3altinio prototipo schema

2.2. Metodai

2.2.1. Tiriamyjy medziagy $viesos sugerties, fluorescencijos intensyvumo ir daleliy

dydzio nustatymas

Sviesos sugerties ir fluorescencijos (zadinimas 405 nm bangos ilgiu, skenavimo greitis

200 nm/min, ex Slit — 10 nm, em Slit — 4 nm) spektrai matuojami naudojant 9,99 mm
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kvarcines kiuvetes (spindulio kelio ilgis 1 cm), jpylus 3,5 ml tiriamojo tirpalo. Fluorescencijos
intensyvumas nustatinéjamas tiek gryname chlorofilino tirpale, tiek jlasinus 20 pl detergento
— tritono X-100, kuris i8ardo agregatus.

Daleliy dydis matuojamas dinamine $viesos sklaidos sistema Zetasizer Nano S. 10—
5x10° M Chl méginiai matuojami iskart po paruosimo, 5x104-5x10° M ZnO nanodaleliy
pirmiausiai palaikomi 5 min ultragarso vonel¢je. Priklausomybés nuo ultragarsinimo laiko
nustatymui matuojami neultragarsintas, 1 min, 3 min, 5 min, 10 min ir 15 min ultragarsinti 10
3 M ZnO nanodaleliy méginiai. Visi ZnO nanodaleliy méginiai matuojami tiek i§ karto po

ultragarsinimo, tiek po 24 val.

2.2.2. F. oxysporum augimo inhibicija

Eksperimentui naudojama agarizuota PGA terpé, pasiruosta su 5x10* M arba 5x1073
M Chl, arba su 102 M ar 5x10° M ZnO nanodaleliy priedu. Pagal gamintojo instrukcija
pasiruoSta PGA terp¢ sterilinama autoklavuojant, atvésinama iki 50 °C temperatiiros. Tuomet
i ja idedamas reikalingas kiekis Chl milteliy arba ZnO nanodaleliy suspensijos. Pasiruosta
terpé iSpilstoma j Petri 1eéksteles.

Pries eksperimentg 0,5 cm savaite auginto Fusarium oxysporum micelio perséjama ant
Sviezios agarizuotos PGA terpés (kontrolé) ir PGA terpés su Chl arba ZnO nanodaleliy priedu
(tiriamieji ir tamsinés kontrolés méginiai), inkubuojama 24 val. 25 °C temperatiiroje.

Po 24 val. tiriamosios lékstelés $vitinamos i§ virSaus ir apa¢ios 30 min 9,6 mW/cm?
intensyvumo 405 nm $viesa (méginiui tenkanti dozé — 18 J/cm?). Kontrolés nesvitinamos. Po
to Petri leksteles su F. oxysporum grazinamos j termostata, kur auginamos kiekvieng dieng
matuojant micelio skersmenj kol kontrolinése 1ékstelése (be tiriamyjy medziagy) micelis

pasiekia kraStus. Gauti rezultatai perskai¢iuojami procentais.

2.2.3. Bakterijy kultiiros auginimas

Ruosiantis eksperimentui E. coli kolonijos nuo agarizuotos LB terpés perkeliamos j
Sviezig skysta LB terpe. Inkubuojama 37 °C temperatiiroje 24 val. Po to iSaugusi kulttira
pers¢jama ] 20 ml skystos LB terpés ir laikoma per naktj (apie 16 val.) 37 °C temperatiiroje,
aeruojant 120 apm greiciu. Bakterijy koncentracija nustatoma matuojant optinj tankj ties 540
nm bangos ilgiu kvarcinése kiuvetése. Naktiné kultiira praskiedZiama Sviezia LB terpe apie 20

karty, kad optinis tankis biity 0,164 o.v. Perséta kultira auginama inkubatoriuje tomis
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paciomis sglygomis apie 2 val., kol bakterijos pasiekia eksponentinio augimo faze (102
ksv/ml, OT - 0,9).

Bakterijy suspensija centrifuguojama 10 min 6200 apm grei¢iu. Supernatantas
nupilamas, o lastelés resuspenduojamos 0,9 proc. NaCl tirpale (eksperimentams su Chl) arba
distiliuotame vandenyje (eksperimentams su ZnO nanodalelémis) iki 107 ksv/ml —

koncentracijos, kurig naudojame eksperimentuose.

2.2.4. E. coli veikimas chlorofilinu indukuota fotosenibilizacija (Chl-photo) ir

fotoaktyvuotomis ZnO nanodalelémis

Pirmiausia pasiruosta kaip aprasyta 2.2.3. skyriuje 107 ksv/ml E. coli suspensija
nustatyta laikg inkubuojama tamsoje su tiriamosios koncentracijos Chl arba ZnO nanodaleliy
tirpalu (37 °C temperatiiroje, acruojant 120 apm grei¢iu). Tokiomis paciomis sglygomis
laikomas ir kontrolinis méginys, kuriame vietoj tiriamosios medziagos naudojamas sterilus
0,9 proc. NaCl arba distiliuotas vanduo.

Po inkubacijos méginiai iSpilstomi po 150 pl i ploks¢iadugnius Sulinélius ir Svitinami
nustatyta laikg. Kontroliniai méginiai nesvitinami.

Bendra eksperimento schema pateikta 2.2 pav.

0,9 proc. NaCl/

] fmlE. coli
m\neku\wra Dls“\.ua:ast 10 ksv
f"e/‘e,‘6
' : ‘E
—_— _. g —
E
Inkubacija Centrifugavimas Inkubacija N
37°C, 120 apm 10 min, 6200 apm 37 °C, 120 apm, Svitinimas
0.164 0.v.~> 0.9 o.v. 15 — 60 min 10 - 50 min

9,6 mW/cm?

2.2 pav. E. coli dezaktyvacijos schema

2.2.5. Chlorofilinu indukuotos fotosensibilizacijos ir fotoaktyvuoty ZnO nanodaleliy
antibakterinio poveikio ir reaktyviy deguonies rasiy (ROS) jtakos jam

Jvertinimas

Tyrimui E. coli veikiamos pagal 2.2.4. skyriaus schemg. Antimikrobinio efektyvumo
nustatymui naudojamos 1,5x10° M Chl (inkubacija: 1 h) ir 10° M ZnO nanodaleliy
(inkubacija: 30 min) koncentracijos. Siekiant jvertinti ROS jtakg tiriamyjy medziagy

antimikrobiniam efektyvumui po inkubacijos j puse¢ Sulinéliy su tiriamaisiais jpilama 3 mM L-
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histidino (ROS gesiklio). Méginiai $vitinami 10, 20, 30, 40 arba 50 min (dozés: 6, 12, 18, 24,
30 Jicm?). Po to atlickami deSimtkarciai praskiedimai ir séjimai pavirSiniu biidu ant
agarizuotos LB terpés. Lékstelés su bakterijomis inkubuojamos 24 val. 37 °C temperatiroje.

Paskui suskai¢iuojami ksv kiekvienoje 1éksteléje, rezultatai iSreiskiami deSimtainiu logaritmu.

2.2.6. Paveikty E. coli lgsteliy fluorescentiné mikroskopija

Lastelés paruosiamos kaip 2.2.4. skyriuje. Naudojama 5x10* M Chl tirpalas
(inkubacijos laikas: 1 h) ir 10° M ZnO nanodaleliy suspencija (inkubacija: 30 min). Méginiai
su abiem medziagomis $vitinimi 50 min. Po to lastelés 10 min centrifuguojamos 6200 apm
greiiu, sukoncentruojamos ~10 karty ir dazomos naudojant bakterijy gyvybingumo
nustatymo rinkinj LIVE/DEAD® BacLight™. Rinkinj sudaro 2 tipy dazai — propidzio jodidas
(Iasteliy su pazeistomis membranomis nudazymui raudona spalva) ir SYTO 9, kurie gyvas
lasteles nudazo zaliai. Dazai suzadinami 450-490 nm bangos ilgio Sviesa. Mikroskopavimui

naudojamas fluorescentinis mikroskopas naudojant violetinés $viesos filtra.

2.2.7. E. coli ataugimo po poveikio fotoaktyvuotomis ZnO nanodalelémis jvertinimas

E. coli augimo kreivés buvo matuotos turbidometriniu metodu. Kaip 2.2.4. skyriuje
paruostos Iastelés, inkubuotos 30 min su 102 M ZnO nanodalelémis ir $vitintos 30 min arba
50 min, grazinamos ] Sviezig LB terpe ir laikomos inkubatoriuje 37 °C temperatiiroje (120
apm). Tamsinés kontrolés (su ZnO nanodalelémis, bet nesvitintos) ir kontrolinés (inkubuotos
distiliuotame vandenyje ir nesvitintos) lastelés taip pat perkeliamos j Sviezig LB terpe
inkubavimui tomis paciomis sglygomis. Kas valandg matuojamas visy méginiy optinis tankis

prie 540 nm bangos ilgio. Matavimas trunka 26 val.

2.2.8. Chlorofilinu indukuotos fotosensibilizacijos antibakterinio poveikio

priklausomybeés nuo Chl koncentracijos jvertinimas

Eksperimentas vykdomas kaip aprasyta 2.2.4. skyriuje. IS viso tiriami 5 meéginiai:
kontrolinis (be Chl, inkubuotas 0,9 proc. NaCl tirpale ir neSvitintas) bei 4 skirtingy Chl
koncentracijy: 1,5%10° M, 5x10° M, 1,5%10* M ir 5x10* M tirpalai, inkubuoti 1 valandg ir
Svitinti 30 min. Po poveikio atlikti deSimtkarciai praskiedimai ir 100 ul praskiesty bakterijy

suspencijos iSséta ] Petri 1¢ksteles su LBA terpe pavirSiniu biidu. Lékstelés inkubuotos 24 val.

26



37 °C temperatiiroje. Po to iSaugusios bakterijy kolonijos suskaiCiuotos ir iSreikstos

desimtainiu logaritmu — log ksv/g.

2.2.9. E. coli saveikos su Chl jvertinimas, priklausomai nuo inkubacijos laiko

E. coli ir Chl tarpusavio sgveika buvo jvertinta fluorimetriskai. Bakterijy lastelés,
paruostos kaip 2.2.3. skyriuje, inkubuojamos (37 °C, 120 apm) su 1,5x10° M Chl tirpalu 15
min arba 60 min. Po inkubacijos laiko Igstelés nucentrifuguojamos (10 min, 6200 apm) ir
resuspenduojamos 0,9 proc. NaCl tirpale. Fluorescencijos intensyvumas matuojamas
bendrame tirpale, supernatante ir resuspenduotose lastelése. Prisikabines prie lgsteliy kiekis
jvertinamas naudojant kalibracing kreive, pasidaryta naudojant skirtingas Chl koncentracijas:
5x10® M, 107 M, 5x107 M, 10 M, 5x10° M, 3x10° M, 6x10° M, 7,5x10° M, 8x10° M,
10° M, ir apskai¢iuojamas pritaikant lygtj:

y=a+bxx,

kur: a — atidéjimas koordinaéiy asyje (taskas, kuriame linija kirs y a$j pagal esamas x
ir y reikSmes) (angl. intercept), $iuo atveju a = 12,35647,;

b — nuolydis (regresijos linijos poky¢io koeficientas) (angl. slope), Siuo atveju b =
104,14105;

y — fluorescencijos intensyvumo maksimumas;

X — Chl molekuliy kiekis pasiruostoje suspensijoje, supernatante arba prisikabings prie

lasteliy.

2.2.10. E. coli pazaidy po chlorofilinu indukuotos fotosensibilizacijos ir poveikio
fotoaktyvuotomis ZnO nanodalelémis nustatymas pavirSiaus sustiprintos

Ramano spektroskopijos metodu

E. coli Iastelés tyrimui paruoSiamos taip pat kaip 2.2.4. skyriuje. Paruosta suspensija
su 107 ksv/ml bakterijy inkubuojama su 5x10“* M Chl tirpalu 1 val. arba su 102 M ZnO
nanodaleliy suspensija 30 min. Svitinamos — 50 min (dozé: 30 J/cm?), kontrolinés bakterijos
nesvitinamos.

5 kartus koncentruotos bakterijos sumaiSomos su koloidiniu nanodaleliy tirpalu
(2.1.2.2. skyrius) santykiu 1:1 ir pernesamos ant aliuminio folijos kaip vienas 25 pl lasas.
Meéginiai matuojami 2 budais — tiek tirpalo pavidalu, tiek isdziovinti, FT-Raman spektrometru

MultiRAM. Spektras registruojamas Ramano poslinkio regione 200-4000 cm™.
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Eminio §vitinimas ir i§sklaidytos $viesos surinkimas atliekamas 90° kampu su auksu
padengtu 90° kampiniu veidrodziu, kurio zZidinio nuotolis yra 33 mm. Koncentruoto lazerio
tasko skersmuo — 100 um. Lazerio galia, suteikianti geriausig signalo ir triukSmo santykj bei
maziausiai $ildanti méginj, naudota visiems matavimams — 100 mW. Raman spektrometro

spektriné skiriamoji geba nustatyta ties 4 cm™.

2.2.11. Gridy mikrobiologinés kokybés gerinimas panaudojant chlorofilinu indukuota
fotosensibilizacijg ir fotoaktyvuotas ZnO nanodaleles, poveikio daigumui

jvertinimas

2.2.11.1. E. coli inokuliavimas ant gridy

10" ksv/ml E. coli suspensija paruoSiama taip pat kaip aprasyta 2.2.3. skyriuje.
Naudojami griidai, jsigyti i§ Anyks$¢iy rajono ukininko. Gridai (6 grupés po 100 grudy)
panardinami j pasiruo$tg suspensijg ir laitkomi 30 min kambario temperatiiroje, kad bakterijos

prisitvirtinty.

2.2.11.2.  Antimikrobiniy chlorofilinu indukuotos fotosensibilizacijos ir fotoaktyvuoty ZnO

nanodaleliy savybiy jvertinimas griduose

Vykdomi 3 atskiri eksperimentai: 1 — su mezofilinémis bakterijomis, nattraliai
esan¢iomis grudy pavirsiuje, 2 — su E. coli, inokuliuota ant griidy (2.2.11.1. skyrius), 3 — su
mikroskopiniais grybais, nattraliai esanciais griduose. Visi eksperimentai vykdomi pagal
vienodg schema.

