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SANTRAUKA

Sio darbo tikslas buvo biochemiskai istirti Chlorella vulgaris dumblius, taip pat surasti
optimaliausig terp¢ reikalingg dumbliy auginimui. Buvo atlikti tokie tyrimai: antioksidacinis
aktyvumas prie§ DPPH, tirtos redukcinés Chlorella vulgaris dumbliy savybés, istirta karotenoidy,
chlorofilo a ir b, bei taniny, fenoliniy junginiy, baltymy kiekiai. Buvo iStirtas optimaliausias NaNOs3
kiekis mitybinéje terpéje.

Cepleviciate, Ingrida. Optimization of algae Clorella vulgarisgrowth and evaluation of bioactivity:

Master*s thesis in industrial biotechnology/ supervisor assoc. prof. Ilona Jonuskiené. The Faculty of
Chemical Technology, Kaunas University of Technology.
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SUMMARY

The purpose of this work was to investigate biochemical parameters in Chlorella vulgaris algae,
although to investigate the growth media of algae, and to choose the best one. It was carried out
researches like: associated with antioxidant activity against DPPH, reduction power properties of
Chlorella vulgaris, amount of carotenoids, chlorophyll a and b, tannins, proteins and phenolic
compounds. It was found out the optimal concentration of NaNOs in a algae growing media.
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Ivadas

Chlorella vulgaris dumblius buvo pradéta auginti, i$siaiSkinus kad jie greitai auga, lengvai
kultivuojami, gamina didelius baltymy ir antriniy metabolity Kiekius, tokius kaip omega - 3 riebaly
rugstis ir karotenoidus. Juose gausu antioksidanty, fenoliniy junginiy, dumbliai pasizymi

redukcinémis ir antimikrobinémis savybémis.

Dumbliai Siuo metu yra labai populiari zaliava pramongje, nes gaunamos didelés biomasés
iSeigos. Jie yra placiai naudojami daugelyje pramonés Saky: maisto, traSy, vaisty ir biokuro

gamyboje.

Darbo tikslas

Parinkti ir optimizuoti geriausias Chlorella vulgaris mikrodumbliy augimo sglygas ir jvertinti

bioaktyviy medziagy kiekius.

Darbo uzdaviniai

Istirti geriausias saglygas dumbliy augimui, istirti koks NaNOz kiekis mitybinéje terpéje,

geriausiai tinka auginti Chlorella vulgaris dumblius.
e ]vertinti chlorofilo a ir b kiekius mikrodumbliuose.
e Kiekybiskai jvertinti karotenoidy kiekj Chlorella vulgaris mikrodumbliuose.
¢ [vertinti dumbliy antioksidacinj aktyvuma.
e ]vertinti redukcines savybes Chlorella vulgaris dumbliuose.

e Sudaryti karotenoidy i§skyrimo i§ Chlorella vulgaris mikrodumbliy technologing schema.



1. Literatiros apzvalga

1.1 Dumbliy struktiira ir pagrindinés rasys

Dumbliai yra vieni seniausiy zeméje aptinkamy augaly, bet dél primityviy gyvenimo sglygy kai
kurie i§ jy iki Siol iSliko nepakite. Gamtoje yra aptinkama apie 3500 tikstancius dumbliy rasiy —
nuo mikroskopiniy iki 60 m ilgio. D¢l to jy struktiira gali biiti jvairi: vienalgsc¢iai, daugialgsciai.
Daugelis jy riSiy esant tinkamoms sglygoms per dieng gali pasidauginti dvigubai. Dumbliai yra

atsakingi uz ,,vandens zydéjimag“.[1]

Dumbliai dar kitaip vadinami fotoplanktonu, todél, kad jy judéjima praktiskai veikia tik
vanduo, kuriame jie yra. Dumbliy paplitimas gamtoje priklauso nuo jvairiy aplinkos veiksniy.
Svarbiausi i§ jy yra drégmé, Sviesa, temperatiira bei mineraliniy medziagy kiekis. Dumbliai yra
svarbiausi organiniy medziagy gamintojai vandenyse, kuriy biomasé¢ desimt karty didesné uz visy
sausumos augaly. Be to, intensyviai vykdydami fotosinteze jie i$skiria didelius kiekius deguonies,
taip sukurdami palankesnes sglygas vandens gyviinams. Vandenyje deguonj naudoja ne tik gyvi
organizmai, ta¢iau jo reikia ir bakterijoms, taip pat jis naudojamas norint suskaidyti negyvus

augalus ir gyviinus.[1 - 2].

Kaip ir kiti Zalieji augalai, dumbliai turi branduolj, vieng ar kelis chloroplastus, taip pat keleta
kity organeliy tokiy kaip mitochondrija, endoplazminis tinklas, vakuoliy i$sidés¢iusiy citoplazmoje.
Chlorofilas ir karotenoidai yra chloroplastuose, iSorinis citoplazmos sluoksnis yra apgaubtas
citoplazmine membrana, o jg gaubia Igstelés sienelé. Lastelés sienelé daugiausia yra sudaryta i$
celiuliozes, taiau joje yra ir hemiceliuliozés pektino ir kity sudedamyjy daliy tokiy kaip: kalcio
karbonato, silicio. Membrana yra sudaryta i$ lipidy ir baltymy, Kaip ir kituose augaluose. Ji yra labai
plona ir elastinga, kad galéty kontroliuoti maistiniy medziagy pernasa j lastelg ir i$ jos. Branduolio
membrana yra dviguba, kurios iSorinis sluoksnis jungiasi su endoplazminiu tinklu. Chromosomy
skaiCius esantis branduolyje priklauso nuo dumbliy riSies jy gali bati nuo 2 iki 592. Prokarioting
struktiirg turinciuose dumbliuose néra branduolio membranos. Chloroplastai yra apsupti dvigubos
membranos, juose esantys pigmentai priklausomai nuo dumbliy riiSies suteikia dumbliams spalva.
Mobilioji fazé chloroplastuose esanti dvisluoksnés membranos viduje yra uzpildyta baltymais
reikalingais sintezei, taip pat yra krakmolo saugojimo vieta. Chloroplasty viduje yra iSsidéste

tilakoidai, kuriose yra chlorofilas. Yra penkios rasys chlorofilo

aptinkamo dumbliuose: a, b, ¢, d, and e. Kita pigmenty riiSis dumbliuose yra karotenoidai. Dar vieni



pigmentai yra ksantofilai, tokie kaip: liuteinas, violaksantinas ir neoksantinas. Mitochondrijos yra
aptinkamos beveik visuose dumbliuose, kurigs gaubia dvigubas membranos sluoksnis. Vidinis
membranos sluoksnis yra sudarytas 1§ vandenyje tirpiy baltymy ir gliukozés. Endoplazminis tinklas
padeda ribosomoms sintetinti baltymus, Siurks¢ioji jo pusé yra prie membranos, o Svelnioji prie
ribosomy Goldzio kompleksas yra visuose dumbliuose iSskyrus zalivosius ir mélynuosius. Jis
aptinkamas tarp endoplazminio tinklo ir lastelé membranos, jo déka i§ lastelés yra paSalinamos
kenksmingos medziagos. Dumbliuose yra aptinkamos trijy rtsiy vakuolés: paprastosios vakuolés,
jos iSmeta metabolizmo metu susidariusias atliekas, taip pat reguliuoja vandens kiekj lasteléje.
Kompleksinés vakuolés — reguliuoja osmosinj slégj lasteléje. Dujy vakuolés — reguliuoja dujy
paskirstyma lasteléje ir i§ jos. Kai kuriuose dumbliuose yra fikobiliny — fikocianino ir fikoeritriny.[1

-2;9-10; 11 - 15].

Plazminé membrana

Branduolys

Mitochondrijos

Chloroplastai

Krakmolo gradeliai

* 1.1 pav. Dumbliy Igstelés Strukttira

Fotosintetiniy pigmenty sudétis yra vienas i§ svarbiausiy pozymiy, pagal kuriuose dumbliai
skirstomi ] skyrius. Dumbliai dar skirstomi pagal dauginimosi tipa, gyvenamgsias salygas,
medziagas 1§ kuriy jie susideda. Ivertinus visus skirtumas dumbliai skirstomi j 11 pagrindiniy

klasiy:



1 klasé yra: Clorophyceae (zalieji dumbliai)

Daugiausia paplite gélame vandenyje ir kelios riiSys yra aptinkamos juroje. Pigmenty rasys:
chlorofilas a ir b, bei karotenoidai, kurie kaip maisto $altinj naudoja krakmolg. Gali biiti vienalgs¢iai
ir daugialasCiai, lastelés sienelé sudaryta i§ celiuliozeés. Gali daugintis lytiniu ir dalijimosi budu.

Pavyzdziai: Chlorella, Volvox, Pediastrum. [3 - 5].