Griidai suskirstomi ] grupes (100 griidy kiekvienoje grupé¢je): 1 grupé: kontrole, 2
grupé: Sviesos kontrolé, 3 grupé: tamsiné kontrolé, 4 grupé: tiriamoji (veikiama Chl-photo
arba fotoaktyvuotomis ZnO nanodalelémis). 1 ir 2 grupés gridai panardinami i 0,9 proc. NaCl
tirpala arba distiliuota vandenj, 3 ir 4 grupés —j 5x10* M Chl tirpalg 1 val. arba 102 M ZnO
nanodaleliy tirpalg 30 min. Inkubacija vykdoma tamsoje. Po to griidai 20 min dZiovinami
kambario temperatiiroje, tamsoje. Po dziovinimo tiriamioji grupé (4) ir $viesos kontrolé (2)
$vitinima 30 min 405 nm bangos ilgio §viesa (dozé: 18 J/cm?). Kontrolinés grupés (1 ir 3)
nesvitinimos. Po apdorojimo i§ kiekvienos grupés atsveriama 1 g griudy, jie uzpilami 9 ml
steriliu 0,9 proc. NaCl tirpalu arba distiliuotu vandeniu (priklausomai nuo tiriamosios
medziagos) ir susmulkinami 1 min homogenizuojant BagMixer specialiuose steriliuose

BagPage maiseliuose. Atlieckami deSimtkarc¢iai praskiedimai, séjama pavirSiniu biidu po 100
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ul. Bakterijos s¢jamos ant LBA terpés, mikromicetai — ant PGA terpés. Bakterijos
inkubuojamos 24 val. 37 °C temperatiiroje, mikromicetai — 5 paras 25 °C temperatiiroje. Po to

visose lékstelése suskai¢iuojamas mikroorganizmy kiekis, jis iSreiSkiamas log ksv/g.

2.2.11.3. Grudy daigumo jvertinimas

Gridai suskirstomi j 4 grupes (kiekvienoje grupéje 100 griidy). Kontroliné grupé
(neveikiama) — pamerkiama j PBS tirpalg santykiu 1:4 (masés dalimis) ir inkubuojama 25 °C
temperatiiroje 12 val. 2 grupés griidai (Sviesiné kontrol¢) 30 min mirkomi PBS, tuomet 25
min Svitinami 405 nm bangos ilgio Sviesa, po to 11,5 val. grazinami j PBS. 3 grupés grudai
(veikiami Chl arba ZnO nanodaleliy tirpalu, bet nesvitinami) — 30 min mirkomi 5x10* Chl
arba 102 M ZnO nanodaleliy tirpale, po to perkeliami j §vary PBS tirpala ir ten laikomi dar
11,5 val. 25 °C temperatiiroje. Paskutinés grupés griidai 30 min mirkomi 5x10* M Chl arba
10 M ZnO nanodaleliy tirpale, po to 30 min $vitinami (3viesos dozé 18 J/cm?) ir perkeliami j
Svary PBS tirpalg dar 11,5 val. Po inkubacijos PBS visi griidai perkeliami j atskiras Petri
1¢ksteles ant sudrékintos vatos. Daigumas vertinamas kasdien skai¢iuojant sudygusius griidus.

Po 5 d. iSmatuojamas visy sudygusiy griiddy Saknelés ir stiebelio ilgis.

2.3. Statistiné analizé

Visi eksperimentai kartoti bent po 3 kartus. Duomeny apdorojimui naudotos Microsoft
Excel, Origin Pro 8.5 ir IBM SPSS Statistics 21 programos. Grafikuose pateikti rezultaty
vidurkiai ir standartiniai nuokrypiai. Naudojant Kolmogorov-Smirnov testg nustatyta, kad
skirstiniai normalieji (p>0,05). Duomeny reik§mingumas nustatytas naudojant 95 proc.
pasikliautingjj intervalg (p<0,05). Antigrybelinio poveikio jvertinimui ir apdorojimo metodo
gridy daigumui jtakos nustatymui naudota blokuoty duomeny dispersiné analizé.
Antibakterinio poveikio, ROS jtakos jam, Chl-photo antibakterinio poveikio priklausomybés
nuo Chl koncentracijos ir antimikrobinio poveikio griiduose (in vivo) jvertinimui bei daigy ir
Sakny ilgio priklausomybés nuo apdorojimo btido nustatymui buvo naudota vienfaktoriné
ANOVA.
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3. REZULTATAI

3.1. Fiziko-cheminés tiriamyjy medziagy savybés

Pirmiausia buvo nustatinéjama 3x107—1,5x10° M Chl $viesos sugertis ir 107-5x10
M Chl fluorescencijos intensyvumas. 3.1 A pav. matyti, kad Chl Sviesos sugerties
maksimumas yra ties 405 nm S$viesos bangos ilgiu. Batent dél Sios priezasties tolimesniuose
eksperimentuose naudojamas Sviesos Saltinio prototipas, kurio maksimalus spinduliuojamos

Sviesos intensyvumas pasiekiamas ties tokiu paciu bangos ilgiu (2.1.3.1. skyrius).
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3.1 pav. A - Chl sugerties (kairéje) ir fluorescencijos intensyvumo (desingje)

spektrai; B — Chl daleliy dydis, priklausomai nuo koncentracijos

Taip pat matyti, kad Chl yra fluorescuojanti medziaga, linkusi agreguotis.
Fluorescencijos intensyvumo maksimumas pasiekiamas ties 660 nm bangos ilgiu ir priklauso
nuo koncentracijos. Id¢jus detergento tritono X-100 fluorescencijos pikas Siek tiek pasislenka
1 raudonos Sviesos pus¢ ir smarkiai iSauga dél iSirusiy agregaty. Kuo didesné koncentracija —
tuo didesné daleliy agregacija dél Chl molekulése esanciy tetrapiroliniy struktiiry n-n sgveiky.
Tai patvirtinta ir 3.1 B pav., kuriame matome 10"-5x10® M Chl daleliy dydzius. MaZiausioje
tirtoje koncentracijoje (107 M) daleliy agregatai mazesni (125-280 nm), o didesnése
koncentracijose agregaty dydis iSauga iki 550 nm.

3.2 A pav. pavaizduota ZnO nanodaleliy Sviesos sugertis, kurios maksimumas yra ties
375 nm. Gautas tik vienas pikas rodo, kad medziaga yra gryna, be priemaisy. 3.2 B pav.

matyti ZnO nanodaleliy dydzio priklausomybé nuo koncentracijos. Kaip ir tikétasi,
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maziausios dalelés gautos esant maziausiai tirtai koncentracijai (5x10* M) — 100-280 nm, 0
padidinus koncentracija 10 karty (5x10° M) daleliy dydis iSauga iki 725 nm. 3.2 C pav.
matyti ZnO daleliy dydis po 24 val. laikymo kambario temperatiiroje. Akivaizdu, kad laikant
nanodalelés agreguojasi — 5x10° M ZnO nanodaleliy dydis po 24 val. i3augo iki 1125 nm.

Absorbcija, a. v.

¥ T T T T d T i T g T
300 350 400 450 500 550 600 650 700
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3.2 pav. A — ZnO nanodaleliy sugerties spektras ir jvairiy koncentracijy dydis B — iskart; C —

po 24 val. priklausomai nuo koncentracijos

Ultragarsinimo jtaka ZnO nanodaleliy dydziui parodyta 3.3 pav. Neultragarsinty
nanodaleliy dydis (3.3 A pav.) svyruoja nuo 300 nm iki 800 nm, po 24 val. dalelés
agreguojasi ir pasiekia 1500 nm dydj. Vos 1 min ultragarsinimo (3.3 B pav.) iSskaido
agregatus ir dydzio maksimumas sumazéja iki 600 nm. Be to, ultragarsas net ir po 24 val. turi
teigiamg efekta — agregaty dydis sumazéja per puse lyginant su neultragarsintu méginiu
palaikius 24 val. kambario temperatiiroje. 3 min ultragarsu veikiant ZnO nanodaleles (3.3 C
pav.) jy dydis svyruoja nuo 335 nm iki 615 nm. 5-15 min ultragarso (3.3 D—F pav.) padeda
sumazinti agregatus dar labiau — maziausios dalelés tesiekia 25-50 nm, didziausi agregatai —

450 nm. Tiesa, agregacija laikant kambario temperatiroje islicka panasi — susidaro iki 625 nm

dydzio agregatai.
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3.3 pav. ZnO nanodaleliy dydziai iSkart ir po 24 val. A — neultragarsinus; B — po 1 min
ultragarso; C — po 3 min ultragarso; D — po 5 min ultragarso; E — po 10 min ultragarso; F — po

15 min ultragarso

Atsizvelgiant ] gautus rezultatus tolimesniuose eksperimentuose naudotos ZnO

nanodalelés iSkart po 5 min ultragarsinimo.

3.2.  Antigrybelinis chlorofilinu indukuotos fotosensibilizacijos ir fotoaktyvuoty ZnO

nanodaleliy poveikis pries Fusarium oxysporum

Siekiant iSsiaiSkinti, ar tiriamosios medZiagos yra efektyvios prie§ mikromicetus,
atliktas tyrimas stebint augaly patogeno Fusarium oxysporum augimo inhibicijg. Gauti
rezultatai pateikti 3.4 pav.
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3.4 pav. Fusarium oxysporum inhibicija A — Chl-photo; B — fotoaktyvuotomis ZnO

nanodalelémis
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Pateiktuose paveiksluose matyti, kad F. oxysporum augimas jprastomis sglygomis
trunka 5 dienas, kol apima visg Petri I¢kstelés plota. Vien 405 nm Sviesa nekeifia augimo
grei¢io (p=1,000). Eksperimento su Chl-photo metu buvo tirtos 2 Chl koncentracijos: 5x10
M ir 5x10° M. Siekiant jsitinti, kad antimikrobiniam poveikiui neuZtenka vien tiriamosios
medziagos, didesné koncentracija testuota neSvitinant. 4-5 dienomis matomas $ioks toks
mikromiceto augimo inhibavimas, bet nereiksmingas (p=1,000). Kitokie rezultatai gauti po
fotosensibilizacijos. Po 5 dieny fotosensibilizacija su mazesne Chl koncentracija F.
oxysporum augimg stabdé 32,4 proc. (p=0,000), o su didesne koncentracija — net 50 proc.
(p=0,000). Lyginant abi koncentracijas tarpusavyje gauti statistiskai reikSmingi rezultatai
(p=0,000). Matyti, kad augimas tik pristabdomas ir mikromicetas néra pilnai sunaikinamas.

Panasus rezultatai gauti ir su ZnO nanodalelémis (3.4 B pav.). Tiesa, net ir nesvitintos
ZnO nanodalelés (5x10° M) sumazino F. oxysporum augima 27,6 proc. (p=0,000), 0 ir
mazesné koncentracija (10° M) statistiskai reik§mingai pristabdé mikromiceto vystymasi
(p=0,040). Skirtumas tarp abiejy koncentracijy taip pat statistiSkai reikSmingas (p=0,000). Po
30 min Svitinimo gauti dar geresni rezultatai — mazesné ZnO nanodaleliy koncentracija
pristabdé mikroskopinio grybelio augimag 36 proc. (p=0,000), didesné — 52,2 proc. (p=0,000).
Skirtumas tarp koncentracijy taip pat statistiskai reikSmingas (p=0,000).

Lyginant Chl-photo ir fotoaktyvuoty ZnO nanodaleliy poveikio rezultatus nustatyta,
kad maZesnés naudotos fotoaktyvuoty ZnO nanodaleliy koncentracijos (10 M) sukelta grybo
augimo inhibicija reikSmingai skyrési nuo fotosensibilizacija (su abiem Chl koncentracijomis)
paveikty F. oxysporum augimo (p=0,000 ir p=0,002). Visgi lyginant 5x10 M fotoaktyvuoty
ZnO nanodaleliy antigrybelinj poveikj su 5x10° M Chl-photo poveikiu skirtumas statistiskai
nereik§mingas (p=1,000), nors naudojant mazesne Chl koncentracija (5x10* M) skirtumas

reik§mingas (p=0,000). Statistin¢ analiz¢é pateikta 1 priede.

3.3. Chlorofilinu indukuotos fotosensibilizacijos ir fotoaktyvuoty ZnO nanodaleliy

antibakterinis poveikis pries Escherichia coli ir veikimo mechanizmas

Siekiant jvertinti antibakterinj tiriamyjy medziagy poveikj, buvo pasirinktos
optimalios koncentracijos: Chl — 1,5x10° M ir ZnO nanodaleliy — 102 M. 3.5 A pav. matyti,
kad fotoaktyvuoty ZnO antibakterinis poveikis stipresnis — 50 min Svitinimas ($viesos dozé:
30 J/cm?) leidzia visiskai sunaikinti E. coli (p=1,000), o Chl-photo tik nezymiai (1,35 log
ksv/ml), taciau statistiskai reik§mingai (p=1,000) sumazina $iy bakterijy skaiCiy (statistinis
palyginimas pateiktas 2 priede). Bakteriocidinj fotoaktyvuoty ZnO nanodaleliy poveikj

patvirtina ir fluorescencinés mikroskopijos nuotraukos, kuriose matome, kad kontrolinés
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bakterijos (3.5 C pav.) yra gyvos (zalios), o po saveikos su fotoaktyvuotomis ZnO

nanodalelémis (3.5 D pav.) vyrauja raudonai (propidzio jodidu) nusidaziusios bakterijos.
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3.5 pav. A — antibakterinis tiriamyjy medziagy poveikis pries E. coli ir ROS jtaka jo veikimo
mechanizmui; B — bakterijy ataugimas po poveikio fotoaktyvuotomis ZnO nanodalelémis; E.
coli fluorescencinés mikroskopijos nuotraukos: C — nepaveikty (kontroliniy); D — paveikty

fotoaktyvuotomis ZnO nanodalelémis

Norint jvertinti antibakterinio poveikio efektyvumg buvo nustatinéjamas E. coli
ataugimas skystoje terpéje po poveikio fotoaktyvuotomis ZnO nanodalelémis turbidometriniu
metodu. 3.5 B pav. matyti, kad kontrolinés Igstelés jau po 3 val. pereina i§ lag fazés j log faze,
o po 8 val. pasiekia stacionarig augimo faze. Vien ZnO nanodalelés be Sviesos pratgsia lag
faze dar 4 val., taciau tolesnis faziy kitimas islicka toks pats. E. coli augimas itin pakinta
paveikus jas fotoaktyvuotomis ZnO nanodalelémis (§viesos dozé: 18 J/cm?) — Iasteliy lag fazé
pailgéja iki 19 val., stacionari fazé pasiekiama tik po 26 val. J[domu tai, kad pailg¢ja log faze —
kontroliniame ir tamsiniame méginiuose ji tesdavosi 5 val., o paveiktame fotoaktyvuotomis
ZnO nanodalelémis (3viesos dozé: 18 J/cm?) pailgéjo iki 7 val. Stipresné $viesos dozé (30
Jlcm?) sulaiké lasteliy ataugima maziausiai 26 val. (véliau matavimai nebeatlikti), tai gali

reiksti, kad po tokio poveikio bakterijos buvo visiskai sunaikintos.
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Remiantis jau aprasytais duomenimis, tiek fotosensibilizacijos, tiek fotokatalizés
procese antibakteriniam poveikiui itin svarbios reaktyvios deguonies riiSys (ROS). Siekiant
jvertinti jy poveikj atliktas tyrimas naudojant ROS gesikl] — L-histiding. 3.5 A pav. gauti
rezultatai rodo, kad i$ tiesy ROS jtaka Siems antimikrobiniams metodams yra svarbi (p=0,000;
statistiné analizé pateikta 3 priede), taciau tai ne vieninteliai jy veikimo mechanizmai.
Vykdant fotokatalizg, suriSus ROS apsaugomi 1,91 — 2,82 log ksv/ml E. coli, o
fotosensibilizacijos metu ~0,37 log ksv/ml. Taciau vertinant Siuos rezultatus reikty atkreipti
démesj, kad fotoaktyvuotos ZnO nanodalelés sunaikina 7 log ksv/ml, o Chl-photo tik 1,35 log
ksv/ml bakterijy.

Kito eksperimento metu buvo nustatinéjama, ar jmanoma pasiekti geresnj Chl-photo
antibakterinj poveikj didinat Chl koncentracija. Rezultatai, pateikti 3.6 A pav. jrodo, kad
antimikrobinio poveikio efektyvumas priklauso nuo fotosensibilizatoriaus koncentracijos
(p=0,000), tagiau iki tam tikros ribos. I§ pradziy, padidinus Chl koncentracijg nuo 1,5x10° M
iki 5x10° M sunaikinama 0,41 log ksv/ml daugiau bakterijy. Toliau didinant koncentracijg iki
1,5x10* M antimikrobinio poveikio efektyvumas padidéja dar 0,46 log ksv/ml ir galiausiai
5x10* M koncentracija leidzia sunaikinti 1,76 log ksv/ml E. coli bakterijy. Akivaizdu, kad
skirtumas tarp 1,5x10* M ir 5x10* M yra vos 0,22 log ksv/ml, todél dar labiau didinant
koncentracija tikétina, kad antimikrobinio poveikio pagerinti nepavykty. Tai matyti ir

statistinéje analizéje, pateiktoje 4 priede.

76

7.4 4
7:2 i
7.0
6,8 i
6,6 —
64
62
6,0 i

E. coli kiekis, log, , ksv/ml

5,8 -
5,6 -
0,0 T,

T T T v T T T g
0 100 200 300 400 500

o\

Chl koncentracija, uM

3.6 pav. A — Chl-photo antibakterinio poveikio pries E. coli priklausomybé nuo Chl
koncentracijos; E. coli fluorescencinés mikroskopijos nuotraukos: B — nepaveikty

(kontroliniy); C — paveikty Chl-photo

3.6 B—C pav. matome, kad po poveikio Chl-photo didZioji E. coli dalis i§gyvena.
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Kitas Chl-photo antimikrobinio poveikio pagerinimo budas — inkubacijos laiko
pailginimas siekiant, kad kuo daugiau Chl molekuliy sgveikauty su bakterijy pavirSiumi.
Eksperimento metu tirti 2 inkubacijos laikai — 15 min ir 60 min. Sgveikaujan¢iy molekuliy
Kiekis jvertintas fluorimetriSkai ir apskaiciuotas matematiskai, naudojant prie$ tai pasidaryta
kalibracing kreive (5 priedas).

3.7 pav. matome, kad tik nedidelé Chl molekuliy dalis sgveikauja su Igstelémis, o
dauguma Chl lieka supernatante. Pagal kalibracine kreive apskai¢iuota, kad po 15 min tik
~0,73 £ 0,03 pM (~7,1 proc.) Chl saveikauja su E. coli. Atlikus séjimus nustatyta, kad
tiriamajame méginyje yra 107 bakterijy, todél perskai¢iavus gauta, kad viena lgstelé
sgveikauja tik su ~5x10* g Chl. Supernatante like ~9,49 + 0,45 uM (~92,9 proc.) Chl. Ne
itin smarkiai rezultatai skiriasi ir po 60 min inkubacijos. Apskaiciuota, kad ~1,22 + 0,06 uM
(~12,7 proc.) Chl sgveikauja su lgstelémis (t.y. 8,3x10! g su viena lastele) ir ~8,42 + 0,4 uM
(~87,3 proc.) Chl molekuliy likusios supernatante.
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3.7 pav. E. coli Iasteliy ir supernatanto fluorescencijos intensyvumo spektrai: A — po 15 min

inkubacijos su Chl; B — po 60 min inkubacijos su Chl

Atsizvelgus | gautus rezultatus eksperimentuose naudota 60 min inkubacija su Chl.
Nuspresta, kad dar labiau ilginti inkubacijos laikg néra prasmés, nes 45 min ilgesné inkubacija
nedave didelio skirtumo.

Norint tiksliau nustatyti bakterijoms padaromos Zzalos pobiidj, pasitelktas SERS
metodas, leidziantis vandeninéje terpéje jvertinti molekuliy struktiira. EKsperimento metu
buvo wuzraSomi nepaveikty E. coli (kontrolés), paveikty Chl-photo arba paveikty
fotoaktyvuotomis ZnO nanodalelémis E. coli spektrai. Siekiant jvertinti tiriamyjy medziagy
itaka spektrams, buvo uZrasomi ir Chl bei ZnO nanodaleliy spektrai, be to, pavirSiaus

sustiprinimui naudojamy Ag nanodaleliy spektras. Visi rezultatai pateikti 3.8 pav.
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3.8 pav. E. coli, Chl-photo ir fotoaktyvuotomis ZnO nanodalelémis paveikty E. coli, ZnO
nanodaleliy, Chl ir Ag nanodaleliy SERS spektrai

Matyti, kad nei Ag, nei ZnO nanodalelés neturi juosty, galin¢iy turéti jtakos tiriamiyjy
meéginiy spektrams. Chl turi savo spektra, kadangi tai didelé molekulé, taciau dél
eksperimenty metu naudojamos itin nedidelés koncentracijos, gaunamas mazas SERS spektro
intensyvumas, todé¢l lgsteliy, paveikty Chl-photo spektras néra iSkreipiamas, nes jj uzgozia
bakterijy biomolekulés. Bakterijy spektre esantys amido pikai uzdengia didZiausius Chl pikus.

Su baltymy molekuliy vibravimu susijusios amido juostos matomos ties 1658 cm™,
1587 cm™, 1282 cm™, 1247 cm™. Dar keletas baltymy spektriniy juosty, susijusiy su ju
struktiriniais elementais, matomos ties 1417 cm, 1349 cm™, 1030 cm™, 1002 cm™, 960 cm™.
Daugiausiai lasteliy sienelése esanciy angliavandeniy ir lipidy spektrinés juostos matomos ties
1330 cm?, 978 cm?, 921 cm™, 875 cm™ ir 534 cm™. Taip pat keletas spektriniy juosty
priklauso nukleoriigitims ir aminoriigitims, aptinkamoms bakterijy lastelése — 1176 cm™,
1129 cm?, 808 cm?, 725 cm?, 715 cm™, 656 cm™ (Liu et al., 2017; Walter et al., 2011;
Sengupta et al., 2005).

Nors bakterijas paveikus fotoaktyvuotomis ZnO nanodalelémis ar Chl-photo
pagrindinés vibracinés juostos liko toks pacios, taciau galime matyti ir zZymiy skirtumy.
Vienas didZiausiy pasikeitimy po poveikio — intensyvaus piko atsiradimas ties 1050 cm™.
Tiesa, akivaizdu, kad po poveikio fotoaktyvuotomis ZnO nanodalelémis Sis pikas

intensyvesnis. Tai galéjo nulemti 2 dalykai: visy pirma, po poveikio Chl-photo nemaza dalis
bakterijy lieka gyvy (3.5 A, 3.6 C pav.), taigi, paveikty Iasteliy kiekis méginyje mazesnis, be
to, galima jtarti, kad fotoaktyvuoty ZnO nanodaleliy bakterijoms padaromos pazaidos yra
didesnés. Literatiros duomenimis, §i vibracin¢ juosta gali buti priskiriama CH2OH esancios
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C-O jungties deformacijos tipui — issitempimui (angl. stretching) Iastelés sienelés lipiduose
(Jia et al., 2015). Toks juostos atsiradimas nesunkiai paaiSkinamas — nepaveiktose bakterijose
membranos yra glaudZiai ,,supakuotos®, tac¢iau po poveikio, jas pazeidus ir dezintegravus,
sienelés lipidy fragmentai yra lengviau pasiekiami signalg stiprinanc¢ioms Ag nanodaleléms.
Dar vienas lipidams priskiriamas pikas, atsirades po poveikio, yra ties 1448 cm™ (Jia et al.,
2015). Taip pat po poveikio tiek su viena, tiek su kita tiriamgja medziaga iSnyko 2 su
angliavandeniais susije pikai — ties 875 cm™ ir 534 cm™ (lvleva et al., 2009). Tai rodo, kad
gali biiti pazeisti ir iSorinéje E. coli sieneliy puséje esantys lipopolisacharidai (1.2 pav.).

Nepaisant to, kad kai kurie lgstelése jvyke poky¢iai tiek po fotosensibilizacijos, tiek po
fotokatalizés yra vienodi, netriksta ir skirtumy tarp jy. Vienas ryskiausiy — po poveikio
fotoaktyvuotomis ZnO nanodalelémis i¥nyke pikai ties 715 cm™ ir 656 cm™, kurie po
fotosensibilizacijos tik sumazéjo. Pirmasis priskiriamas membranos lipidy C-N rySiui, antrasis
— aminoriigstims (COO") (Liu et al., 2017; Walter et al., 2011; Sengupta et al., 2005). Idomu
tai, kad po fotokatalizés nebeliko ir ties 1129 cm™ buvusio piko, siejamo su nukleoriigstimis
(Liu et al., 2017). Taip pat i¥nyko pikai, esantys ties 978 cm™ (lipidai) ir 960 cm™ (baltymai),
o itin iSaugo ties 1002 cm esantis pikas, priklausantis fenilalaninui (Walter et al., 2011; Liu
et al., 2009).

Po fotosensibilizacijos bakterijy SERS spektre sumaZéjo su baltymy vibracijomis
susijusi juosta ties 657 cm™, be to, j raudonos spalvos puse (link 1647 cm™) pasislinko amidui
priskiriama juosta, buvusi ties 1658 cm™ (Walter et al., 2011). Tai rodo, kad lastelése
vykstantys pokyciai yra susije su baltymy struktiiros pasikeitimais. Nepaisant pries tai minéty
piky, susijusiy su lipidais, po Chl-photo atsirado dar vienas, ties 1098 cm™ esantis pikas,
rodantis O-P-O jungties deformacija (Ivleva et al., 2009).

Sie poky¢iai leidzia suprasti, kad fotokatalizés ir fotosensibilizacijos sukeltos bakterijy
pazaidos yra panaSios, taCiau tikrai ne tokios pat, nes pazeidZiamos skirtingos lgsteliy

biomolekulés.

3.4.  Chlorofilinu indukuotos fotosensibilizacijos ir fotoaktyvuoty ZnO nanodaleliy

taikymas daiginty griidy mikrobiologinei saugai

Norint jvertinti metody efektyvumg in vivo buvo eksperimentuojama su griudais. Po
poveikio griudai jvertinti vizualiai (3.9 pav. deSingje). Kaip matome, ZnO nanodalelés neturi
jokio poveikio griidy spalvai ar strukttrai, o Chl suteikia tik neZymy, vos pastebima zalsva

atspalvj. Tiesa, dél to negalima naudoti itin dideliy Chl koncentracijy.
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3.9 pav. Antimikrobinis Chl-photo ir fotoaktyvuoty ZnO nanodaleliy poveikis pries nattraliai
daigintuose griduose esancias mezofilines bakterijas ir mikromicetus bei inokuliuotg E. coli;

desingje — vizualinis griidy jvertinimas po apdorojimo

Tiek Chl-photo, tiek veikimas fotoaktyvuotomis ZnO nanodalelémis reik§mingai
sumazina nattraliai griduose esanciy mezofiliniy bakterijy kiekj 2,47-2,66 log ksv/g
(p=0,000). Nei ZnO nanodalelés, nei Chl be $viesos nepasizymi tokiu dideliu antimikrobiniu
efektu. Mezofily kiekis apdorojus gradus Chl-photo arba fotoaktyvuotomis 2ZnO
nanodalelémis skiriasi nereikSmingai (p=1,000).

E. coli buvo inokuliuota ant kvie€iy ir kontroliniame méginyje jy kiekis sieké 5,65 log
ksv/g. Nei vienas Chl, nei vien §viesa neturéjo jokio poveikio E. coli (p=1,000). Nesvitintos
ZnO nanodalelés sunaikino 1,27 log ksv/g bakterijy. Jy antibakterinis poveikis prie§ E. coli
statistiSkai reikSmingai skiriasi nuo kontrolinio, S§viesos ir Chl (p=0,000). Kaip ir in vitro
méginiuose, fotoaktyvuotos ZnO nanodalelés sunaikino daug daugiau bakterijy (2,28 log
ksv/g) nei Chl-photo (1,22 log ksv/g).

Taip pat fotoaktyvuotos ZnO nanodalelés pasizyméjo ir geresniu antigrybeliniu
poveikiu — mikromicety kiekj sumazino 2,09 log ksv/g (p=0,000), kai Chl-photo poveikis —
tik 1,23 log ksv/g (p=0,001). Tarpusavyje lyginant Siuos 2 poveikius statistiskai reikSmingo
skirtumo néra (p=1,000). Nefotoaktyvuotos ZnO nanodalelés mikromicety kiekj sumazino
0,88 log ksv/g (p=0,000), o Chl (tamsiné kontrolé) ir tik Sviesa neturéjo jokio poveikio
mikroskopiniy gryby skai¢iui (p=1,000). Bendra statistiné analizé pateikta 6 priede.

Toliau, siekiant i$siaiSkinti antmikrobiniy metody jtaka gridy daigumui, 5 dienas po
apdorojimo buvo registruoti sudyge griidai (3.10 A pav.). Kontroliniy griidy daigumas po 5
dieny buvo 83,8 proc. Panasi situacija buvo ir su Sviesine bei Chl tamsine kontrolémis

(p=1,000 lyginant su kontrole). Jy daigumas buvo 84 proc. ir 83,4 proc. Siek tiek geriau dygo
39



vien ZnO nanodalelémis apdoroti griidai — po 5 d. buvo sudyge 89,7 proc. (p=0,589 lyginant
su kontrole). Pirmaja dieng ypa¢ dideliu daigumu pasizyméjo Chl-photo apdoroti grudai ir
sieké 21 proc., kai kitose grupése daigumas svyravo nuo 10,4 proc. iki 14,3 proc. Taciau jau
antrajg dieng fotoaktyvuotomis ZnO nanodalelémis apdoroti griidai pasirodé esantys daigesni
ir jau ketvirtaja dieng jy daigumas pasieké 100 proc. (p=0,000 lyginant su kontrole), o Chl-
photo apdoroty gridy daigumas po 5 dieny buvo 98,3 proc. (p=0,001 lyginant su kontrole).
Tarpusavyje lyginant fotoaktyvuoty ZnO nanodaleliy ir Chl-photo poveikj daigumui

reikSmingo skirtumo néra (p=1,000). Statistiné analiz¢ pateikta 7 priede.
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3.10 pav. A — sudygusiy grudy kiekis; B — Saknies ir daigo ilgiai po apdorojimo

Kontrolingje (nepaveiktoje) grupéje gridy saknies ir daigo ilgiai buvo 8,7 cm ir 3,8 cm
(3.10 B pav.). Tik sviesa (405 nm) neZymiai pailgino $aknies ilgj (9,6 cm) (p=1,000), o daigo
ilgis liko beveik toks pat (3,9 cm) (p=1,000). Dar ilgesnés buvo Chl tamsinés kontrolés griidy
Saknys ir daigai (10,3 cm ir 4,1 cm) (p=0,638 ir p=1,000). Tamsinés ZnO nanodaleliy ir Chl-
photo apdoroty gridy Sakny ilgiai buvo vienodi (13,1 cm) (p=0,000 lyginant su kontrole), o
daigy skyrési vos 0,1 cm, taciau lyginant su kontrole ZnO apdoroty daigy ilgiy skirtumas
statistiSkai reikSmingas (p=0,005), o Chl-photo — ne (p=0,078). Ilgiausios Saknys ir daigai
buvo sudygusiy gridy, paveikty fotoaktyvuotomis ZnO nanodalelémis (15,9 cm ir 6,2 cm),
kurie nuo kontroliniy gridy skyrési reikSmingai (p=0,000). Bendra statistiné analizé pateikta
8 priede.