1.2.pav. Dumbliy rusys:

1.Dismetetra.2.Stigeoclonium.3.Desmodesmus.4.Chlamydomonas.5.Pediastrum.6.Volvox
2 klas¢ Xantophyceae (Geltonai Zalieji dumbliai)

Daugiausia yra aptinkami géluose vandenyse, bet randami ir juroje. Pigmentas: Geltonasis
ksantofilas. Maisto $altinis — aliejus. Lastelés sienelé turi daug pektininiy medziagy ir sudaryta i§
dviejy vienody daliy, kurios galuose persidengia. Dazniausiai dauginasi lytiniu biidu. Pavyzdys:

Vaucheria. [3 - 5].
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3 Klasé: Chrysophyceae

Daugiausia aptinkami Saltame gélame vandenyje, vyrauja rudi ir oranziniai pigmentai, kaip
maistiniy atsargy Saltiniai yra kaupiami riebalai. Yra vienalgsCiai, Sakotos siiilinés struktiiros,

dauginasi lytiskai izogaminiu biidu.[3 — 5].
4 klasé: Bacillariophyceae

Daznausiai aptinkamas jvairiuose vandens telkiniuose:jiroje, ezeruose. Pigmentai, kuriais
iSsiskiria: yra geltoni arba auksinés spalvos, kaip maisto rezerva naudoja riebalus. Siy dumbliy rusis
yra vienalgsciai arba kolonijiniai, 1gstelés sienelése aptinkama silicio ir pektino dariniy. Pavyzdys:

Pinnularia. [3 - 5]
5 klasé: Cryptophyceae

Paplitimo vietos yra juroje ir géluose vandenyse. Pigmentas: yra Zalias turintis rudy atspalviy.
Maisto Saltinis angliavandeniai, kartais gali biiti ir krakmolas, Sie dumbliai apibiidinami kaip
judriosios lgstelés dazniausiai yra elipsés formos. Dauginimasis vyksta izogaminiu budu.

Pavyzdys: Chroomonas. [3 - 5]
6 klasé: Dinophyceae

Sie dumbliai dazniausiai aptinkami jiirose, kaip jiirinis planktonas. Pigmentai yra rudi, geltoni,
Kaip maisto $altinj naudoja krakmola ir aliejus. Sie dumbliai yra judriis vienals¢iai organizmai.

Dauginasi izogaminiu biidu. Pavyzdys: Ceratium. [3 - 5]
7 klasé: Chloromonadineae

Aptinkami tik géluose vandenyse, juose esantys pigmentai yra ryskiai zalios spalvos, kaip

maisto Saltinj naudoja aliejy.

8 klasé: Euglenineae
Aptinkami tik géluose vandenyse, pigmentai yra Sviesiai zali, Kiekviena lastelé turi po keleta.
Maistas kurj naudoja yra polisacharidas. Tai mobiliis dumbliai pasizymintys dideliu vakuoliy

kompleksu ir pastebimu branduoliu. Dauginasi izogaminiu biidu pavyzdys: Euglena. [3 - 5]
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1.3 pav. Euglenineae

9 klasé: Phaeophyceae

Daugiausia aptinkami jiirose. Pigmentai: chlorofilas a ir ¢, karotenas, ksantofilas. Maisto Saltiniu
dazniausiai naudoja riebalus, daugialgsciai organizmai, Sakelés formos, kurie gali daugintis lytiniu

budu. Pavyzdys: Ectocarpus [3 - 5]
10 klasé Rhodophyceae

Keletas rusiy yra aptinkamos géluose vandenyse, bet daugiausia tai juriniai dumbliai. Pigmentai
yra raudonasis phokoeritrinas ir mélynasis phikokianinas, chlorofilas a ir b, karotenoidai. Kaip
maisto Saltinj naudoja krakmolg, Sie dumbliai yra daugialgsCiai organizmai, judriy formy néra
zinoma. Dauginasi lytiniu biidu, po apvaisinimo susidaro specialiosios sporos. Pavyzdys:

Polysiphonia. [3 - 5]
11 klasé: Myxophyceae

Daugiausia aptinkami jarose ir géluose vandenyse. Pigmentai: chlorofilas, karotenai,
ksanthofilas, gali biiti Zzalios ir mélynos spalvos. Maisto Saltinis: cukrus ir glikogenas. Susideda i§
sitliniy lgsteliy, turi branduolj, pigmentus, biina perduodami periferiniu biidu, nejudriis. Dauginasi

nelytiniu budu. Pavyzdys: Oscillatoria, Nostoc. [3 - 5]
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1.4 pav. Dumbliai Oscillatoria

1.2 Dumbliy Chlorella vulgaris apibendrinimas

Chlorella vulgaris yra vienalasc¢iai eukariotiniai, zalieji dumbliai. Tai viena seniausiy dumbliy
risiy pasaulyje, pagrindinis Sio kultiros pranasumas tas, kad $i rusis sugeba greitai augti. Augimo
greitis priklauso nuo §viesos, terpéje esanciy istirpusiy medziagy, temperattros ir anglies dvideginio
kiekio. C.vulgaris dumblius buvo pradéta auginti, pasteb&jus kad jie greitai auga, lengvai
kultivuojami, gamina didelius baltymy ir antriniy metabolity kiekius, tokius kaip omega - 3 riebaly

ragstis ir karotenoidus.[5,7,8]

C.vulgaris yra sudaryta i§ nedideliy sferinés formos Igsteliy, turi 16 chromosomy. E.coli
bakterijos genomoje esanti seka atsakinga uz lastelés dalijimasi, yra aptinkama ir C.vulgaris
chloroplastuse, tai parodo, kad Siuose dumbliuose yra seky priklausandiy bakterijoms. Sie dumbliai
yra fotolitotrofai, jie kaip ir kiti fototrofai vykdo fotosinteze. Paimdami i§ aplinkos anglies
dvideginj jie fotosintezés metu sintetina riebaly rigstis, dumbliai negamina nesoCiyjy riebaly
rugsciy, taip pat $ios rusies dumbliai augdami neorganinéje terpéje sintetina daugiau lindeno
rugsties. Daugiausia C.vulgaris yra aptinkami géluose vandenyse, Sie dumbliai yra apibtidinami
kaip daugiausiai chlorofilo turintys augalai. Sie dumbliai atspariis daugeliui bakterijy, virusy ir
kenksmingyjy gryby. Taip yra todél, kad jie sugeba labai greitai iStaisyti virusy padaromas DNR
klaidas.[7 - 8]
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1.5 pav. Chlorella vulgaris dumbliai

Buvo atliktas bandymas su C.vulgaris, kurio metu buvo tiriama kiek Sie dumbliai geba uzauginti
biomasés ir kiek i$skiria mineraliniy medziagy. Eksperimente C.vulgaris augimui buvo naudojama
standartiné mikrodumbliy augimo terpé, gauti duomenys buvo lyginami su pamidorais, kurie buvo
auginami daug mikroelementy turincioje terpéje. Masés prieaugis buvo matuojamas pagal Sviesos
sugert] esant 405 nm bangos ilgiui. mineraliniy medziagy kiekis buvo stebimas atliekant redukciniy

savybiy tyrima, o riebaly riigstys buvo tiriamos naudojant dujy chromatografija.[7,8,19]

Sio tyrimo metu buvo issiaiskinta, kad Chlorella vulgaris, kurie buvo auginti daug silpnesnéje
terpéje (terpéje buvo daug maziau mikroelementy), pagamino tiek pat makroelementy kaip ir
pamidorai, kurie buvo auginami stipresnéje terp¢je. Tiriant riebaly rtgstis buvo iSsiaiSkinta, kad

C.vulgaris dumbliuose buvo tik trumpyjy nesakotyjy riebaly raigsciy. [7, 8, 19]

1.3 Pridétinés vertés produktai gaunami i§ dumbliy ir jy panaudojimas

Daugiausiai i§ dumbliy yra i$skyrinéjami lipidai, Jie gali bati poliniai pvz: fosfogliceridai ir
nepoliniai (steroliai, soCiosios riebaly rtgstys, fosfogliceroliai). Steroliai ir fosfogliceroliai jeina j
lastelés membranos sudétj ir organeliy membranos sudét, jie dalyauja maisto medZiagy ir Salinamy
medziagy pernasos procese. Poliniai lipidai dalyvauja tarpiniuose procesuose perduodant maisto
medziagas. Dumbliy yra aptinkama jvairiausiose Zemés vietose ir priklausomai nuo riisies jie gali
augti net kenksmingomis (toksinémis) salygomis. Daugelis dumbliy raSiy daugiausia sukaupia
lipidy, ypa¢ nepoliniy. Kadangi i§ dumbliy iSgaunama daug aliejaus, jie dazniausiai naudojami

biodegaly - biodyzelino gamyboje. Dumbliai pla¢iai naudojami valyti nuotekas,
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nes jie sugeba islikti toksinémis sglygomis, bet svarbiausia, kad i§ nuoteky gali pasiimti rekalingy

maistiniy meziagy. [5 - 17]

Dumbliai sintetina ir taip vadinamus vertinguosius antrinius metobolitus, tokius Kaip:
karotenoidus, vitaminus (provitaming A, vitaming B12). Taip pat iSgaunami naudingieji
polisacharidai ir baltymai. Jie panaudojami, daugiausiai farmacijoje gaminant jvairius maisto
papildus. [16]

Vandeniliniai degalai Riebalu rigstys

Genetigkal modifikuot Daovintus Chlorella it Sipurilina
dumbliai gali 15skirt iki 5 dumblius galima vartoti katp
karty didesnis taisto papilda. nes juose gausu
vandenilio kekius riebaly rigscm

Dumbliu panaudojimas

/ Maisto ir farmacijos pramoné

Polimerai Dumblose susidaro
Modifikuoti dumbliai anglevandenis agaras. del
iiskiria etileno dujas. 53"}’]3?5 stingfi gal_i l_iil'Ili _
kurias galima . naudo amas salt_iammose i
paversti politelenu kosmetikoje, kaip alternatyva

Zelatinai.