Sie rezultatai rodo, kad tyrime naudoti antimikrobiniai metodai ne tik nekenkia, bet net
skatina grudy daiguma. Be to, fotosensibilizacijos ir fotokatalizés poveikis skatina grady

Sakny ir daigy augima.
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4. REZULTATU APTARIMAS

Grudai yra labai svarbus angliavandeniy ir skaiduly $altinis mtisy mityboje (Singh et al.,
2015), o daiginti grudai turi dar daugiau bioaktyviy Zzmogui naudingy medziagy (Gan et al.,
2017). Visgi mikrobiologiné jy kontrolé yra ypac svarbi, nes didelé dalis kvieciy yra uzkrésta
mikroskopiniais grybais (Figueroa et al., 2018) ir bakterijomis (Huang et al., 2016), o grudy
daiginimo sglygos yra ypac palankios mikroorganizmy dauginimuisi (Kince et al., 2017).

Svarbu rasti metodus, efektyviai mazinancius mikroorganizmy kiekius griiduose, bet
nekeiCian¢ius grudy fiziologiniy savybiy. Tiesa, dar viena didelé problema — rasti
antibakterinj metoda, kuriam, prieSingai nei antibiotikams, bakterijos negaléty jgauti
atsparumo. Sias savybes tenkinantys metodai — Chl-photo ir fotoaktyvuotos ZnO nanodalelés.
Kol kas néra duomeny dél mikroorganizmy atsparumo Chl-photo. Kadangi dauguma ligy
sukéléjy turi daugiau nei vieng hemo jsisavinimo kelig, atsparumo jgijimas porfirinams
(tokiems kaip Chl) yra mazai tikétinas (Kriiger et al., 2019). Zhang ir kiti (2018) atliko tyrima,
kurio metu nustatinéjo, ar E. coli jgyja atsparumg nanodaleléms. Gauti rezultatai rodo, kad,
nors kiekvieng dieng turédama kontakta su nanodalelémis, E. coli jgauna atsparumg dél
pasikeitusios bakterijos formos ir membraniniy baltymy ekspresijos, tafiau atsparumas
neilgalaikis ir po keliy dieny i$nyksta. Taigi, kol kas turimais duomenimis, mikroorganizmai
neturi ir mazai tikétina, kad gali jgauti atsparumg tyrime naudotoms medZziagoms.

Norint gauti geriausig rezultata, labai svarbu jsivertinti savo naudojamy medZziagy
fiziko-chemines savybes. Dirbant su nanodalelémis, viena svarbiausiy savybiy, galinCiy turéti
jtakos antimikrobiniam poveikiui, yra daleliy dydis, kadangi jrodyta, kad kuo maZesnés
dalelés, tuo didesnis antimikrobinis efektyvumas (Sirelkhatim et al., 2015). Eksperimenty
metu nustatyta, kad turimy daleliy dydis tiesiogiai priklauso ir nuo jy koncentracijos (3.2 B
pav.) bei nuo laikymo laiko (3.2 C pav.). Gauti rezultatai parod¢, kad dalelés vandeninéje
suspensijoje itin linkusios agreguotis, todé¢l buvo svarbu atrasti buda, kaip iSardyti
susidariusius agregatus nepakeiciant ZnO nanodaleliy savybiy. Vienas dazniausiai naudojamy
budy — ultragarsas (Sun et al., 2008). Visgi 3.3 pav. pavaizduoti rezultatai rodo, kad ilgesnis
nei 5 min ultragarsinimas nebeturi esminio skirtumo — rezultatai, gauti po 5 min, 10 min ir 15
min ultragarsinimo, yra labai panasis. Be to, taikant Sviesines technologijas, svarbu zinoti,
kokiag Sviesg geriausiai absorbuoja tiriamoji medZiaga. Nustatyta, kad ZnO nanodalelés
geriausiai sugeria 375 nm Sviesa. Tokius pat rezultatus gavo ir anksCiau tyrimus atlike

mokslininkai (Kairyte et al., 2013).
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Kita tiriamoji medziaga — Chl, taip pat linkusi agreguotis naudojant didesnes
koncentracijas (3.1 B pav.). Tai matyti ir fluorescencijos intensyvumo spektruose, nes jdéjus
detergento tritono X-100 pikas Siek tiek pasislenka j raudong spektro puse bei padidéja
fluorescencijos intensyvumo maksimumas — agreguotos Chl molekulés tampa
monomerinémis (Garab, 1998). Kaip ir ankstesniuose tyrimuose, 3.1 A pav. pateikti rezultatai
rodo, kad nepriklausomai nuo koncentracijos Chl §viesos absorbcijos pikas yra ties 405 nm
(Paskeviciute et al., 2019), o fluorescencija intensyviausia ties 660 nm (Buchovec et al.,
2017).

Vienas didZiausiy pavojy, susijusiy su grudais, yra jy uzkréstumas mikroskopiniais
grybais, ypa¢ Fusarium spp. (Tralamazza et al., 2016). Todél itin svarbu, kad antimikrobiniai
metodai, naudojami gridy kokybés gerinimui, pasizyméty ir antigrybeliniu veikimu. Nors
néra daug informacijos apie Chl-photo antigrybelinj mechanizmg, taciau nustatyta, kad
fotosensibilizacija — efektyvus metodas mikromicety naikinimui (Luksiene ir Brovko, 2013).
Tai matyti ir 3.4 A pav. Naudojant 5x10“ M Chl koncentracijg ir apsvitinus F. oxysporum
augimas pristabdomas 32,4 proc., 0 5x10° M Chl koncentracija su §viesa — net 50 proc.
Naudojant kitokius fotosensibilizatorius galima gauti daug didesnj efektyvumag — naudojant
5,1x10° M hematoporfirino dimetilo eterj (HPde) buvo pilnai sustabdyta Alternaria alternata
sporuliacija, o naudojant didesne koncentracija (7,1x107 M) ir Rhizopus oryzae bei Fusarium
avenaceum sporuliacija (Luksiene et al., 2005).

Nors mokslininkai abejojo dél ZnO nanodaleliy antigrybelinio poveikio (Sawai ir
Yoshikawa, 2004), ta¢iau 3.4 B pav. rodo, kad abejoti néra ko — 102 M ir 5x10° M
fotoaktyvuotos ZnO nanodalelés sustabdo F. oxysporum augimg 36 proc. ir 52,2 proc. He ir
kiti (2011) nustaté, kad 70 + 15 nm dydzio ZnO nanodalelés (koncentracija: 1,2x102 M)
sustabdo Botrytis cinerea augima 80 proc., o Penicillium expansum 91 proc. Nors seniau gauti
rezultatai geresni, taCiau reikia atsizvelgti, kad tirti skirtingi mikroorganizmai gali buti
skirtingai jautriis, be to, senesniame tyrime naudotos mazZesnio dydZio nanodalelés ir didesné
ju koncentracija, dél to geréja antimikrobinis nanodaleliy poveikis (Sirelkhatim et al., 2015).

Vertinant antibakterinj tiriamyjy metody efektyvumg nustatyta, kad E. coli galima
visiskai nuzudyti fotoaktyvuotomis ZnO nanodalelémis (103 M, 30 J/cm?), o tokia pat §viesos
dozé naudojant 1,5x10° M Chl-photo sunaikina tik 1,35 log ksv/ml bakterijy (3.5 A pav.).
Anksc¢iau atlikto tyrimo metu, prie§ patogening E. coli O157:H7 naudojant fotoaktyvuotas
ZnO nanodaleles, bakterijos buvo visiskai sunaikintos tik po 60 min inkubacijos, o salygos
kaip atliekant $j tyrimg leido sunaikinti tik Siek tiek daugiau nei 4 log ksv/ml (Kairyte ir
Luksiene, 2012). Visgi pastebéta, kad gramteigiamos bakterijos yra jautresnés ZnO

nanodaleliy poveikiui nei gramneigiamos bakterijos — buvo nustatyta, kad minimali
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inhibitoriné koncentracija gramteigiamoms bakterijoms (Staphylococcus aureus ir Bacillus
subtilis) yra ~64 pg/ml, o gramneigiamoms bakterijoms (E. coli ir Klebsiella aerogenes) —
~256 pg/ml (Kumar et al., 2017). Nors tikslus ZnO nanodaleliy veikimo mechanizmas néra
aiSkus, yra numanomi keli veikimo mechanizmai, padedantys sunaikinti mikroorganizmus:
ROS produkavimas ir Zn?* jonai (1.5 pav.). Eksperimenty metu tirtas ROS poveikis,
panaudojant L-histiding, suriSantj singletinj deguonj ir hidroksilo radikalg (Yu et al., 2003).
3.5 A pav. patvirtina ROS dalyvavima antimikrobiniame procese, kadangi L-histidinui juos
suriSus iSsaugoti 1,91 — 2,82 log ksv/ml E. coli (3.5 A pav.). Singletinis deguonis gali
susidaryti netiesiogiai i§ vandeniniy reakcijy ir sukelti membranos oksidacijg ir degradacija, o
hidroksilo radikalas yra reaktyviausias deguonies darinys (ROS), nes geba greitai reaguoti su
organinémis biomolekulémis, jskaitant nukleoriigstis, lipidus, angliavandenius, baltymus,
DNR ir aminortgstis (Qi et al., 2017). Dél tokiy pazaidy E. coli buvo visiSkai sunaikinta ir
nebeataugo ilgiau nei para. Mazesné $viesos dozé (18 J/cm?) nesunaikino visy bakterijy (liko
1,55 log ksv/ml), o sukeltos pazaidos bakterijy ataugimg pristabdé 18 val. (3.5 A—B pav.)

Nedidelis Chl-photo antimikrobinis poveikis nestebina, nes E. coli yra gramneigiama
bakterija, kurios pavirS§iy supa tanki iSoriné membrana, nepraleidZianti antimikrobiniy
medziagy (Silhavy et al., 2010). Nors Sio darbo metu pavyko sunaikinti vos 1,35 log ksv/ml
E. coli, taciau prie§ gramteigiamg bakterijg Listeria monocytogenes Chl-photo poveikis yra
itin efektyvus ir sunaikina net 7 log ksv/ml bakterijy (Luksiene et al., 2010). Kaip jau minéta
anksciau, fotosensibilizacijos antimikrobinis poveikis pagrjstas susidariusiomis ROS (Baptista
et al., 2017). 3.5 A pav. matyti, kad panaudojus L-histiding dalis bakterijy apsaugoma nuo
zuties. Kadangi L-histinas surisa tiek singletin; deguonj, tiek hidroksilo radikalg, galima jtarti,
kad paveikus Chl-photo bakterijose vyksta abiejy tipy reakcijos (1.1 pav.). Jau anksCiau
patvirtintas faktas dél 2 tipo reakcijy panaudojant singletinj deguonj, suriSant] natrio azida
(Buchovec et al., 2017), ta¢iau pirmo tipo reakcijos dar nebuvo nustatytos.

Siekiant padidinti antibakterinj Chl-photo veikimg, buvo bandoma padidinti Chl
koncentracija. 3.6 pav. pateikti rezultatai rodo, kad antibakterinis Chl-photo priklauso nuo Chl
koncentracijos ir naudojant 5x10*% M Chl galima pasiekti 1,76 log ksv/ml bakterijy
dezaktyvacijg. Ankstesniy tyrimy metu buvo jrodyta, kad antibakterinis Chl-photo poveikis
priklauso nuo Sviesos dozés ir inkubacijos laiko (Buchovec et al., 2017), ta¢iau tik dabar
nustatyta, kad jtakos turi ir Chl koncentracija.

Yra Zinomi 3 pagrindiniai lgsteliy ir fotosensibilizatoriy saveikos bidai:
fotosensibilizatorius  gali  nesgveikauti su  bakterijomis, saveikauti su Dbakterijy
ekstralgstelinémis struktiiromis arba patekti j bakterijy vidy ir po fotosensibilizacijos sukelti

negrjztamas pazaidas (Brovko, 2010). 3.7 pav. rezultatai rodo, kad vos 7,1-12,7 proc.
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(priklausomai nuo inkubacijos laiko) viso Chl sgveikauja su lgstelémis, o likes licka
supernatante. Tai pagrindzia literatiros duomenys, nes anijoniniai fotosensibilizatoriai
dazniausiai su bakterijomis sgveikauja elektrostatinémis jégomis, susidariusiomis tarp jy ir
bakterijy lasteliy sieneliy divalentiniy katijony (Mg?*, Ca?"), o ne patenka j lasteliy vidy
(Alves et al., 2014). D¢l to pagerinti antimikrobinio Chl-photo veikimo ilginant inkubacijos
laika nejmanoma, nes Chl molekuléms nereikia daugiau laiko patekti j lasteliy vidy, kadangi
sgveika vyksta i$ iSorés. Mazas sgveikaujantis su bakterijomis Chl molekuliy kiekis paaiSkina
ir nedidel;j antibakterinj Chl-photo poveikj (3.5 A pav.), kadangi jrodyta, jog norint sutrikdyti
bakterijy membranos funkcija, biitinas salytis tarp fotosensibilizatoriaus ir bakterijos (Bacellar
etal., 2018).

Tiriamyjy metody padarytos pazaidos buvo nustatinéjamos SERS metodu (3.8 pav.).
Nenuostabu, kad E. coli SERS spektro vibracinés juostos daugeliu atzvilgiy sutampa su
biologiniy audiniy ir lasteliy (Talari et al., 2015). Gauti spektrai rodo, kad nors kai kurie E.
coli pazeidimai yra panasts, taCiau tarp fotokatalizés ir fotosensibilizacijos yra nemazai
skirtumy. Lyginant kontroliniy E. coli ir bakterijy po Chl-photo spektrus matyti, kad
pagrindiniai skirtumai yra susije su lasteliy sienelése esanc¢iomis biomolekulémis — lipidais
(pikai ties 1448 cm™, 1098 cm™, 1050 cm™) ir lipopolisacharidais (pikai ties 875 cm™ ir 534
cm™). Tai patvirtina teorija, kad Chl su bakterijomis saveikauja tik i§ iSorés ir nepatenka j
lasteliy vidy. Tokios pat iSvados buvo padarytos ir anksciau nustacius lasteliy membrany
pazaidas ir morfologijos pasikeitimus, kai po membrany dezintegracijos ir padidéjusio
pralaidumo j iSor¢ patenka vidulasteliniai lasteliy komponentai (Buchovec et al., 2017). Dar
vienas jdomus pasikeitimas po Chl-photo — amido piko pasislinkimas nuo 1658 cm™ iki 1647
cm™. Tai gali rodyti, kad pavykus paZeisti iSorine membrang Chl-photo paveikia amidines
jungtis, esancias lipoproteinuose, prisijungusiuose prie peptidoglikano sluoksnio (Hantke ir
Braun, 1973).

Daug jvairesni pokyciai lgstelése jvyko po bakterijy apdorojimo fotoaktyvuotomis ZnO
nanodalelémis. Po poveikio atsiranda tie patys (taciau didesnio intensyvumo) pikai, susij¢ su
lastelés sienelés lipidais (1448 cm™, 1050 cm™) ir lipopolisacharidais (875 cm™ ir 534 cmY),
kurie galimai susij¢ su ZnO nanodaleliy sgveika su lipidais (Anitha et al., 2018) ir susidariusiu
elektrostatiniu rySiu tarp bakterijy ir ZnO nanodaleliy (Stoimenov et al., 2002). Be to, iSnyksta
5 vibracinés juostos, priskiriamos lipidy C-N rysiui (715 cm™), lipidams (978 cm™),
baltymams (960 cm™), aminoriigs¢iy COO™ grupei (656 cm™) ir nukleoriigstims (1129 cm™),
o suintensyvéja pikas, priskiriamas fenilalaninui (1002 cm™) (Liu et al., 2017; Walter et al.,
2011; Sengupta et al., 2005). Tai gali buti susij¢ su likusiais ZnO nanodaleliy antimikrobinio

veikimo mechanizmais: lasteliy internalizacija, Zn?" jony islaisvinimu ir ROS produkavimu
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(Sirelkhatim et al., 2015). Akivaizdu, kad pagrindinis skirtumas tarp Chl-photo ir ZnO
nanodaleliy indukuotos fotokatalizés antimikrobinio veikimo mechanizmy yra sgveikos su
bakterija vieta: Chl bakterijas veikia tik iSoriSkai, paZeisdamas lgstelés membranos
vientisumg, o ZnO bakterijas pazeidzia ne tik iSoriskai, bet ir i$ vidaus, todé¢l jo sukeliamos
pazaidos didesnés ir antimikrobinis veikimas efektyvesnis.

Maisto pramonéje ir zemdirbystéje naudojami metodai turi buti itin gerai iStirti, nes
svarbu ne tik sunaikinti zalg kelian¢ius mikroorganizmus, bet ir nepazeisti paciy produkty,
iSsaugoti jy savybes. Jprastai maisto pramonéje naudojamas terminis apdorojimas netinka
griidy mikrobiologinei saugai uztikrinti, nes pakenkia griido dygimo procesams. Nepaisant to,
bandoma ieskoti terminio apdorojimo alternatyvy. Vienas jy — pasterizavimas superkarstais
garais (angl. superheated steam pasteurization), kurio metu garams kondensuojantis maisto
pavirSiuje daug Silumos perduodama maistui ir dél to labai greitai pakyla pavirSiaus
temperattira. Atlikto tyrimo metu buvo parodyta, kad 80 s kvieCius veikiant 110 °C
temperattiros garais bendrg bakterijy skaiciy galima sumazinti ~3 log, pelésiniy gryby ~ 2 log
ir Bacillus spp. ~0,3 log (Hu et al., 2016). Akivaizdu, kad metodas néra labai efektyvus pries
sporinius mikroorganizmus. Be to, nebuvo tirta, kokia jtakg terminis apdorojimas turi grady
technologinéms, fiziologinéms ir mitybinéms savybéms.

Inovatyviis neterminio apdorojimo metodai — chlorofilino indukuota fotosensibilizacija
ir fotoaktyvuotos ZnO nanodalelés — panaudoti Siame darbe, zZymiai efektyvesni: Chl-photo
poveikis nuo griiddy pavirSiaus sunaikino 2,66 log ksv/g mezofiliniy bakterijy, 1,22 log ksv/g
E. coli ir 1,23 log ksv/g mikromicety, o fotoaktyvuoty ZnO nanodaleliy poveikis buvo dar
geresnis ir visy mikroorganizmy sumazino daugiau nei 2 log ksv/g (3.9 pav.). Apdorojimas
neturéjo vizualiai matomo poveikio griidy i$vaizdai. Dar vienas neterminis apdorojimo
metodas — Salta plazma, kuria 3 min ir 5 min apdorojus s¢jamuosius avinzirnius, natirali
gridy mikrobiota buvo sumazinta atitinkamai 1 log ksv/g ir 2 log ksv/g (Mitra et al., 2014).
Gauti rezultatai ne tokie geri kaip Siame tyrime, be to, nebuvo jvertintas mikromicety
jautrumas Saltai plazmai, nors jie yra pagrindinis gridy rizikos Saltinis.

Daug susidoméjimo kelia natiirallis griidy apdorojimo metodai, kaip, pvz., eteriniai
aliejai. Tiesioginis kvieciy veikimas Ciobreliy eteriniu aliejumi gali net iki 85 proc. sumazinti
grudy uzterStumg mikroskopiniais grybais, taciau tokia koncentracija stabdo griidy dygima.
Vien 0,05 proc. eterinio aliejaus koncentracija sumazina daigumo lygj ~50 proc. (Anzlovar et
al., 2017). Maza to, paveikus kviecius rozmarino ir raudonélio eteriniais aliejais reikSmingai
sutrumpéjo Saknies ir daigo ilgiai — kuo didesné eterinio aliejaus koncentracija naudota, tuo

stipresnis poveikis (Atak et al., 2016).
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Tuo tarpu Salta plazma apdoroti s¢jamieji avinZzirniai net 89,2 proc. geriau ir 2,7 d.
grei¢iau sudygo nei kontroliniai (Mitra et al., 2014). Lyginant su kontroliniais griidais, Chl-
photo apdoroty gridy daigumas padidéjo 14,5 proc., o fotoaktyvuotomis ZnO nanodalelémis
— 16,2 proc. (3.10 A pav.). Be to, fotoaktyvuotomis ZnO nanodalelémis apdoroti gridai 100
proc. daigumg pasieké jau 4 diena, o likusiy grupiy gridai daiginti 5 dienas. 5,9 proc. geresnis
daigumas pastebétas vien ZnO nanodalelémis apdorojus gridus. Geresnis griidy daigumas
gali biti susijes su sumazéjusiu mikroorganizmy kiekiu po apdorojimo (Khanzada et al.,
2002), kadangi visi 3 metodai, pagering gridy daigumg, reikSmingai sumazino
mikroorganizmy kiekj ant gridy pavirsiaus (3.9 pav.).

Panasts rezultatai gauti ir lyginant sudygusiy grudy Sakny bei daigy ilgius. Vien Sviesa
apdoroty kvieciy daigai ir Saknys buvo 0,3 mm ir 1,6 mm ilgesni lyginant su kontroline grupe.
Sviesa padeda stimuliuoti fenoliy produkcija, o pastarieji yra ypaé svarbiis augalams (Xiang et
al.,, 2017). Chl (be Sviesos) apdoroty griidy daigai ir Saknys taip pat buvo ilgesni nei
kontroliniai (0,1 mm ir 0,9 mm). Toks efektas galéjo buti gautas dél chlorofilo reik§més gridy
brendimui (Rosidah ir Hilhorst, 2017), kadangi Chl yra chlorofilo darinys (Nagini et al.,
2015). Kad ZnO nanodalelémis (be ir su $viesa) apdoroty griidy Saknys ir daigai buvo ilgiausi
(15,9 mm ir 6,2 mm) nestebina, kadangi cinkas yra biitinasis mikroelementas tick zmonéms,
tiek ir augalams. Anksciau atlikto tyrimo metu taip pat pageréjo ZnO junginiais (tarp jy ir
nanodalelémis) apdoroty Zemes rieSuty daigumas (iki 13,7 proc.), Saknies (6,79 cm) ir daigo

(iki 5,6 cm) ilgiai (Prasad et al., 2012).
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5. ISVADOS

1. Tiek chlorofilinu indukuota fotosensibilizacija, tick ZnO nanodaleliy indukuota

fotokatalizé pasizymi antimikrobiniu poveikiu, nors prie§s Escherichia coli efektyviau

veikia fotoaktyvuotos ZnO nanodalelés:

a)

b)

10° M fotoaktyvuotos ZnO nanodalelés sunaikino 7 log ksv/ml E. coli, o
1,5x10° M Chl-photo — 1,35 log ksv/ml. Nedidelio Chl-photo antibakterinio
veikimo prie§ E. coli priezastis ta, kad Chl sgveika su Igstele neintensyvi
(8,3x10! g Chl/lasteléje);

fotoaktyvuotos ZnO nanodalelés Fusarium oxysporum augimg pristabdé 36
proc. (10 M) ir 52,2 proc. (5x10° M), o po fotosensibilizacijos pasiekta 32,4
proc. (5x10™* M) ir 50 proc. (5x10° M) inhibicija.

2. Fotosensibilizacijos ir fotokatalizés veikimo mechanizmai ir lgsteléms padaromos

pazaidos turi panaSumy ir skirtumy:

a)

b)

abiejy poveikiy atveju dalyvauja reaktyvios deguonies riisys (ROS): naudojant
ROS gesikli L-histiding antimikrobinis fotosensibilizacijos efektyvumas
sumazéjo ~0,37 log ksv/ml, o fotokatalizés — 1,91-2,82 log ksv/ml,;

po fotosensibilizacijos E. coli SERS spektre pakito su lgstelés sienelés lipidais
ir lipopolisacharidais siejamos juostos, todél galima daryti prielaidg, kad Chl
su bakterijomis sgveikauja tik iSoriSkai, pazeisdamas membrany vientisumg.
Po fotokatalizés SERS spektre pakito lipidy, lipopolisacharidy, baltymy,
aminortigsciy ir nukleorigs¢iy juostos, todél galimai jos bakterijas veikia ne tik

iSoriskai, bet ir pazeisdamas vidulastelines struktiras.

3. Abu metodai veiksmingai sumazino kvieciuose esan¢iy mikroorganizmy kiekius bei

pagerino jy daiguma bei augima:

a)

b)

Fotosensibilizacijos poveikis sunaikino 2,66 log ksv/g mezofiliniy bakterijy,
1,22 log ksv/g E. coli ir 1,23 log ksv/g mikroskopiniy gryby, o fotokatalizés
poveikis — 2,47 log ksv/g mezofiliniy bakterijy, 2,28 log ksv/g E. coli ir 2,09
log ksv/g mikromicety;

Po fotosensibilizacijos griidy daigumas pageréjo 14,5 proc., Sakny ir daigy
augimas — 51 proc. ir 20,7 proc., o fotokatalizé¢ dygima pagerino 16,2 proc. o
Sakny ir daigy ilgius — 83,5 proc. ir 62,5 proc.
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Magistro baigiamasis darbas

Fotosensibilizacija ir fotokatalizé: palyginamieji antimikrobinio efektyvumo, poveikio

mechanizmo ir daiginty gridy mikrobiologinés kontrolés tyrimai

SANTRAUKA

Sunkiai kontroliuojama daiginty griidy mikrobiologiné tarSa yra aktuali problema
visame pasaulyje. Sio darbo tikslas buvo palyginti dviejy inovatyviy neterminiy
mikrobiologinés kontrolés biidy — fotosensibiliacijos (su chlorofilinu) ir fotokatalizés (Su ZnO
nanodalelémis) antimikrobinio efektyvumo rodiklius, poveikio mechanizmg bei galimybes
pritaikyti Siuos metodus mikrobiologinei daiginty griidy saugai padidinti.

Nustatyta, kad abu metodai efektyviai veikia pries Fusarium oxysporum (augimo
sulétinimas iki 52,2 proc. priklausomai nuo koncentracijos), tuo tarpu Escherichia coli
inaktyvacija daug efektyvesné po fotokatalizés (102 M, 30 Jicm?, 7 log ksv/ml) nei po
fotosensibilizacijos (1,5x10° M, 30 J/lcm? 1,35 log ksv/ml). Antimikrobinio veikimo
mechanizmas taip pat skirtingas: chlorofilinas su bakterijomis saveikauja tik i$ iSorés,
pazeisdamas lasteliy sienele, o fotoaktyvuotos ZnO nanodalelés ne tik veikia iSoring bakterijy
membrang, bet galimai ir prasiskverbia | vidy, internalizuojasi lgstelése ir pazeidzia
vidulastelines strukttras. Nepaisant to, abiejy poveikiy atveju reaktyviis deguonies dariniai
ardo biomolekules. SERS spektry analizé parodé, kad abiem atvejais E. coli pazeidziami
lipidai, angliavandeniai ir baltymai, taciau tos pazaidos skirtingos.

Paveikus griidus fotokatalize (10° M ZnO nanodaleliy, 18 J/cm?), mezofily
populiacija grady pavirSiuje sumazéjo 2,74 log ksv/g E. coli — 2,28 log ksv/g, mikromicety —
2,09 log ksv/g. Po fotosensibilizacijos poveikio (5x10* M Chl; 18 J/cm?) iy mikroorganizmy
skaiCius sumazéjo atitinkamai 2,66 log ksv/g, 1,22 log ksv/g ir 1,23 log ksv/g. Be to, abu

metodai pagerino gridy daigumag (14,5-16,2 proc. lyginant su kontrole), taciau fotokatalizé
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rySkiau skatino Sakny ir daigy augima (lyginant su kontrole pailgéjo 83,5 proc. ir 62,5 proc.)
negu fotosensibilizacija (51 proc. ir 20,7 proc.).

Nepaisant to, kad $is darbas yra pirmas, kuriame bandoma pritaikyti fotosensibilizacija
ir fotokatalize daiginty griidy mikrobiologinei kontrolei ir dar daug tyrimy turi bati atlikta
ateityje, gauti rezultatai teikia viléiy, kad Sie metodai galés konkuruoti su egzistuojanciais

daiginty griidy mikrobiologinés saugos metodais.
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SUMMARY

The microbiological contamination of germinated seeds is a serious problem
worldwide. The aim of this work was to compare the two innovative non-thermal
microbiological control methods (chlorophyllin based photosensitization and photocatalysis
with ZnO nanoparticles), evaluating antimicrobial efficacy, the mechanism of action and
possibilities to apply these methods to increase microbiological safety of germinated seeds.

Both methods have been shown to be effective against Fusarium oxysporum (growth
delay up to 52.2% depending on concentration), whereas photocatalysis (102 M, 30 J/cm?; 7
log CFU/mI inactivation) is much more effective than photosensitization (1.5x10° M, 30
Jiem?; 1.35 log CFU/ml inactivation) in inactivating Escherichia coli. The mechanism of
antimicrobial action is also different: chlorophyllin with bacteria interacts only externally,
violating the cell wall, and photoactivated ZnO nanoparticles not only affect the outer
membrane of bacteria, but possibly penetrate inside, internalize cells and damage intracellular
structures. Nonetheless, for both methods, reactive oxygen species are the main instruments to
destroy biomolecules. The analysis of SERS spectra showed that in both cases, E. coli is
affected by lipids, carbohydrates and proteins, but the damage is different.