1.6 pav. Dumbliy panaudojimas

1.4 Karotenoidai

Patys svarbiausi karotenoidai yra 3 - karotenas ir raudonai oranzinés spalvos C40 - izoprenoidas.
Svarbiausia karotenoidy funkcija yra apsauginé, jie apsaugo augalus nuo oksidacijos procesy,
apsaugo nuo pavojingy fotocheminiy reakcijy, ypac rudenj, kai sumazéja saulés Sviesos ir suléteja

fotosintezés procesai.[4, 5, 6]
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Karotenoidai daugiausia yra aptinkami dumbliuose, dar jie aptinkami ir bakterijose (pvz:
E.coli). I8 E.coli biosintetiniu biidu buvo iSskirtas stafiloksantinas, jis susijungia su laisvaisiais

radikalais, taip apsaugodamas lgsteles nuo oksidacijos.[5]

1.6 Liuteinas ir jo iSgryninimas i§ mikrodumbliy
Liuteinas yra karotenoidas, kuris skatina lgsteliy atsinaujinimg. Daug liuteino yra aptinkama
mikrodumbliuose, kurie dél savo augimo grei¢io yra labai patrauklus liuteino gavybos Saltinis.
Karotenoidai priklauso terpenoidy pigmenty Seimai su 40 anglies ilgio grandine ir didele
konjuguota dvigubyjy rysiy sistema. Liuteinas ir zeaksantinas yra vieninteliai karotenoidai, kuriuos
grynus ir nedideliais kiekiais i§ kraujo pasisavina tinklainé. Jie tinklainéje veikia kaip

antioksidantali, taip pat padeda filtruoti mélyng $viesg.[6]

Pagrindiniai aspektai: masés prieaugis ir liuteino kiekis mikrodumbliuose padaré juos labai
patrauklia Zaliava. D¢l savo palyginus su kitomis liuteino i§gavimo Zaliavomis pigy ir paprasty

auginimo salygy mikrodumbliai tapo viena pagrindiniy zaliavy liuteino ir kity karotenoidy

| C—

i i =

gavyboje. [17 - 4]

T

-~ —

1.7 pav. Liuteino auginimo sistemos
Priklausomai nuo maitinimo terpés ir augimo sglygy galima gauti liuteino nuo 3,6 mg 1! per
dieng ir 360 mg m 2 per dieng iki 10 mg 1”! per dieng and 1,000 mg m 2 per diena. Dar viena svarbi
priezastis, d¢l ko yra pasirenkami mikrodumbliai yra tai, kad jie gali iSgyventi stresinéje aplinkoje.
Tai reiSkia, kad net ir kur; laika negave svarbiy mikroelementy, ar pasikeitus kitom
gyvybiskai svarbiom
salygom jie neziista, o sugrazinus optimalias salygas vél pradeda daugintis.[5, 6, 28].

Didziausi aplinkos veiksniai, kurie turi jtakos liuteino kiekio susidarymui yra: radiacija, dideli pH
16



svyravimai, temperatiira, nitraty kiekio ir gelezies trukumas, deguonies sumaz¢jimas, ir aiSku augimo
greitis pastarajj sunku jvertinti nes reikalinga ilgesné biomasés kultivacija. [5 - 6].

Visa tai turi jtakos ne tik liuteino kiekio susidarymui, bet ir pacios biomasés prieaugiui. Padidéjes
liuteino kiekis nerodo, kad ir biomasés bus priauginta daugiau, Sie rodikliai ne visada sutampa.
Didesné temperatiira padidina liuteino kiekj, taciau didinant ja toliau, temperatiira tampa zalinga
biomasei. Radiacija taip pat ne visada yra zalinga, mazesni jos kiekiai ypa¢ auginant dumblius
labaratorijose parodé, kad gali bati naudingi nes skatina Igsteliy dalijimgsi ir kartu biomasés
augima. [4- 5, 6 — 17].

Taip pat tyrimg atlikes mokslininkas Sanchez nustaté, kad temperatiira ir radiacija kartu gali turéti
didesnj poveikj. Siekiant tai iSsiaiSkinti buvo atliktas eksperimentas. Kuriam panaudojo
S.Almiriensis kulturg, kurio metu buvo stebimas liuteino Kkiekio prieaugis. Eksperimentas vyko
lauko ir laboratorijos sglygomis. Didesnis biomasés prieaugis buvo pastebétas lauko salygomis
manoma dél to, kad lauko saglygomis yra patiriami didesni temperatiiry ir Sviesos skirtumai dienos ir
nakties metu, tokios salygos nebuvo uztikrintos laboratorijoje. Tokios salygos sukélé stresg kultarai,
kaip atsakas ] tokias sglygas buvo greitesnis masés priecaugis. Greitesnis masés prieaugis taip pat
pareikalavo didesnio Oz suvartojimo kiekio, negu labaratorijoje. Zemiau esanciuose grafikuose (zr.
1.8 pav ir 1.9 pav.) pateikiami duomenys, kiek vidutiniSkai gramy per dieng priaugo biomasés ir
koks buvo gautas liuteino kiekis. 1§ pavyzdziy matyti, kad didziausias prieaugis buvo nuo geguzés
iki rugpjucio, po to kiekis pradéjo mazéti, tam turéjo jtakos, trumpesnés dienos ir Saltesni orai.[4 -

17].
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Laboratorijoje, vienodos salygos yra uZtikrinamos visus metus, todél nors ir biomasés prieaugis

yra létesnis ir mazesnis, taciau jo galima tikétis visus metus.[4,17,30]

1.7 Dumbliy auginimo salygos ir sistemos

Priklausomai nuo klimato saglygy, dumbliai gali biiti auginami atvirose ir uzdarose sistemose.

Atvirose sistmose yra patogiau auginti dumblius, taciau jy prieaugis yra mazesnis, be to jie gali

uzsikrésti jvairiomis ligomis i§ aplinkos. Misy klimato sglygomis toks auginimo tipas taip pat yra

netinkamas, nes neuztekty saulés energijos ir negalétume uztikrinti reikiamg temperatiirg augimo

metu.[5 - 18]
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1.10 pav. Atvira dumbliy auginimo sistema

Uzdaros sistemos dar vadinamos foto-bioreaktoriais, kuriuose gali buti uztikrinama optimalios
salygos dumbliy augimo metu. Pastaraisiais metais Sios sistemos labai iStobul¢jo, dabar jose galima
stabiliai i§laikyti net pacius jautriausius parametrus tokius kaip pH, temperattra ir t.t. Pagrindiniai

parametrai, kuriuos reikia uztikrinti dumbliy augimo metu yra $ie: [5, 13].

» Tolygus maiSymas, $viesaus ir tamsaus periodo uztikinimas, kuris turi keistis tiksliai

nustatytu laiku.

+ Tolygus apriipinimas COz dienos metu, kad biity vydoma fotosintezé, ir Oz, kad lastelés
galéty naktj augti.

* Temperatiiros kontrolé
« pH, COzir maistingyjy medziagy koncentracija

« Derliaus nuémimas, jvertinus, masés pricaugj ir reikalingos medziagos (liuteino)

koncentracija.