After photocatalysis (10 M ZnO nanoparticles, 18 J/cm?), the mesophilic bacteria on
the seeds surface decreased by 2.74 log CFU/g, E. coli - 2.28 log CFU/g, micromycetes - 2.09
log CFU/g. After photosensitization (5x10* M Chl; 18 J/icm?), the number of these
microorganisms decreased by 2.66 log CFU/g, 1.22 log CFU/g and 1.23 log CFU/qg,
respectively. In addition, both methods have improved seeds germination (14.5-16.2%

compared to control), but photocatalysis has led to more pronounced growth of roots and

60



shoots (compared to control with 83.5% and 62.5%) than photosensitization (51% and
20.7%).

Despite the fact that this work is the first attempt to apply photosensitization and
photocatalysis for microbiological control of germinated seeds and a lot of research must be
done in the future, the results are promising. May be, these methods will be able to compete
with existing microbiological methods for germinated cereals in the future.
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1 priedas. Fusarium oxysporum inhibicijos blokuoty duomeny dispersinés analizés rezultatai

Measure: MEASURE 1

Pairwise Comparisons

() Salygos  (J) Salygos Mean Std. Error | Sig. 95% Confidence Interval for
Difference (I-J) Difference®
Lower Bound Upper Bound
Light .239 1.092( 1.000 -3.707 4.185
Chl (0,005 M) 2.486 1.092( 1.000 -1.460 6.432
Chl (0,0005 M) + light 15.529" 1.092 .000 11.584 19.475
Chl (0,005 M) + light 30.510" 1.092 .000 26.564 34.456
Control ZnO (0,001 M) 3.686" .997 .040 .084 7.288
ZnO (0,001 M) + light 21.098" .935 .000 17.719 24.477
Zn0O (0,005 M) 15.478" 1.092 .000 11.533 19.424
ZnO (0,005 M) + light 31.137" 1.092 .000 27.191 35.083
Control -.239 1.092| 1.000 -4.185 3.707
Chl (0,005 M) 2.247 1.261| 1.000 -2.309 6.803
Chl (0,0005 M) + light 15.290" 1.261 .000 10.734 19.846
Light Chl (0,005 M) + light 30.271" 1.261 .000 25.714 34.827
ZnO (0,001 M) 3.447 1.179 .268 -.815 7.709
ZnO (0,001 M) + light 20.859" 1.128 .000 16.784 24.934
ZnO (0,005 M) 15.239" 1.261 .000 10.683 19.796
ZnO (0,005 M) + light 30.898" 1.261 .000 26.342 35.454
Control -2.486 1.092( 1.000 -6.432 1.460
Light -2.247 1.261| 1.000 -6.803 2.309
Chl (0,0005 M) + light 13.043" 1.261 .000 8.487 17.599
Chl (0,005 Chl (0,005 M) + light 28.024" 1.261 .000 23.467 32.580
M) ZnO (0,001 M) 1.200 1.179] 1.000 -3.062 5.462
ZnO (0,001 M) + light 18.612" 1.128 .000 14.536 22.687
ZnO (0,005 M) 12.992" 1.261 .000 8.436 17.548
ZnO (0,005 M) + light 28.651" 1.261 .000 24.095 33.207
Control -15.529" 1.092 .000 -19.475 -11.584
Light -15.290" 1.261 .000 -19.846 -10.734
Chl (0,005 M) -13.043" 1.261 .000 -17.599 -8.487
Chl (0,0005 Chl (0,005 M) + light 14.980" 1.261| .000 10.424 19.537
M) + light ZnO (0,001 M) -11.843" 1.179 .000 -16.105 -7.581
ZnO (0,001 M) + light 5.569" 1.128 .002 1.493 9.644
ZnO (0,005 M) -.051 1.261| 1.000 -4.607 4.505
ZnO (0,005 M) + light 15.608" 1.261 .000 11.052 20.164
Chi (0,005 C'ontrol -30.510: 1.092 .000 -34.456 -26.564
M) + light Light -30.271 1.261 .000 -34.827 -25.714
Chl (0,005 M) -28.024" 1.261 .000 -32.580 -23.467
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Chl (0,0005 M) + light -14.980" 1.261| .000 -19.537 -10.424
ZnO (0,001 M) -26.824" 1.179( .000 -31.086 -22.561
ZnO (0,001 M) + light -9.412° 1.128( .000 -13.487 -5.336
ZnO (0,005 M) -15.031" 1.261( .000 -19.588 -10.475
ZnO (0,005 M) + light 627 1.261| 1.000 -3.929 5.184
Control -3.686" .997| .040 -7.288 -.084
Light -3.447 1.179| .268 -7.709 815
Chl (0,005 M) -1.200 1.179| 1.000 -5.462 3.062
ZnO (0,001  Chl (0,0005 M) + light 11.843" 1.179| .000 7.581 16.105
M) Chl (0,005 M) + light 26.824 1.179| .000 22.561 31.086
ZnO (0,001 M) + light 17.412° 1.036( .000 13.668 21.155
ZnO (0,005 M) 11.792" 1.179| .000 7.530 16.054
ZnO (0,005 M) + light 27.451" 1.179] .000 23.189 31.713
Control -21.098" 935 .000 -24.477 -17.719
Light -20.859" 1.128| .000 -24.934 -16.784
Chl (0,005 M) -18.612" 1.128( .000 -22.687 -14.536
ZnO (0,001  Chl (0,0005 M) + light -5.569" 1.128| .002 -9.644 -1.493
M) +light ~ Chl (0,005 M) + light 9.412° 1.128| .000 5.336 13.487
ZnO (0,001 M) -17.412" 1.036| .000 -21.155 -13.668
ZnO (0,005 M) -5.620° 1.128| .002 -9.695 -1.544
ZnO (0,005 M) + light 10.039" 1.128 [ .000 5.964 14.114
Control -15.478" 1.092| .000 -19.424 -11.533
Light -15.239" 1.261| .000 -19.796 -10.683
Chl (0,005 M) -12.992" 1.261| .000 -17.548 -8.436
ZnO (0,005 Chl (0,0005 M) + light .051 1.261| 1.000 -4.505 4.607
M) Chl (0,005 M) + light 15.031" 1.261| .000 10.475 19.588
ZnO (0,001 M) -11.792" 1.179| .000 -16.054 -7.530
ZnO (0,001 M) + light 5.620" 1.128| .002 1.544 9.695
ZnO (0,005 M) + light 15.659" 1.261| .000 11.103 20.215
Control -31.137" 1.092( .000 -35.083 -27.191
Light -30.898" 1.261| .000 -35.454 -26.342
Chl (0,005 M) -28.651" 1.261| .000 -33.207 -24.095
ZnO (0,005 Chl (0,0005 M) + light -15.608" 1.261| .000 -20.164 -11.052
M) +light  Chl (0,005 M) + light -.627 1.261( 1.000 -5.184 3.929
ZnO (0,001 M) -27.451" 1.179( .000 -31.713 -23.189
ZnO (0,001 M) + light -10.039" 1.128( .000 -14.114 -5.964
ZnO (0,005 M) -15.659" 1.261[ .000 -20.215 -11.103

Based on estimated marginal means

*. The mean difference is significant at the ,05 level.

b. Adjustment for multiple comparisons: Bonferroni.
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2 priedas. Naudojamy metody antibakterinio poveikio pries E. coli palyginimas

ANOVA
E.coli_kiekis
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 1015560148663686,000 2 507780074331843,200 130,565 ,000
Within Groups 703929100168360,100 181 3889111050653,923
Total 1719489248832046,000 183

Multiple Comparisons
Dependent Variable: E.coli_kiekis

Bonferroni
N (@) Mean Difference Std. Error Sig. 95% Confidence Interval
Fotosensibil Fotosensibil (1-3) Lower Bound Upper Bound
izatorius izatorius
_ chl 6504405,55556" | 689446,00592 ,000 4838403,7970 | 8170407,3141
rontrolé ZnO 9738944,85490" | 691286,98652 ,000 8068494,4856 | 11409395,2242
chi Kontrolé -6504405,55556" | 689446,00592 ,000( -8170407,3141 | -4838403,7970
Zn0O 3234539,29935" | 298272,68172 ,000 2513782,6222 | 3955295,9765
Kontrolé -9738944,85490" | 691286,98652 ,000| -11409395,2242 | -8068494,4856
Zno Chl -3234539,29935" | 298272,68172 ,000 -3955295,9765 | -2513782,6222

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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3 priedas. ROS jtakos E. coli kiekiui statistiné analizé

ANOVA
E.coli_kiekis
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 146249771433006,900 1 146249771433006,900 25,430 ,000
Within Groups 994943873103781,000 173 5751120653779,081
Total 1141193644536788,000 174
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4 priedas. Chlorofilino koncentracijos jtakos chlorofilinu indukuotos fotosensibilizacijos

antimikrobiniam poveikiui statistin¢ analizé

ANOVA
E.coli_kiekis log
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 5,932 4 1,483 650,047 ,000
Within Groups ,023 10 ,002
Total 5,955 14
Multiple Comparisons
Dependent Variable: E.coli_kiekis_log
Bonferroni
() (@) Mean Std. Error Sig. 95% Confidence Interval
Koncentracija Koncentracija | Difference (I-J) Lower Bound Upper Bound
mikroM mikroM
15,00 ,664050949" | ,038998904 ,000 ,52438003 ,80372187
50,00 1,071503943"| ,038998904 ,000 ,93183303 1,21117486
00 150,00 1,534379744"| ,038998904 ,000 1,39470883 1,67405066
500,00 1,757593457"| ,038998904 ,000 1,61792254 1,89726437
,00 -,664050949" | ,038998904 ,000 -,80372187 -,52438003
50,00 ,407452994" ,038998904 ,000 ,26778208 54712391
1500 150,00 ,870328795" | ,038998904 ,000 ,73065788 1,00999971
500,00 1,093542508"| ,038998904 ,000 ,95387159 1,23321342
,00 -1,071503943"| ,038998904 ,000 -1,21117486 -,93183303
15,00 -,407452994" ,038998904 ,000 -,54712391 -,26778208
50.00 150,00 ,462875801" | ,038998904 ,000 ,32320488 ,60254672
500,00 ,686089514" | ,038998904 ,000 ,54641860 ,82576043
,00 -1,534379744" ,038998904 ,000 -1,67405066 -1,39470883
15,00 -,870328795" ,038998904 ,000 -1,00999971 -,73065788
150,00 50,00 -,462875801" | ,038998904 ,000 -,60254672 -,32320488
500,00 ,223213713" ,038998904 ,002 ,08354280 ,36288463
,00 -1,757593457" ,038998904 ,000 -1,89726437 -1,61792254
15,00 -1,093542508" ,038998904 ,000 -1,23321342 -,95387159
50000 50,00 -,686089514" ,038998904 ,000 -,82576043 -,54641860
150,00 -,223213713" ,038998904 ,002 -,36288463 -,08354280

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Fluorescencijos intensyvumas, o.v.

5 priedas. Chlorofilino fluorescencijos kalibraciné kreivé

1000 -

800

600

400

Equation

y=a+b'

| Weight Instrumental
| Residual Sum 320,99525
of Squares
| Pearson's r =
Adj. R-Square 0,98198
| Value Standard Error
| Intercept 12,35647 16,77173
|B Slope 104,14105 4,69742
T T T T T T T
4 6 8 10

Chl koncentrac

ija, uM
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6 priedas.

Multiple Comparisons

Apdorojimo buido jtakos pries gridy mikroorganizmus statistiné analizé

Bonferroni
Dependent (1) ) Mean Difference (I-J) Std. Error Sig. 95% Confidence Interval
Variable Apdorojimas  Apdorojimas Lower Bound Upper Bound
Sviesa 935222,2222222221" | 193420,0818082479 | ,000 345412,730706481 | 1525031,713737963
chl 1104383,8383838383" | 181319,1154203140 | ,000 551474,676789331 | 1657292,999978345
Kontrole Chl+sviesa 1481001,1111111110" | 172444,8012351354 | ,000 955153,021397962 | 2006849,200824260
ZnO 1078944,4444444443" | 176567,5698014533 | ,000 540524,505888072 | 1617364,383000816
ZnO+sviesa 1479524,9682539680" | 211038,6109073445 | ,000 835990,053855326 | 2123059,882652610
Kontrole -935222,2222222221" | 193420,0818082479 | ,000 | -1525031,713737963 | -345412,730706481
chl 169161,6161616162 | 212948,5015186572 | 1,000 | -480197,262324818 818520,494648050
Sviesa Chl+sviesa 545778,8888888889 | 205445,0100519888 | ,149 -80699,064074332 | 1172256,841852109
ZnO 143722,2222222222 | 208917,5660106816 | 1,000 | -493344,840439996 780789,284884440
ZnO+sviesa 544302,7460317460 | 238762,9325836362 | ,390 | -183773,897010789 | 1272379,389074281
Kontrole -1104383,8383838383" | 181319,1154203140 | ,000 | -1657292,999978345 | -551474,676789331
Sviesa -169161,6161616162 | 212948,5015186572 | 1,000 | -818520,494648050 | 480197,262324818
chl Chl+sviesa 376617,2727272727 | 194095,1975844782 | ,851 | -215250,896920387 968485,442374933
ZnO -25439,3939393940 | 197767,1432718877 | 1,000 | -628504,686442743 577625,898563955
o ZnO+sviesa 375141,1298701299 | 229069,9271969890 | 1,000 | -323377,948492924 | 1073660,208233184
Mezoflal Kontrole -1481001,1111111110" | 172444,8012351354 | ,000 | -2006849,200824260 | -955153,021397962
Sviesa -545778,8888888889 | 205445,0100519888 | ,149 | -1172256,841852109 80699,064074332
Chl+sviesa chl -376617,2727272727 | 194095,1975844782 | ,851| -968485,442374933 215250,896920387
ZnO -402056,6666666667 | 189663,9945117247 | ,569 | -980412,456386090 176299,123052756
ZnO+sviesa -1476,1428571429 | 222111,7272956428 | 1,000 | -678777,091710013 675824,805995727
Kontrole -1078944,4444444443" | 176567,5698014533 | ,000 | -1617364,383000816 | -540524,505888072
Sviesa -143722,2222222222 | 208917,5660106816 | 1,000 | -780789,284884440 | 493344,840439996
ZnO Chl 25439,3939393940 | 197767,1432718877 | 1,000 | -577625,898563955 628504,686442743
Chl+sviesa 402056,6666666667 | 189663,9945117247 | ,569 | -176299,123052756 980412,456386090
ZnO+sviesa 400580,5238095239 | 225327,5762857706 | 1,000 | -286526,740085333 | 1087687,787704381
Kontrole -1479524,9682539680" | 211038,6109073445 | ,000 | -2123059,882652610 | -835990,053855326
Sviesa -544302,7460317460 | 238762,9325836362 | ,390 | -1272379,389074281 183773,897010789
ZnO+sviesa  Chl -375141,1298701299 | 229069,9271969890 | 1,000 | -1073660,208233184 323377,948492924
Chl+sviesa 1476,1428571429 | 222111,7272956428 | 1,000 | -675824,805995727 678777,091710013
Zn0O -400580,5238095239 | 225327,5762857706 | 1,000 | -1087687,787704381 286526,740085333
Sviesa 58787,8787878788 72298,2249411129 | 1,000 | -168966,758716612 286542,516292369
) chl 45454,5454545455 72298,2249411129 | 1,000 | -182300,092049945 273209,182959036
=col Kontrole Chl+sviesa 457221,2121212122" 56334,3230201268 | ,000 279756,228313376 634686,195929048
ZnO 454787,8787878788" 49890,5150334484 | ,000 297622,247465528 611953,510110230
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ZnO+sviesa 482760,1010101010" 49890,5150334484 | ,000 325594,469687750 639925,732332452