Dabar jau yra sukurta programy, kurios visus $iuos parametrus gali uztikrinti ir atsiradus

kenksmingiem iSorés parametrams, juos pasalinti. [5 -13, 14 - 18].
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1.7.1 Plokstieji ir vamzdiniai foto —bioreaktoriai

Plokstieji bioreaktoriai yra patogiis naudoti, del to, nes gali buiti nukreipiami jvairiu kampu, kad
bity apripinama kultiira geresniu apSvietimu. Jie gali biiti vertikaltis ir horizontalds, taip pat juos
galima maiSyti naudojant org. Nors ir maiSymas naudojant org yra efektyvesnis, taciau jis yra ir
brangesnis, palyginus su mechaniniu maiSymu. Temperatiirai kontroliuoti daZniausiai yra

naudojami vandens purkstuvai (vésinimui), ir Silumokaiciai. [5]

Su ploksciaisiais foto - bioreaktoriais buvo atlikti bandymai, kuriuose buvo panaudoti 3 — 33 |
biorektoriai, juose buvo auginama jvairiy rusiy dumbliai, jie buvo auginami laboratorijos ir lauko
salygomis. Laboratorijy salygomis auginty dumbliy koncentracija buvo 10 — 16 g I, o prieaugis
buvo 1,5 g I, palyginus su atviromis augimo sistemomis tiirio prieaugis vidutiniskai yra apie 0,8 g
I, [5]

——

1.11 pav. Plokstieji foto - biorektoriai

Vamzdiniai foto - bioreaktoriai yra paprastesnés ir pigesnés konstrukcijos, kurie dazniausiai yra
gaminami i$ stiklo arba plastiko, siurbliy pagalba dumbliy kultiira yra uZpildomi biorektoriali,
siurbliy pagalba jie yra ir maiSomi. Neigiama yra tai, kad kultiirg auginant tokiuose biorektoriuose

sunkiau apriipinti saulés energija, todél reikia papildomy energijos $altiniy. [5]

2010 metais Ispanijoje, buvo sukonstruotas 40001 horizantalusis foto - biorektorius, jis buvo
pagamintas i§ Pleksiglas medziagos, vamzdis siek¢ 400 m ir su 10 cm storio sienelémis, jis
speceliai yra pritaikytas auginti dumbliaims, kurie turi didelj liuteino kiekj, ta¢iau iskilo problema
su maiSymu, todél Sis foto - bioreaktorius buvo patobulintas. Dabar toks foto - bioreaktorius yra

v

sudarytas i§ horizontaliy vamzdeliy pagaminty i§ to pacios medziagos, jy sienelés
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storis siekia 9 cm, tiiris buvo po 2,8 m3, o ilgis sutrumpéjo iki 20 m, tarpusavyje jie yra sujungti j 3,2
m auksc¢io vetikaly darinj, todél galima ne tik uztikrinti maiSyma, taCiau ir sumazinti energijos

kastus. Masés prieaugis yra apie 20g 172, o tikslinio produkto apie 0,4 g I per diena. [3 - 5].
g8y g

618081208

1.6 pav Vamzdiniai foto — bioreaktoriai

1.9 Mikrodumbliy auginimo salygos

Pagrindiniai augimo parametrai yra: temperatiira, Sviesa, drusky koncentracija, pH,

mikroelementai.

Temperatiira ir Sviesa yra pagrindiniai augimo parametrai, norint uZtikrinti didelj biomaseés
prieaugj, o taip pat ir vertingyjy produkty esan¢iy dumbliuose susidaryma, reikia nustatyti
optimalias augimo salygas. Buvo atlikti tyrimai su Chlorella vulgaris dumbliu, temperatira buvo
sumazinta nuo 30 iki 12°C, buvo pastebéta dideli lipidy ir kity vertingyjy produkty kiekio
sumaz¢jimai. Tai galima paaiskinti tuo, kad daugelis vertingyjy produkty yra lasteliy membranose,
o jos greiCiausiai sureaguoja | pasikeitusig aplinka. Taciau yra ir i$§im¢iy, rudieji dumbliai yra
prisitaike augti ir Zemesnése temperatirose, taCiau ir jy gaunamy vertingyjy produkty kiekis yra
mazesnis. Sviesos trilkumas, taip pat kaip ir temperatiiros, turi didelig jtaka produkty susidarymui,

taciau §i taisyklé taip pat turi i§imtj, nes kaip kurios riebaly riigstys veikiant stipresnei
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spinduliuotei oksiduojasi. Taciau tamsusis periodas yra taip pat reikalingas, naudojant 12:12h, D:N
rézima, buvo iSsiaiskinta, kad toks ciklas sumazina monoriigs¢iy ir nesoCiyjy riebaly susidaryma.
Taciau liuteino susidarymui yra reikalinga intensyvesnis ir ilgesnis Sviesos periodas, nes jo metu yra

skatinama fotosintez¢ ir karotenoidy sintetinimas. [5 - 14].

Didesnés drusky koncentracijos skatina lgsteliy augima. Padidinus NaCl koncentracija nuo
0,5M iki 1,0M Dunaliella tertiolecta kultiiroje, buvo pastebéta biomasés padidéjimas nuo 60 iki
67%, taip pat padidéjo tarplasteliniy lipidy. Norédami dar labiau padidinti biomase, tokia druskos
koncentracija buvo pridéta 0,5M viduryje log — fazés ir baigiantis kultivavimui buvo pridéta 1,0M

NaCl, tai padéjo pasiekti 70 % prieaugj. [5 - 14]

Kitas svarbus parametras yra pH, kuris turi biiti silpnai ragstinis apie 6,5 net ir nedideli
svyravimai, gali pradéti denatliruoti lgsteliy baltymus. Mikroelementai apriipina dumblius
reikalingomis maisto medziagomis, svarbiausi i§ jy yra nitratai, fosfatai, gliukozés Saltinis.
Padidinus gliukozés Saltiny galima gauti daugia lipidy, kurie yra viena pagrindiniy Zzaliavy gaminant
biodyzelj. Taciau visi mikroelementai yra vienodai svarbiis, svarbu tai, kad kol dar nepasiekta

augimo fazé, reikia nedidinti koncentracijy, nes tai gali buti zalinga kultdrai. [5, 12, 14].

1.7 Dumbliy biomasés atskyrimas i§ mitybinés terpés

DidZiausia problema su kuo susiduriama norint gauti gryng biomas¢ yra jos nuvandeninimas.
Viena didziausiy problemy yra nuvandeninimas nes gaunama labai mazai sausos biomasés nuo 0,1
iki 4 g It Norint atskirti biomase nuo terpés reikia koncentruoti arba skystj, arba biomase (zr. 1.13

pav.). [5,12].

Skysciy - Kiety daleliu
atskyrimo procesai

— T

Skystos fazes Kiety daleliy
Koncentravimas koncentravimas

Filtracija Rasiavimo Paskirstymo
(magnetinis)

Fotacija . Centrifigavimas Sedmentacija

1.13 pav. Pagrindiniai atskyrimo procesai
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Dumbliy gryninimas vyksta keturiomis pagrindinémis stadijomis:

* Pirminis koncentravimas (i$¢émimas-surinkimas), jo metu dumbliy biomasé yra iSimama i

terpés. Gaunamas tir§tos konsistencijos dumblas.

* Antra stadija (tirStinimas), Sios stadijos metu koncentracija yra keliama iki 2 — 7%,
pasirinktu atskyrimo metu (daznai blina pasirenkama filtracija arba sedimentacija), gautas

tirStas dumblas yra perduodamas tolesniam apdirbimui.

« TreCia stadija (nuvandeninimas) Sios stadijos metu koncentracija pasiekia 15 — 20%,

gaunama pastos konsistencija.

+ Ketvirta stadija (dziovinimas), pasalina ir laisva, ir suriSta vandenj, padidina stabiluma, taip

pat prailgina galiojimo laika, po Sios stadijos yra gaunamas 90 — 95% koncentratas.

Prie§ gryninima reikia biomas¢ paruos$ti, nes Kkitaip net pats jautriausias atskyrimas nebus
naudingas, todél yra taikoma koaguliacija ir flokuliacija. Koaguliacija apima priemaiSy kietyjy
daleliy sulipimus j didesnius gabalus, kurie gali biiti lengviau pasalinami tolesniuose apdorojimo
procesuose. Flokuliacija yra dribpsniy ar gniutuly susidarymas dispersinéje fazéje, jo déka yra
stabilizuojamos dalelés, kurias po to lengviau atskirti. Koaguliacija ir flokuliacija galima atlikti:
neorganiniu biidu, naudojant neorganines druskas pvz: geleZies chlorida, gelezies sulfatg. Galima
naudoti ir organinius reagentus, dazniausiai naudojami polimerinio pagrindo su karboksilo, amino
grupémis. Tarp mikrodumbliy galima ir autoflokuliacija (veikiant iSoriniams parametrams
savaiminis daleliy sulipimas), kurig dazniausiai jtakoja pasikeites pH. Dar galimos ultragarsing,

elektriné koaguliacija ir flokuliacija. [5, 12, 13, 14].
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2.Medziagos ir tyrimy metodai

2.1 Chlorella vulgaris dumbliy auginimo schema

Skirtingos
mitybinés terpes

Autoklavas Laminaras

Chlorella vu!garz’s
mikrodumbliy augimas

Skirtingos
<::| mitybinés
terpés sudétis

Sausos
zaliavos
kiekio
nustatymas

Centrifiigavimas

Dziovinimas

Atliekami tyrimai naudojant sausa zaliava

Chlorella vulgaris dumbliy auginimui naudojamos keturios BBM (Bold's Basal Medium),
BBM1, BBM2, BBM3 mitybinés terpés, kuriy sudétis skiriasi NaNOg3 kiekiu (zr. 2.1 lentele).
Didelig jtaka augimui daro ir iSorés veiksniai tokie kaip: Sviesa, paduodamas oro srautas, maiSymas,

taip pat ir mitybinéje terpéje esantys azotas ir fosforas.[24,25,26].
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2.1 lentelé. Maitinamyjy (Bold‘s Basal Medium) BBM, BBM1, BBM2. BBM3 terpiy sudétis

leﬁfig:q Koncentracija | Koncentracija | Koncentracija Koncentracija
Reagentai reikalingi 1 | BBM terpéje, BBM1 BBM?2 BBM3
terpés, ml mg/l terpéje, mg/l | terpéje, mg/l | terpéje, mg/l
Tirpalas A
KH2PO, 75 75 75 75
K,HPO. 175 175 175 175
MgSO4-7H20 75 75 75 75
NaNOs3 60 250 500 1000 1500
CaCl,-2H20 25 25 25 25
NaCl 25 25 25 25
Tirpalas B
EDTA 50 50 50 50
KOH 31 31 31 31
3
FeSO4-7H,0 4,98 4,98 4,98 4,98
HsBOs" 11,42 11,42 11,42 11,42
Tirpalas C
ZnS04-7H20 1,412 1,412 1,412 1,412
MnClz-4H,0 0,232 0,232 0,232 0,232
CuS04-5H20 0,5 0,252 0,252 0,252 0,252
Co(NO3)2-6H20 0,08 0,08 0,08 0,08
NaMoO4-2H,0 0,192 0,192 0,192 0,192

Kiekvienas tirpalas (A, B, C) yra ruoSiami atskirai, po to jy yra jpilama nurodyti kiekiai j 11

terpés. Tirpalus iSautoklavavus galima naudoti ilgg laikg. ParuoStos maitinamosios terpés pH turi

biti 6,7, jei pH neatitinka tirpalai yra ruo$iami i§ naujo.[23 - 25].
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Autoklavas

Autoklavas yra skirtas sterilizuoti, cheminius indus ir reagentus. Autoklavas yra gaminamas is
tvirto metalo, jie biina jvairiy tiriy ir diametry. Juose yra izoliuotos durys arba dangtis, kuriy
pagalba yra sulaikomi vandens garai, kurie padidina slégj autoklavo viduje. Autoklavas buvo

naudotas mitybinéms terpéms ruosti (zr. 2.1.2 lentele).

2.2 lentelé. Certoclav techniniai duomenys

Pavadinimas

Certoclav EL 12]

Taris

12 litry

Temperatiira / sleégis

140 °C — 2,7 bar
125 °C —1,4 bar
121 °C -1,2 bar
115°C —-0,7 bar

Bandymo slégis

4.1 bar

Ventiliacija

Nuolatiné, oro

Medziaga

Aliuminis 3103, atitinka DIN 1725

Saugos jrankiai

Apsauga nuo slégio

Maitinimo $altinis

230 VAC, 50/60 Hz

Kaitinimo galia

1900 W

Temperatiiros indikatorius

Auksto tikslumo termometras

Slégio indikatorius

Auksto tikslumo monometras

Matmenys:
Skersmuo 24 cm
Aukstis 40 cm
Istrizainé 46,5 cm
Svoris 9 kg

Autoklavo ciklg sudaro: Sildymas, slégio susidarymas (apie 3 min.), sterelizacija (15-20 min.),
atvésimas, kuris priklauso nuo sterelinamos medZziagos. Stiklas yra iSimamas praé¢jus mazdaug 30
min, po slégio sumaZzéjimo, skys€iai po 40 min. Mitybinés terpés buvo atoklavuojamos 2,7 bar
slégyje 140°C temperatiiroje, 30 min. po autoklavavimo terpés yra perkeliamos j laminara.
Laminaras

Buvo naudotas TELSTAR BV - 100 vertikalaus oro srauto laminaras. Laminare yra naudojami

auksto efektyvumo HEPA filtrai, pra¢jus pro Siuos filtrus susidaro laminarinis oro srautas, kurio
pagalba yra nusodinamos ore esancios dulkés, bakterijos ir kt. jos pasalinamos pro stalvirSyje

esancias skylutes. Sie laminarai yra gaminami i§ aukStos kokybés neriidijan¢io plieno, be to jie
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gaminami kaip vientisas darinys, néra sujungin¢jami i$ atskiry plieno laksty, nes sujungimuose gali
kauptis bakterijos, taip pat yra sunkiau dezinfekuoti. Laminaruose paprastai montuojamos UV
lempos, kurios yra jjungiamos prieS darbo pradzig, kad buty dezinfekuojama darbo aplinka.

Laminare esantys instrumentai yra dezinfekuojami 70% etanoliu.

2.3 lentelé Laminaro charakteristikos

Laminaro BV-100 Vienetai Duomenys
charakteristikos
[Soriniai matmentys IXPXA 1565x845x1290
Vidiniai matmenys IXPXA 1535x670x700
Oro debitas / Greitis m3/h —m/s 1300 — 0,40
Galia / Svoris kW / kg 1,0/ 140
ApSvietimas lux > 800
TriukSmo lygis dB (A) <60
Filtrai HEPA/UPLA H14 Efektyvumas: >99.99 %
Ventiliatoriai Didglio efethVU”.‘O U
greicio reguliatoriumi
Maitinimas 220V —50 Hz

2.2 Mikrodumbliy Chlorella vulgaris auginimas

2.2.1 Skirtinga mitybinés terpés sudétis

Mikrodumbliy auginimui buvo naudotos 200ml ir 1l kolbos. C. vulgaris j 200 ml kolbas buvo
jdéta 10 ml kultiiros, o j 11 kolbas - 50ml. Viso augimo metu buvo pastovi temperatiira ~22°C. Kaip
Sviesos Saltinis buvo naudojamos liuminescencinés lempos, skirtingy koncentracijy NaNOs3
mitybinés terpés (0,25g/L; 0,5g/L; 1,0g/L; 1,5g/L). Oro srauto tiekimui buvo naudojamos
akvariumui skirtos "MOUSE" pompos. 200 ml kolboms buvo tiekiamas ~ 0,15 I/min. oro srautas, o
1L kolboms ~ 0,8 I/min. Oro srauto i§valymui buvo naudojami 0,22 mikrometry $virkstiniai filtrai.
Dumbliy auginimas buvo atliekamas 8 savaites, po to visa terp¢ buvo centrifliguojama ir iSgauta

biomasé buvo dziovinama 37°C temperatiiroje. I§ iSdziovintos biomasés buvo atliekami tyrimai.

[25].
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2.1 pav. Mikrodumbliy auginimo aparattira

2.2 pav. Mikrodumbliy auginimo aparatiira
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2.2.2 Sviesos sugerties matavimas

Sviesos sugerties matavimui naudojamas spektrofotometra. Sio matavimo tikslas nustatyti
dumbliy augimo intensyvuma, kiekvieng augimo savait¢ buvo imamas méginys matavimui, kuris

matuotas prie 440nm bangos ilgio.

2.2.3 Sausos Zaliavos kiekio nustatymas

Norint nustatyti sausos dumbliy medziagos kiekj matuojame S$viesos sugert] esant 658 nm,
matavimui yra naudojamas spektrofotometras. Tarp Sviesos sugerties esancios bangos ilgio ir sausos
zaliavos biomasés yra tiesiné priklausomyb¢, pagal kurj galima apskaiciuoti teoriniy iSdziovinty

mikrodumbliy mase (g/l), tam naudojama Zemiau pateikta formulé.[27]

Sausors faliavos masé (%) = 0,4818 - Agsy; R* = 0,9962

Cia: Agss— §viesos sugertis prie 658 nm bangos ilgyje;

2.2 Chlorofilo a ir b bei karotenoidy jvertinimas

Chlorofilo a ir b bei karotenoidy nustatymas dumbliy audiniuose yra vertinamas pagal optinj

tankj jj matuojant spektrofotometru esant skirtingiems bangos ilgiams:

« Chlorofilui a (662 nm);
« Chlorofilui b (644 nm);
+ Karotenoidams (441 nm).

Darbo eiga
Paimama 0,5 g sausos Chlorella vulgaris dumbliy biomasés ir susmulkinama griistuvélyje.

Ipilta 1,5 ml 50 % CzHsOH, gerai sumaiSome ir filtruojame. Dumbliy ekstraktai praskiedZiami
etanoliu tol, kol Sviesos sugertis yra nuo 0,1 A iki 0,8 A. Filtratai supilami | matavimo kiuvete ir

matavimai atlickami spektofotometru esant nustatytiem bangy ilgiams. [21]
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Pigmenty koncentracija (mg I'') apskaidiuota pagal formules:

Chlorofilo a koncentracija (mg/I™):
Co=9784-Dggz — 0,99 Dy :
Chlorofilo b koncentracija (mg/I™):

Cp = 21,426 - Dggq — 4,65 - Dz ;

Co + Cp=5134- Dggz + 20,436 - Dgsy :

Karotinoidy koncentracija (mg/1™):
Crarotinoidai = 4695 - Dyyy — 0,268 - (C; + Cb];

Pigmenty kiekis mg/100g apskaiciuotas:

_C-V -1, 100
~ n -1 - 1000

Cia: C — pigmenty koncentracija, mg/I

V — pradinis ekstrakto tiiris, ml

V1— pradinis ekstrakto tiiris, ml, paimtas praskiedimui.
V2 — praskiesto ekstrakto tiris, ml

n —dumblio masé g .