Kontrole -58787,8787878788 72298,2249411129 | 1,000 | -286542,516292369 168966,758716612

Chl -13333,3333333333 90630,6213042757 | 1,000 | -298838,880928377 272172,214261710

Sviesa Chl+sviesa 398433,3333333334" 78488,4204102700 | ,000 151178,276194638 645688,390472028
ZnO 396000,0000000000 73999,5924222967 | ,000 162885,696552749 629114,303447251

ZnO+sviesa 423972,2222222223" 73999,5924222967 | ,000 190857,918774971 657086,525669474

Kontrole -45454,5454545455 72298,2249411129 | 1,000 | -273209,182959036 182300,092049945

Sviesa 13333,3333333333 90630,6213042757 | 1,000 | -272172,214261710 298838,880928377

Chl Chl+sviesa 411766,6666666667" 78488,4204102700 | ,000 164511,609527972 659021,723805362
ZnO 409333,3333333333" 73999,5924222967 | ,000 176219,029886082 642447,636780585

ZnO+sviesa 437305,5555555556" 73999,5924222967 | ,000 204191,252108304 670419,859002807

Kontrole -457221,2121212122" 56334,3230201268 | ,000 | -634686,195929048 | -279756,228313376

Sviesa -398433,3333333334" 78488,4204102700 | ,000| -645688,390472028 | -151178,276194638

Chl+sviesa Chl -411766,6666666667" 78488,4204102700 | ,000| -659021,723805362 | -164511,609527972
ZnO -2433,3333333333 58501,8144946485 | 1,000 | -186726,371847572 181859,705180906

ZnO+sviesa 25538,8888888889 58501,8144946485 | 1,000 | -158754,149625350 209831,927403128

Kontrole -454787,8787878788" 49890,5150334484 | ,000| -611953,510110230 | -297622,247465528

Sviesa -396000,0000000000 73999,5924222967 | ,000| -629114,303447251| -162885,696552749

ZnO Chl -409333,3333333333" 73999,5924222967 | ,000| -642447,636780585| -176219,029886082
Chl+sviesa 2433,3333333333 58501,8144946485 | 1,000 | -181859,705180906 186726,371847572

ZnO+sviesa 27972,2222222222 52325,6136068466 | 1,000 | -136864,482536908 192808,926981352

Kontrole -482760,1010101010° 49890,5150334484 | ,000| -639925,732332452 | -325594,469687750

Sviesa -423972,2222222223" 73999,5924222967 | ,000| -657086,525669474 | -190857,918774971

ZnO+sviesa  Chl -437305,5555555556" 73999,5924222967 | ,000| -670419,859002807 | -204191,252108304
Chl+sviesa -25538,8888888889 58501,8144946485 | 1,000 | -209831,927403128 158754,149625350

Zn0O -27972,2222222222 52325,6136068466 | 1,000 | -192808,926981352 136864,482536908

Sviesa 2515,1515151516 | 104423,2384058952 | 1,000 | -326440,045234850 331470,348265153

Chl 201848,4848484849 | 134014,4759821038 | 1,000 | -220325,343381999 624022,313078969

Kontrole Chl+sviesa 635381,8181818182" | 134014,4759821038 | ,001 213207,989951334 | 1057555,646412303
ZnO 591992,9292929294 92478,7743285630 | ,000 300665,310375357 883320,548210501

ZnO+sviesa 663328,4848484849" 92478,7743285630 | ,000 372000,865930913 954656,103766057

Kontrole -2515,1515151516 | 104423,2384058952 | 1,000 | -331470,348265153 326440,045234850

Chl 199333,3333333333 | 145488,8351755913 | 1,000 | -258987,143322304 657653,809988971

Sviesa Chl+sviesa 632866,6666666666" | 145488,8351755913 | ,002 174546,190011029 | 1091187,143322304
N_“kromICEt ZnO 589477,7777777778 | 108440,9751399616 | ,000 247865,864017074 931089,691538481
) ZnO+sviesa 660813,3333333333" | 108440,9751399616 [ ,000 319201,419572630 | 1002425,247094037
Kontrole -201848,4848484849 | 134014,4759821038 | 1,000 | -624022,313078969 220325,343381999

Sviesa -199333,3333333333 | 145488,8351755913 | 1,000 | -657653,809988971 258987,143322304

Chl Chl+sviesa 433533,3333333333 | 167996,0363054254 | ,213 -95689,567811166 962756,234477833
ZnO 390144,4444444444 | 137168,1892527900 ( ,111 -41964,244888692 822253,133777581

ZnO+sviesa 461480,0000000000" | 137168,1892527900 | ,028 29371,310666864 893588,689333136

_ Kontrole -635381,8181818182" | 134014,4759821038 | ,001 | -1057555,646412303 | -213207,989951334
chiroviesa Sviesa -632866,6666666666" | 145488,8351755913 | ,002 | -1091187,143322304 | -174546,190011029
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chl -433533,3333333333 | 167996,0363054254 | ,213| -962756,234477833 95689,567811166
ZnO -43388,8888888889 | 137168,1892527900 | 1,000 | -475497,578222025 388719,800444247
ZnO+sviesa 27946,6666666667 | 137168,1892527900 | 1,000 | -404162,022666469 460055,355999803
Kontrole -591992,9292929294" 92478,7743285630 | ,000| -883320,548210501 | -300665,310375357
Sviesa -589477,7777777778 | 108440,9751399616 | ,000 ( -931089,691538481 | -247865,864017074
ZnO chl -390144,4444444444 | 137168,1892527900 | ,111| -822253,133777581 41964,244888692
Chl+sviesa 43388,8888888889 | 137168,1892527900 | 1,000 | -388719,800444247 475497,578222025
ZnO+sviesa 71335,5555555556 96992,5567837275 | 1,000 | -234211,428881536 376882,539992647
Kontrole -663328,4848484849" 92478,7743285630 | ,000| -954656,103766057 | -372000,865930913
Sviesa -660813,3333333333" | 108440,9751399616 | ,000 | -1002425,247094037 | -319201,419572630
ZnO+sviesa  Chl -461480,0000000000" | 137168,1892527900 | ,028 | -893588,689333136 -29371,310666864
Chl+sviesa -27946,6666666667 | 137168,1892527900 | 1,000 | -460055,355999803 404162,022666469
Zn0O -71335,5555555556 96992,5567837275 | 1,000 | -376882,539992647 234211,428881536

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

70




7 priedas. Apdorojimo budo jtakos sudygusiy griudy kiekiui statistiné analizé

Measure: MEASURE 1

Pairwise Comparisons

(I) Salygos  (J) Salygos Mean Std. Error Sig.p 95% Confidence Interval for
Difference (I-J) Difference®
Lower Bound Upper Bound
Light -2,034 2,315 1,000 -10,098 6,031
Chl -3,854 2,520 1,000 -12,634 4,925
Control Chl + light -16,067" 2,887 ,001 -26,125 -6,009
ZnO -5,227 2,315 ,589 -13,291 2,838
ZnO + light -15,731" 2,520 ,000 -24,511 -6,952
Control 2,034 2,315 1,000 -6,031 10,098
Chl -1,821 2,636 1,000 -11,002 7,361
Light Chl + light -14,034" 2,989 ,004 -24,445 -3,622
ZnO -3,193 2,440 1,000 -11,694 5,307
ZnO + light -13,697" 2,636 ,002 -22,879 -4,516
Control 3,854 2,520 1,000 -4,925 12,634
Light 1,821 2,636 1,000 -7,361 11,002
Chl Chl + light -12,213" 3,150 ,022 -23,187 -1,239
Zn0O -1,373 2,636 1,000 -10,554 7,809
ZnO + light -11,877" 2,818 ,011 -21,692 -2,061
Control 16,067 2,887 ,001 6,009 26,125
Light 14,034" 2,989 ,004 3,622 24,445
Chl + light Chl 12,213 3,150 ,022 1,239 23,187
Zn0O 10,840 2,989 ,037 429 21,251
ZnO + light ,336 3,150 1,000 -10,638 11,310
Control 5,227 2,315 ,589 -2,838 13,291
Light 3,193 2,440 1,000 -5,307 11,694
Zn0O Chl 1,373 2,636 1,000 -7,809 10,554
Chl + light -10,840" 2,989 ,037 -21,251 -,429
ZnO + light -10,504" 2,636 ,018 -19,686 -1,322
Control 15,731 2,520 ,000 6,952 24,511
Light 13,697 2,636 ,002 4,516 22,879
ZnO + light  Chl 11,877 2,818 ,011 2,061 21,692
Chl + light -,336 3,150 1,000 -11,310 10,638
Zn0O 10,504 2,636 ,018 1,322 19,686

Based on estimated marginal means

*. The mean difference is significant at the ,05 level.

b. Adjustment for multiple comparisons: Bonferroni.




8 priedas. Apdorojimo biido jtakos daigy ir Sakny ilgiui statistiné analizé

Multiple Comparisons

Bonferroni
Dependent () Salygos (J) Salygos Mean Std. Error Sig. 95% Confidence Interval
Variable Difference (I-J) Lower Bound | Upper Bound
Sviesa -,91602 , 79890 1,000 -3,2659 1,4338
Chl -1,62244 , 79890 ,638 -3,9723 1274
Kontrolé Chl+Sviesa -4,42410" 77671 ,000 -6,7087 -2,1395
ZnO -4,41219" ,89836 ,000 -7,0546 -1,7698
ZnO+3viesa -7,24143" ,82933 ,000 -9,6808 -4,8021
Kontrolé ,91602 ,79890 1,000 -1,4338 3,2659
Chl -, 70642 ,71989 1,000 -2,8239 1,4110
Sviesa Chl+8viesa -3,50808" ,69518 ,000 -5,5529 -1,4633
ZnO -3,49618" ,82889 ,000 -5,9342 -1,0581
ZnO+3viesa -6,32541" ,75352 ,000 -8,5418 -4,1090
Kontrolé 1,62244 , 79890 ,638 -, 7274 3,9723
Sviesa ,70642 ,71989 1,000 -1,4110 2,8239
Chl Chl+8viesa -2,80166" ,69518 ,001 -4,8464 -, 7569
ZnO -2,78976" ,82889 ,012 -5,2278 -,3517
ZnO+3viesa -5,61899" ,75352 ,000 -7,8354 -3,4026
Saknis
Kontrolé 4,42410° 77671 ,000 2,1395 6,7087
Sviesa 3,50808" ,69518 ,000 1,4633 5,56529
Chl+8viesa Chl 2,80166" ,69518 ,001 ,7569 4,8464
ZnO ,01190 ,80753 1,000 -2,3633 2,3871
ZnO+3viesa -2,81733" ,72996 ,002 -4,9644 -,6703
Kontrolé 4,41219° ,89836 ,000 1,7698 7,0546
Sviesa 3,49618" ,82889 ,000 1,0581 5,9342
Zn0O Chl 2,78976" ,82889 ,012 ,3517 5,2278
Chl+8viesa -,01190 ,80753 1,000 -2,3871 2,3633
ZnO+38viesa -2,82923" ,85826 ,015 -5,3537 -,3048
Kontrolé 7,24143" ,82933 ,000 4,8021 9,6808
Sviesa 6,32541" ,75352 ,000 4,1090 8,5418
ZnO+8viesa Chl 5,61899" ,75352 ,000 3,4026 7,8354
Chl+8viesa 2,81733" ,72996 ,002 ,6703 4,9644
ZnO 2,82923" ,85826 ,015 ,3048 5,3537
Sviesa -,06151 ,26614 1,000 -,8443 , 7213
Daigas Kontrolé Chl -,24771 ,25426 1,000 -,9956 ,5002
Chl+8viesa -,78998 ,28217 ,078 -1,6199 ,0400
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ZnO -,88710 ,24554 ,005 -1,6093 -,1649
ZnO+3viesa -2,38205" ,29276 ,000 -3,2432 -1,5209
Kontrolé ,06151 ,26614 1,000 -, 7213 ,8443
Chl -,18619 ,26614 1,000 -,9690 ,5966
Sviesa Chl+3viesa -,72846 ,29292 ,195 -1,5900 ,1331
ZnO -,82559" ,25782 ,021 -1,5839 -,0672
ZnO+3viesa -2,32054" ,30314 ,000 -3,2122 -1,4289
Kontrolé 24771 ,25426 1,000 -,5002 ,9956
Sviesa ,18619 ,26614 1,000 -,5966 ,9690
Chl Chl+3viesa -,54227 ,28217 ,823 -1,3722 ,2877
Zn0O -,63940 ,24554 ,140 -1,3616 ,0828
ZnO+3viesa -2,13435" ,29276 ,000 -2,9955 -1,2732
Kontrolé , 78998 ,28217 ,078 -,0400 1,6199
Sviesa , 72846 ,29292 ,195 -,1331 1,5900
Chl+8viesa  Chl 54227 ,28217 ,823 -,2877 1,3722
Zn0O -,09713 ,27433 1,000 -,9040 ,7098
ZnO+3viesa -1,59208" ,31730 ,000 -2,5254 -,6588
Kontrolé ,88710" ,24554 ,005 ,1649 1,6093
Sviesa ,82559" ,25782 ,021 ,0672 1,5839
ZnO Chl ,63940 ,24554 ,140 -,0828 1,3616
Chl+3viesa ,09713 ,27433 1,000 -,7098 ,9040
ZnO+3viesa -1,49495" ,28522 ,000 -2,3339 -,6560
Kontrolé 2,38205" ,29276 ,000 1,5209 3,2432
Sviesa 2,32054" ,30314 ,000 1,4289 3,2122
ZnO+8viesa Chl 2,13435" ,29276 ,000 1,2732 2,9955
Chl+3viesa 1,59208" ,31730 ,000 ,6588 2,5254
Zn0O 1,49495 ,28522 ,000 ,6560 2,3339

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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9 priedas. Stendinis pranesimas konferencijoje ,,Open Readings 2018

CHLOROPHYLLIN-BASED PHOTOSENSITIZATION FOR MICROBIAL

CONTROL OF FOODS
Eglé Paskevititte', Bernadeta Zudyté', Zivilé Lukiené'

! Institute of Applied Research, Vilnius University, Lithuania
bemadetazudi@gmail.com

In recent years fruits and vegetables have been increasingly implicated as 2nd leading cause of foodborne illnesses
[1]. Thus, existing decontamination technologies for microbial control are not enough effective.