2.3 Antioksidacinis aktyvumas DPPH metodu

Dumbliy antioksidacinis aktyvumas jvertintas matuojant, kiek procenty stabilaus 2,2-difenil-
1- pikrilhidrazilo (DPPH) radikalo neutralizuoja fenoliniai

O,N 0,N
|
N—- NO, + R ——= N—N NO,
O,N O,N

junginiai.
2.3 pav. Radikalo DPPH redukcijos reakcija su antioksidantu

Fenoliniams junginiam biidingas antioksidacinis aktyvumas dél jy gebéjimo iSaktyvinti
laisvuosius radikalus. Reakcijos metu antioksidantas atiduoda vandenilj ir taip aktyvina laisvuosiu

radikalus ir jie tampa stabiliais DPPH — H tipo junginiais.[22]
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Ant 0,1 g susmulkinty Chlorella vulgaris mikrodubliy zaliavos uzpilama 1 ml metanolio ir
homogenizuota 10 min. Tada viskas centrifuguojama, 9000 aps/min 10 minuciy ir supernatantas
surinktas. Gautas centrifligatas sumaiSomas ir po 15 minuciy laikymo tamsoje pamatuotas
spektrofotometru tirpalo Sviesos sugertis esant 515 nm bangos ilgiui.[22]

Palyeinamojo tirpalo ruoSimas

I mégintuvélj jpilama 0,077 ml metanolio ir 3 ml DPPH etaloninio tirpalo. Etaloninis DPPH
tirpalas paruoSiamas 0,0024 g DPPH radikalo tirpinant metanolyje 100 ml talpos matavimo

kolbutéje.
Chlorella vulgaris dumbliy antioksidanty kiekis apskaiciuotas pagal 7 formulg:
Alg— 4
% slopinimas = M- 100
Ap

Cia: Ag— palyginamojo tirpalo absorbcijos dydis;

Ana— tiriamojo tirpalo absorbcijos dydis.

2.4 Antioksidacinis aktyvumas mikrodumbliuose pagal FRAP metoda,
naudojant 2,4,6-tripiridil-s-triazing

Sis metodas nustato junginio redukuojanéias savybes, kuris paremtas Fe®*-TPTZ pavirtimu j

Fe?*-TPTZ (mélyna spalva) esant 593 nm.

0,1 g sausos dumbliy biomasés ekstrahuojama metanolyje (5 ml) 45 °C, 0,5 h. Ekstraktas
centrifuguojamas 10 min ir naudojamas tyrimams. 3 ml FRAP reagento (300 mM acetato buferis
(pH=3,6), 10 mmol TPTZ (2,4,6-tripiridil-s- triazinas) istirpinamas 40 mmol/l HCI, FeCls x 6H20
(20 mmol/l). FRAP reagentas ruoSiamas su 25 ml 300 mM acetato buferio, 2,5 ml 10 mmol TPTZ
(2,4,6-tripiridil-s-triazino) ir 2,5 ml FeClz x 6H20 (20 mmol/l)) yra sumaiSomas su méginias 100 pL.

Reakcijos miSinys matuojamas esant 593 nm spektrofotometriskai pradZioje ir po 6 minuciy. [23]

2.5 Redukciniy savybiy nustatymas C. vulgaris dumbliuose

[8dziovinta augaliné¢ medziaga (0,1 g) ekstrahuojama metanolyje (5 ml) 45°C 0,5 h. Ekstraktas

centrifuguojamas 10 min ir naudojamas tyrimams.
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I 1 ml skirtingy koncentracijy ekstrakty méginius, supilama 2,5 ml 0,2 M fosfatinio buferio
bei 2,5 ml Kz[Fe(CN)s]. SumaiSoma ir inkubuojama 50 °C temperatiiroje 20 min. Po to pridedama

2,5 ml 10 % trichloracto riigsties ir sumaiSoma. Jei yra nuosédy, centrifuguojama 10 min.

VirSutinio tirpalo (2,5 ml) sumaiSoma su 2,5 ml distiliuotu vandeniu ir 0,5 ml 0,1 % FeCls.
Méginiai iSmatuojami esant 700 nm bangos ilgiui. Didesné Sviesos sugertis reiskia didesnes

redukcines savybes. [20]

2.6 Bendras fenoliniy junginiy ir taniny nustatymas Folino-Kiokalto metodu
Sausa, susmulkinta augaliné medziaga (0,05 g) yra pasveriama ir jdedama ] mégintuvélj tada
jpilama 10 ml acetono (70 %) ir sumaiSoma, termostatuojamajame kratytuve 20 min kambario
temperatiiroje. Veéliau centrifuguojama 10 min 9000 aps 4 °C. Supernatantas surenkamas ir
laikomas lede.[6]

Fenoliniy junginiy kiekio nustatymas

Paimama paruo$to ekstrakto ir praskiedziama vandeniu iki 500 pl. Pridedama j jj 250 pl
Folino-Kiokalto reagento ir tada jpilama 1,25 ml. natrio karbonato tirpalo. SumaiSoma ir matuojama
absorbcija tirpalo, esant 725 nm po 40 min. laikyto tamsoje. Apskai¢iuojamas bendras fenoliy
kiekis pagal tanino ragstj (pagal kalibravimo kreive). [6]

Taniny nustatymas

Pasveriama 100 mg PVPP stikliniame mégintuvélyje. Pridedama 1 ml distiliuoto vandens ir 1
ml pavyzdzio ekstrakto. MaiSoma ir laikomas mégintuvélis 4°C 15 min., maisyti ir centrifuguojama
9000 aps 10 min. Surenkamas supernatantas. Sis supernatantas turi tik paprastus fenolius.

Bendras fenoliy kiekis mg/100mg apskaic¢iuojamas i$ formulés:
X=aV x 100/nV,

a — tanino rugsties koncentracija i kalibravimo kreivés, mg;
V — pradinis ekstrakto tiiris ml;

V1— pradinis ekstrakto tliris, ml, paimtas praskiedimui;

n — augaliné masé, mg

Netanininiai fenoliai mg/100mg:

X=aV x 100/nV1
a — tanino rugsties koncentracija i§ kalibravimo kreivés, mg;
V - pradinis ekstrakto tiiris ml;
V1- pradinis ekstrakto tiiris, ml, paimtas praskiedimui;
n — augaliné masé, mg
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Bendras fenoliy kiekis (%) — netaniniai fenoliai (%)=Taninai (%). [6]

2.7 Baltymy kiekio nustatymas mikrodumbliuose

Baltymy kiekio nustatymas remiasi Bradfordo metodu. Metodas pagrjstas specifine baltymy
sgveika su Kumasi briliantiniu méliu ir susidariusio komplekso koncentracijos matavimu
spektrofotometriskai esant 595 nm bangos ilgiui.

I8dziovinta mikrodumbliy biomasé, pasveriama 0,05 g ir panaudojant buferius iSekstrahuojami
baltymai. Dumblius uzpilame visais buferiais (1-5) po 1 ml ir maiSome vieng valandg bei po to
nucentrifuguojame 9000 aps/min 20 min 4 °C. Po centrifugavimo paimame 100 pl ekstrakto,
pridedame Bradfordo reagento (2 ml). Po 2 minuciy matuojame $viesos sugertj esant 595 nm
bangos ilgiui.

Baltymuy i$skyrimui naudojami buferiai:

1) 0,2 M Gilicinas — HCI; pH=2,6
2) 0,2 M Natrio acetatas (pH=4,0)
3) 0,2 M Natrio acetatas (pH=6,0)
4) 0,2 M Tris — HCI; pH=8,0
5) 0,1 M Natrio boratas; pH=10
I visus buferius pridedame 0,15 M NaCl.

Bendras baltymy kiekis X (mg/100 mg) apskaiciuojamas i§ formulés:

_a -V -100

X
n-v,

%

Cia:

a — baltymo koncentracija i§ kalibravimo kreivés, mg;
V — pradinis ekstrakto tiiris, ml;

V1 — pradinis ekstrakto ttris, ml, paimtas praskiedimui;

n — augaliné masé, mg.[ 23]
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3.Tyrimo rezultatai ir jy aptarimas
3.1 Tiriamoji medZiaga
Magistrinio darbo tyrimai buvo atlikami Kauno technologijos universitete, Cheminés
technologijos fakultete Biotechnologijos laboratorijoje.
Tiriamoji medziaga: Chlorella vulgaris rasies mikrodumbliai, kurie buvo gauti i§ Vilniaus

universiteto. Norint nustatyti geriausias mikrodumbliy auginimo sglygas buvo atliktas tyrimas,

naudojant skirtingus nitraty kiekius maitinamoje terpé¢je.

3.2 Mikrodumbliy augimo intensyvumo jvertinimas

Auginimo intensyvumas buvo nustatinéjamas Sviesos sugerties matavimu esant 440 nm
bangos ilgiui. Tirlamasis méginys i§ auginimo kolby buvo paimamas nustatytu laiku. Atlickant
tyrimg mikrodumbliai buvo auginami 8 savaites, 0,2l ir 11 kolbose, i jas buvo tickiamas ~0,15 I/min
oro srautas ir naudojama skirtingos NaNOz koncentracijas (0,25, 0,5, 1, 1,5 g/l) maitinamojoje

terp¢je.

Kiekvieng savaite, augimo terpé buvo papildoma mitybiniy terpiy tirpalais ( 0,2l kolbose po
20ml A tirpalo, B - 2ml ir C — 0.2ml, j 11 100ml A tirpalo, B tirpalo 10ml, C-1ml), taip pat kas dvi
savaites buvo paildomos skirtingy koncentracijy terpémis, j 0.21 kolbas buvo pilama po 30ml terpés
1 11 kolbas buvo pilma po 150ml. Tai buvo atliekama, nes tyrimo metu buvo pastebéta, kad sparciai
mazéja Chlorella vulgaris dumbliy biomasés prieaugis.

IS grafiko 3.1 pav. matyti, kad didziausias biomasés prieaugis buvo pasiektas auginat, kai
NaNO3 koncentracija buvo 1 g/l, nedaug skyrési ir 1,5 g/l koncentracijos priecaugis, 0 maziausias

buvo kai koncentracija buvo 0,25 g/l.
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3.1 pav. Teorinis Chlorella vulgaris biomasés prieaugis auginant juos 8 savaites.
Kaip kito teorinis i§dziovintos biomasés kieki matuojant Sviesos sugertj prie 658 nm, pateikta 3.2 pav.
I§ gauty duomeny matyti, kad didZiausias teorinis sausos medziagos kiekis buvo 1 g/l (NaNOs

koncentracijos), 0 maziausias prie 0,25 g/l.

1,6
1,4 /__‘%
1,2
1
W /__o—? ——0.5g/
0,8 )
/ —A—1.0g/l
0,6 M
0,4 /u/ / /\/

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Auginimo savaités

Sviesos sugertis

3.2 pav. Chlorella vulgaris teorinis sausos Zaliavos biomasés prieaugis
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3.3 pav. ir pav 3.4 yra pateikti biomasés kickio duomenys gauti po 8 savailiy
auginimo.Apskaiciuojant juos teoriskai ir pasvérus jau iSdziovintg biomase praktiSskai. Remiantis
duomenimis galime pasakyti, kad didziausias prieaugis buvo, kai NaNO3z koncentracija sieké 1g/1
(teoriné iSeiga — 0,713g/l, praktiné iSeiga — 0,923¢/1), o maziausia kai koncentracija buvo 0,25g/I
(0,4299g/1 — teoriné iSeiga, 0,369g/1 — praktiné iSeiga). Kaip kuriy koncentracijy teoriniai skai¢iavimai
yra mazesni uz praktinius, taip atsitiko dél skai¢iavimy paklaidy, teoriniais skaiciavimais pasitikéti

negalima (vertinant reikéty remtis praktiSkai gauta biomase), taciau tokie skai¢iavimai padeda

0,6
0,5
I I W Teoring iseiga

0.25g/ 0.5g/l 1.0g/l 1.5g/

analizuoti.

Biomase g/l
o o o o
[N o w s

=]

NaNOzkoncentracija

3.3 pav Teorinis biomasés priaugio palyginimas po 8 augimo savaiciy
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Biomasé

I I | I M Prakting iseiga

0.25g/I

0.5¢g/1

1.0g/l 1.5g/l

NaNOzkoncentracija

3.4 pav. Praktinis biomasés prieaugio palyginimas po 8 augimo savaic¢iy

Chilorella vulgaris
dumbliai

Chlorofilo a ir b
ivertinimas
Chlorella vulgaris
mikrodumbliuose

EKarotenoidu
ivertinimas

Chlorella
vilgaris

dumbliuoze

Antioksidacinis Antioksidacinis
aEESIIS akbwvumo
EEIDERE ivertinimas
rertinimas mikrodumbliuose
pagal FEAP
metoda
Antimikrobiniy
savyhin
ivertinimas
Chlorella
vulgaris
dumblinose

Bendras fenoliniu
ir taniny
ivertinimas Folino
— Kiokalto metodu
Chlorella
vulgaris
mikrodumblinose

Baloymu kiekio

ivertinimas

.5 pav. Atlikti tyrimai naudojant Chlorella vulgaris mikrodumbliu

Redukciniu
savyhin
NUstatymas
Chlorella vulgaris

mikrodumblinose
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3.3 Chlorofilo a ir b jvertinimas Chlorella vulgaris mikrodumbliuose

Tyrimas atliktas po 8 mikrodumbliy augimo savaiéiy. Tyrimui naudojami Chlorella vulgaris
i8dZiovinta susmulkinta biomas¢ skirtingy NaNOs koncentracijy mitybinése terpése auginti

mikrodumbliai. Rezultatai yra pateikiami 3.6 pav ir 3.7 pav.

450

350
250
N Chlorofilas a
- '
0

0.25g/I 0.5g/1 1.0g/1 1.5g/1

Dumbliai auginti prie skirtinguy kncentraciju NaNO3

2 £ 8E 8

Pigmentu kiekis mg/100g
=
8

%]
]

3.6 pav. Pigmenty kiekis mg/100g

180

B Chlorofilas b
60
40
8
0

0.25g/ 0.5g/l 1.0g/1 1.5g/1
Dumbliai auginti prie skirtingu kncentraciju NaNO3

e e =
8 N &2 g
o o O

Pigmentu kiekis mg/100g
[9.2]
=

3.7 pav. Pigmenty kiekis mg/100g

DidZiausiais pigmenty kiekiais pasizyméjo BBM2 mitybinéje terpéje auginti dumbliai
(chlorofilas a - 423mg/100g, chlorofilas b — 168mg/100g), o maziausiais BBM terpéje auginti dumbliai.
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3.4 Karotenoidy jvertinimas Chlorella vulgaris dumbliuose

Tyrimas atliktas po 8 mikrodumbliy augimo savai¢iy. Tyrimui naudojami Chlorella vulgaris
skirtingy koncentracijy NaNOs mitybinése terpése auginti dumbliai. Tyrimui buvo paimta po 0,5g

dumbliy biomasés. Gauti rezultatai pateikiami 3.1 lenteléje ir 3.8 pav.

3.1 lentelé. Gauti karotenoidy kiekiai lenteléje pateikiami mg/100g.

Skirtingos NaNOgz koncentracijos Rezultatai
0,25 g/l 38 mg/100g
0,59/l 78 mg/100g
1,09/l 168 mg/100g
1,59/ 142 mg/100g
250

&

S 200

=

=

§ 150

2

% 100 ® Karotenoid ai

=5 50

2
0

0.25¢g/1 0.5¢g/1 1.0g/l 1.5g/l
Dumbliai auginti prie skirtingu kncentraciju NaNO3

3.8 pav. Karotenoidy kiekis

IS gauty rezultaty matyti, kad didziausiu karotenoidy kiekiu pasizyméjo dumbliai, kurie buvo
auginti 1,0 g/l koncentracijos NaNOsz mitybingje terpéje (214 mg/100g), o maziausiai 0,25¢/I
koncentracijos mitybinéje terpéje (148 mg/100g).
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3.5 Antioksidacinio aktyvumo DPPH metodu jvertinimas

Tyrimui buvo paiimta po 0.1 g skirtingose NaNOs koncentracijose auginty dumbliy i§dziovintos
ir susmulkintos biomasés. Po tyrimo buvo iSmatuota Sviesos sugertis ir pagal formulg apskaicuota s
antioksidanty kiekis.

3.2 lentelé. Apskai¢iuotas DPPH slopinimas

Skirtingos NaNOgz koncentracijos Rezultatai %

0.25 g/l 723

0.5 gl 84.6

1.0 g/l 935

15gl 85.7

15g/l

1.0g/l

0.5 g/l

SKkirtingos NaNO3
koncentracijos

0.25g/l

0 20 40 60 80 100
DPPH %

3.9 pav. Apskaiciuotas DPPH % slopinimas, prie skirtingy NaNOs koncentracijy
maitinamojoje terp¢je
Atlikus tyrimg buvo (zr. 3.2 lentelé ir 3.9 pav) nustatyta, kad didziausias antioksidaciniu

aktyvumu pasizyméjo dumbliai auginti BBM2 terpéje, 0 maZiausiu BBM terpéje auginti dmbliai.
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3.6 Antioksidacinis aktyvumo jvertinimas mikrodumbliuose pagal FRAP

metoda

Tyrimui paimta po 0,1 g Chlorella vulgaris mikrodumbliy i§dziovintos biomasés, augintos su

skirtingomis mitybinémis terpémis, esant skirtingom NaNOgz koncentracijomis.