In this context photosensitization seems promising. It employs a photosensitizer which preferentially associates
with microorganism and after activation with visible light of appropriate wavelength generates around reactive oxygen
species (ROS) which induce lethal damage of microorganism [2].

The present investigation was undertaken to evaluate the effectiveness of Chlorophyllin-based photosensitization
for microbial control of fresh produce, ie. cocktail tomatoes.

Data presented in Fig. 1A indicated that afier illumination of Chl-soaked tomatoes with LED-based light (405 nm
(light dose 3 Jem®) microbial contamination reduced by 2.4 log (99%), whereas the population of Listeria reduced by
L5 log (95 %) (Fig. 1B).
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Fig. | A - Regrowth ofmesophlhc bacteria on cherry tomatoes after photosensitization treatment: 1.5x10™M, §
min illumination, light dose 3 Jiem®*; B - - Regrowth of thermoresistant pathogen Listeria monocytogenes S6Ly.

During treatment temperature on the surface of tomatoes changed only from 23 °C to 28.5 °C what means that
treatment is not dangerous to food matrix.

Nutritional quality of treated tomatoes was tested evaluating total antioxidant activity, No statistically significant
changes of the antioxidant activity of treated tomatoes have been found.

Comparing the decontamination efficiency of Chl-based photosensitization with conventional preservation
treatments showed that that Chl-based pbomsensitinlion was most effective (Fig. 2).
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Fig. 2 A - Inactivation of termoresistant Listeria monocymga;é S6Ly; B - termoresistant BacllEs cereus SV60
inoculated on tomatoes by Chl-based photosensitization in comparison with conventional treatments.

Chl-based photosensitization drastically reduced the population of naturally distributed surface attached
mesophilic bacteria and inoculated termoresistant strains of B. cereus and L. monocytogenes. Moreover, it did not
induce harmful effects on nutritional quality of tomatoes, acted nonthermally and prolonged the shelf-life of tomatoes
by 4 days. In our opinion, chlorophyllin-based photosensitization has a huge potential as alternative not-chemical, light-
based fruit and vegetable preservation technology.

[1] L Castro-lbifiez, ML GI, A. Allende, Ready-10-cat vegetables: Current problems and potestial soluticas to reduce microbéal nisk in the
production chain, LWT - FoadSuTechnol”M?"(’ﬂln

2] Z. Luks E. Paskevics ch 10 decontaminate food-packaging from pathogens i non-thermal and not chemical way:
wﬁhﬂmm J. Food Eng., Elsevier Lad, 517-323 2012).
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Botrytis cinerea is the gray mold pathogen, which causes diseases for pre- and post-harvest fruits [1]. It is the most
important postharvest decay pathogen [2] and the second most economically significant plant pathogen [3]. In order to
control B. cinerea, it is necessary to find effective antifungal method.

In recent years, a rapid development of nanotechnology opens up whole universe of new possibilities for
agriculture. ZnO nanoparticles have high specific toxicity against bacteria and only minimal effects were observed on
human cells. The aim of this study was to evaluate the antifungal efficiency of ZnO nanoparticles in suspension after
photoactivation with visible light against harmful fungi B. cinerea in mm

The absorption spectrum of ZnO nanoparticles suspension (12107 M) is presented in Fig. 1. It is obvious, that
absorption maximum at 375 nm. No other peaks were observed in the spectrum, what confirms the high purity of ZnO
nanoparticles.
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Fig. | Absorption spectrum of 1x10°* M ZnO nanoparticles

Radial growth of B. cimerea was examinated in control and treated samples in vitro. As seen in Fig 2
photoactivated ZnO nanoparticles significantly (=80 %) inhibited the radial growth of B. cinerea compared to the
control.

Membrane potential (MP) is useful parameter to measure because it reflects physiological status of the cell and
integrity of plasma membrane. Cells in treated group exhibited less negative MP (-24.8+1.4 mV) compared to MP of
untreated cells (-35.5£1.5 mV). These results are in agreement with other studies, which showed that photoactivated
Zn0 nanoparticles increases permeability of plasma membrane.
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Fig. 2 A - B. cinerea growth inhibition by 5210 M photoactivated Zn0O nanoparticles: B - Effect of ZnO
nanoparticles on B. cinerea cell membrane potential

Obtained results confirms the idea, that photoactivated ZnO nanoparticles can be used as effective antifungal
treatment against B. cinerea.

[1] Ssockwell, V. O., Shaffer, B. T, Jones, L. A & Pscheide, J. W(!ﬂl&luly) Fungicide resistance profiles of Botrytis cineren isolated from berry
crops in Oregon. In dernational Coagress of Plant Puthology Abstracts and Proceedings.

[2] Romanazz, G, & Feliziani, E. (2014). Botrytis cinerea (Gray Mold). In Postharvest decay (pp. 1 31-146).

[3] Dean, R., Van Kan, J. A., Pretonius, Z. A, HammondOKesack, K. E., Di Pietro, A., Spana, P. D, ... & Foster, G. D. (2012). The Top 10 fungal
pathogens i molecular plant pathology. Molecular plant pathology, 13(4), 414-430.
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Every vear Centers for Disease Control and Prevention and World Health Organization repons numerous cases of
illnesses and even deaths, which are related with food, comaminated with pathogens [1.2]. Chlorephyllin-based
photosensitization is one of the most promising innovative approsches for decontamination of fresh produce [3].
However, main disadvantage of this methed is limited susceptibility of Gram-pegative bacteria [4]. In order o find
ways for the optimization of this technology, it is pecessary to find out precise mechanism how does it destroy bacterial
cell. For this reason, surface enhanced Raman scattering (SERS) was used.

The collected SERS spectra of pure E. coll, aqueous | mM chlorophylin solution and bacteria treated by
chlorophyllin-based photosensitization are presented in the Fig. 1.
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Fig. | SERS spectra of £ coli in the buffer solution {red), bacteria affected by chlorophyllin-based
photosensitization (blue) and chlorophyllin (green)

Moticeable differences in the spectra of bacteria after the reatment with chlorophyllin-based photosensitization
can be seen. The major differences are the appearance of an intense spectral bands located at 1050 cm', 1448 cm™' and
1098 cm'. These hands can be amributed to the vibrations of carbohydrate fragments, 8CH2) and w(C-C) normal
vibrational modes of the lipids [5]. This finding can be associated with bacteria cell mermbrane.,

SERS spectra of these malecules are weak in the unaffected bacteria, since due to the close packing of molecules
in the membrane of undamaged cells the carbohydrate molecules cannot appear in close neighbourbood with metal
nanoparticles of the colloidal solution, wsed for Raman signal enhancement. The sitsation is different when the
membrane is damaged - fragments of molecules from the membrane can get closer to the nanoparticles what in furn can
reason strong SERS spectral bands,

These spectral features indicate that some changes related o the lipid molecules, proteing and carbohydrates are
taking place due to the bacteria treatment with chlorophyllin-based photosensitization. These changes are induced by
ROS [6] which lead us to believe that in fact the disruption of the integrity of the membrane s the key effect of the
chlorophyllin-based photosensitization treatment.

[1] C0 200 1), hiipssifwawede, Wlpﬁnﬂdu&tﬁikﬂhﬂnﬁd on dme: LIVI12019)

[2] WHO 201 7L hap:ifaww wha.i fiactsheetaaiten’ [ Rerieved on dare | M002019)

[3] Paskevicime, E., Zudyte, B, & Lol<iene, Z, (2015 Towards better microbizl ufﬂynffmhpmﬁuzﬁhlmh}dﬁm—buﬁdphﬁuﬂuiinﬁmfﬂr
microhizl control of faodboame pathogens an chemy tomatoes, Journzl of Protochemisary and B: Biology, 152, 130-136,

[4] Bachoves, L Luksevicifie, V. Kokstite, R, Labeikcyte, D, Raziukomye, L, & Luksiene, Z (2017). Inactivation of Gram (-} bacteria
Salmomelln enterica by chlocophyllin-based : Mechanism of action mnd new sinaicgies w enhance the inncrivarion efficiency
Journal of Phmockemisiry and Photobiclogy B: Biology, 172, 110

[#] Cobnijs, A, Dina, M. E., Leopald, B, Visdear, 0L C., Hngdnn D, Pomy, 5. A, & Denid, L (3007). Chamcterimiion and discrimination of gram-
positive bacterin esing Roman opy with the nid of priscipal oo hvsis. Menomaterisks, T(%), 248,

[#] Kashmiri, Z M., & Mankar, &.-LiIlL-!-LFmemdh:l]undmﬂuwmmhﬂumhﬂ]ﬂmhlmmbﬁlm Sai, 309y, 34400
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ABSETRACT

Thet: aim of chis study b 10 evalsae the astimicrobial efficiency of Chbsmpbyllin based phistosesitzstbon for
micrabial comrral of cheimy comanses.
Chbarophyllin based photosencitization (1.5 = 10 M, 3 3/om”) significantly (24 bog) redoced the popala

Thon of narurally distribured surface amtached varioss mesopiilic boceria (mecrobota) o maroes. Monever,
thet: pipruliivian of thermanesistant strains of food pathegens Bocius ceress and Linsnks sonocylses nooslacd
an Tomarnes wies redsecd by 1.5 bog and 1.6 bog resp ¥y aler this Conventiona washing wich
water roduced the population of Listeria on tomato by 06 log and Bociifus by 0.8 log. In comparison, hypochlarie
rreatmeent reduced Listeria on tomatocs by 1.4 log and Bacilles by 1.6 bag. The regrowrh of mesophilis bacteria
andl chermonesisant Ligenia on the sertaee of afer ph irk wars delayed dor 2B days and
14 days respoerivedy. Moreover, photosensitization did nor induce harmihsl cfecs on main parameter of mumri
thonial quality of tomatocs, Le. antioEidant scrivity of matos remaingd unchanged (Z75mM Fe' gl
Ewcnnsally, this rearment did not indwee wisible chermal effeces infruic mairia and prolonged che shedf-like of
Tomatns by 4 days. In our opinion, chiomphylin based photosensitizmrion has a huge potential as alicmative o

nist chemical Tnod prescrvatson echnobegy, saving water and energy. In adderion, G development of light

cmining diodes [(LFIFs) and lght sources based on LED (T

make this loww oost, e

virnnmengally fricndly and easy to maingain,

1. Introduction

In recemt years, the consumption of various fruits and vegeables has
daetically incresssd. At the sume time foesh procuce: has been moreasngly
implicated @ 2md ksding cmse of fondbome illnezes [1]. Wiorld Tealth
about 22 milllion people every year worldwide [2]. Aoconding te Furopesn
Food Safety Authority (EFSAY even in Europeam Union in 23015 there wers
437 cases amd 14 catbreaks of fomdbome illness rdated (o vegetable and
Fruit comsumption [2]. Presh vegetabls and froits are very fregoently con
taminated with Gram (+ ) fosdbome pathogens such as Bocillus cerees: and
Listeriz monocytegeres[4]. In Franoe during 2007 2004 years = 1490 food
borme: muthbresks asmocated with Boolhe cereus have been reported [5]. In
Switzeriand from the end of 20073 (o the beginning of 2004 year 32 cases of
listericeds have been registersd [6]. Since 1990, several outhreaks of food
bome illness have been assodated with the conmamption of cw womaloes
7.

* Cornesyranlimg auther s Vil Lk
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In order to decrease microbial contamination of fruits and vege
tables traditionally sodium hypochlorite amnd acids as disinfectants are
commenly wsed. Yet, the wsge of chemical smitizers in XX century is
suspecied to be environmentally unsound as it is associated with oc
cupational herards. Many researchers mentioned that excessive use of
chilarine can be harmiful to umans due to the formation of carcinogenic
disinfiection by products soch as rihalomethanes, dhlommines, habe
ketones, chloropicring, and haloacetic acids caused by the reaction of
resichaal chlorine with organic matter [8]. Doe o these risks the uwme
chlorine based compouands is forbidden i such European countries as
the Metherlamids, Sweden, Germany, and Belgivm [9]. Conseguently,
the need for novel technologies which would be mone effective and
wimld meet high nowadays standands is obvious.

First attempis to prevent mfectious food borme diseases using pho
tosensitization for microbial control of fruits and vegetables have been
started in var laboratory. Fhotosensitization employs a photosensitizer
which preferentially assodates with microosrganizm and afier activation
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Light Significantly Reduce Microbial Load on Basil

SUMMARY

Due to the high amount of biologically active compownds, basil is one of the most
popular herbs. However, several outbreaks have been reported in the world due to the
consumption of basil contaminated with different food pathogens. The aim of this study
is to apply nonthermal and ecologically friendly approach based on photosensitization for
microbial control of basil which was naturally contaminated with mesophils and inoculat-
ed with thermoresistant food pathogen Listerla monocytogenes 56Ly. The obtaimed data
indicate that soaking the basil in 1.510* M chlorophyllin (Chl) for 15 min and ilumination
with light for 15 min at 405 nm significanthy reduced total aerobic microonganisms on basil
by 1.3 log CFU/g, and thermoresistant L. monocytogenes S6Ly from 6.1 log CFU/g in contral
to 4.5 bog CFUYg in the treated samples. It is important to note that this treatment had no
impact on enzymatic activity of polyphenol oxidase and pectinesterase. Results obtained
in this study suppaort the idea that photosensitization technique with its high selectivity,
antimicrobial efficiency and nonthermal nature can serve in the future for the develop-
ment of safe nonthermal and environmientally friendly preservation technology for differ-
ent fruits and vegetables.

Keywords: photosensitization, antimicrobial technology, fresh produce, Oolmunm basilicum

INTRODUCTION

Basil is one of the most popular pot-herbs mostly due to high amount of biologically
active compounds, such as volatile oils, tannins, terpenes, flavonoids, glycosides and mac-
ro- and microelements. Moreover, for many years basil has been applied as medical herb
o treat inflammmation (7).

However, despite its high antimicrobial activity, due to phenolic compounds (carvacrol,
eugenol, linglool, and thymaol) (2.3, several outbreaks have been reported after consump-
tion of minimally processed foods that included basil (4-6). In 2017 European Food Safe-
ty Authority (7) confirmed that Listerla monocytogenes is one of the most often detected
pathogensin ready-to-eat food in Europe. For instance, Estonia reported 3.6 % of ready-to-
-eat products contaminated with Listeria monocyfogenes. In 2008, the consumption of basil
contaminated with Salmonelle enterica induced outbreak of salmonellosis in ksrael and it
spread out in four countries [8). Moreower, in the United Kingdom, Berger et al. (%) reported
a large outbreak of salmonellosis (55 people) due to consumption of basil. Thus, it is evi-
dent that comventional antimicrobial technologies for decontamination of fresh produce
are not efficient encugh.

FAD and WHO convened an Expert Meeting in 2007 and concluded that from a global
perspective, leafy green vegetables currently presented the greatest concem in terms of
microbiological hazards (10). Moreover, fresh produce contaminated with different patho-
gens can pose a bioterronism threat (171,

Muost recent methods applied for microbial control of foods are thenmal or chemical. Both
of them are not desirable nowadays, because they induce plenty of uncontrolled chemical
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