Atlikus tyrimg pagal kalibracing kreive buvo apskaiiuotas antioksidacinis aktyvumas, gauti

rezultati pateikti 3.4 lenteléje ir pavaizduoti 3.11 paveiksle.

Kalibravimo kreivé ruo$iama: FeSO4 X 7H20 (5, 10, 15, 20; 25 umol/L). Reik§mé apskaiciuojama

pagal kalibravimo kreive pmol/L Fe(II)/L. I FeSO4x 7H0 taip pat jpilame FRAP reagento.

3.3 lentele. Kalibravimo kreive kreivé skirta, antioksidacininiam aktyvumui jvertinti

FeSO4 x 7H-0,
mmol/L

0,005

0,010

0,015

0,020

0,025

0,030

Sugertis esant 593nm

0,129

0,205

0,325

0,467

0,508

0,658

o o o o o
w E= [®5] [=)] ~

Sviesos sugertis

=l
[&s]

0,1

0.005 0.010

0.015

0.020

0.025 0.030

FeS0,x 7TH,0, mmol/LL koncentracijos

3.10 pav Kalibravimo kreivé
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3.4 lentelé. Atlikus tyrima gauti rezultatai.

Skirtingos NaNOgz koncentracijos Rezultatai
0,25 g/l 0,256
0,5 g/l 0,342
1,0 g/l 0,451
1,5 g/l 0,422

15g/l

1.0g/l

0.5 g/l

SKkirtingos NaNO3
koncentracijos

0.25g/l

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

FeSO,x 7H,O, mmol’L koncentracijos

3.11 pav. Rezultatai gauti atlikus tyrimg FRAP metodu
IS gauty tyrimo rezultaty matyti, kad didziausias antioksidacinis aktyvumas pagal FRAP buvo

nustatytas dumbliuose, kurie buvo auginti 1,0 g/l NaNOs mitybinéje terpéje, o maziausias kiekis

esant 0,25 g/l koncentracijai
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3.7 Bendras fenoliniy ir taniny jvertinimas Folino — Kiokalto metodu Chlorella
vulgaris mikrodumbliuose

Tyrimui atlikti buvo paimta po 0,1g skirtinguose NaNOsz koncentracijy mitybinése terpése
auginty iSdziovintos ir susmulkintos mikrodumbliy biomasés. Atlikus tyrimus buvo gauti rezultatai,
kurie pateikti 3.6 ir 3.7 lentelése.

Kalibravimo kreivés sudarymas

Paimama 0; 5; 10; 20; 30; 40; 50; 60; 70; 80; 90; 100 ul standartinio tanino raigsties tirpalo,

tada jpilame distiliuoto vandens, kad bendras kiekis mégintuvéliuose buty 500 pl. T §j tirpala
ipilame 250 pl Folino-Kiokalto reagento ir 1,25 ml natrio karbonato tirpalo. SumaiSome ir

inkubuojame kambario temperatiiroje tamsoje. Po 40 min matuojame $viesos sugertj.

3.5 lentelé. Kalibravimo kreivés sudarymas naudojant tanino riigSties tirpalg ir matuojant

Sviesos sugert] esant 725 nm bangos ilgiui.

0,5 0,004
1,0 0,014
2,0 0,043
3,0 0,062
4,0 0,095
5,0 0,108
6,0 0,128
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0,25

0,2

o
[
(%3]

Sviesos sugertis
(=]
=

0,05
0 0.5 1 2 3 4 5 6 7
Tanino ragsties standartinis tirpalas

3.12 pav Kalibraciné kreivé

3.6 lentelé. Fenoliniy junginiy kiekis mg/100mg

Skirtingos NaNOgz koncentracijos Rezultatai

0,25 g/l 0,848 mg/100mg
0,59/ 1,275 mg/100mg
1,0 g/l 1,569 mg/100mg
1,59/ 1,422 mg/100mg

3.7 lentelé. Taniny Kiekis mg/100mg

Skirtingos NaNOz koncentracijos Rezultatai

0,25 g/l 0,145 mg/100mg
0,59/l 0,351 mg/100mg
1,0 g/l 0,567 mg/100mg
1,59/l 0,462 mg/100mg

I§ gauty rezultaty buvo nubraizytos diagramos zr. 3.13 ir 3.14 pav.
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3.13 pav. Gauty fenoliniy junginiy kiekis mg/100mg, gautas i§ dumbliy auginty skirtingose

NaNOz koncentracijose

IS gauty rezultaty matyti, kad didziausiomis fenoliniy junginiy ir taniny koncentracijomis
pasizymeéjo 1 g/l NaNOs koncentracijos mitybinéje terpéje auginti mikrodumbliai. Fenoliniy
junginiy — 1.569 mg/100g, o taniny — 0.567 mg/100g.
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3.14 pav. Taniny kiekis, gautas i§ dumbliy auginty skirtingose NaNO3 koncentracijose
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3.8 Baltymuy kiekio jvertinimas
Baltymy kiekiui jvertinti Chlorella vulgaris dumbliuose, buvo paimta po 0.1 g skirtingose
NaNOs koncentracijose auginty mikrodumbliy i§dziovintos ir susulkinto biomasés. Gauti rezultatai
pavaizduoti 3.16 pav.
Siekiant tiksliai apskaiciuoti baltymy kiekius esancius mikrodumbliuose, buvo sudaryta
standartiné kalibravimo kreivé, kurios rezultatai pateikiami 3.8 lenteléje ir 3.15 pavyzdyje.

Kalibravimo kreivés sudarymas:

Paimame 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 ul standartinio albumino tirpalo (1 mg/ml) ir skiedziame
iki 100 pl vandeniu bei jpilame 2 ml Bradfordo reagento. Méginiai sumaiSomi ir iSmatuojame

Sviesos sugert] esant OD=595 nm. I§ gauty duomeny nubraizoma kalibraciné kreivé.

3.8 lentele. Kalibravimo kreivés sudarymas naudojant albumino tirpalg (1 mg/ml, kiekis pl).

Matuojama Sviesos sugertis esant 595 nm bangos ilgiui.

0,05 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

0,056 0,183 0,285 0,432 0,563 0,687 0,784 0,819

Sviesos sugertis
=
S

w

0 0.05 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Albumino Standartinis tirpalas

3.15 pav. Albumino standartiné kreivé
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Baltymu kiekis, %

3.16 pav. Nustatytas baltymy kiekis esantis dumbliuose

Atlikus tyrimg, buvo nustatyta, kad didziausia baltymy koncentacija, pasizyméjo dumbliai, Kurie
buvo auginti BBM2 mitybinéje terpéje (23.54 %), o maziausias buvo nustatytas esant BBM

mitybingje terpéje ( 12.47%).

3.9 Redukciniy savybiy nustatymas Chlorella vulgaris mikrodumbliuose

Tyrimui atlikti buvo paimta po 0,1 g sausos dumbliy biomasés. Gauti tyrimo rezultati pateikti
3.9 lenteléje.
3.9 lentelé. Dumbliy redukciniy savybiy jvertinimas auginant juos skirtingose NaNOs

koncentracijy mitybinése terpése.

Skirtingos NaNOs koncentracijos Sviesos sugertis
0,25 g/l 0,094
0,5 g/l 0,107
1,0 g/l 0,138
1,59/ 0,053
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15g/l

1.0g/l

auginti dumbliai

o
n
£

0.25g/l

Skirtingose NalNO3 koncentracijose

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14
Sviesos sugertis

3.17 pav. Redukciniy savybiy esanciy dumbliuose prie skirtingy NaNOgz koncentracijy.

IS gauty tyrimo rezultaty matyti, kad didziausiomis redukcinémis savybémis pasizymeéjo
dumbliai, kurie buvo auginti 1 g/l NaNOz koncentracijos mitybinéje terpéje ( Sviesos sugertis —
0,138), o maziausiomis savybémis pasizyméjo 0.25 g/l NaNOs koncentracijoje auginti

mikrodumbliai (§viesos sugertis — 0,094).
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2. Rekomendacijos

Atlikus tyrimus iStyréme, kokiomis salygomis Clorella vulgaris dumbliai augo efektyviausiali,
tokias sglygas galima panaudoti auginant dumblius pramoniniu bidu.

Remiantis atliktais tyrimais, iSanalizuota moksline literatira ir kitais Saltiniais. Galima
nubraizyti karotenoidy iSskyrimg 1§ dumbliy principing¢ aparatiiring schema.

Karotenoidy i$skyrimo i§ Chlorella vulgaris mikrodumbliy principiné technologiné schema yra
pateikta 4.1 paveiksle, ja sudaraniy jrenginiy sgrasas pateiktas 4.1 lenteléje. Principiné aparatiiriné
schema apima dumbliy auginima ir karotenoidy i$skyrima i$ jos.

I bioreaktoriy R1 yra tiekiamas Chlorella vulgaris kultiiros koncentratas K, pro sklende¢ SK1,
pro oro filtrag F1 kompresoriaus pagalba K1 yra tiekiamas Svarus oras, terpé | bioreaktoriy i$ talpos
T1 yra perduodama iScentriniu siurbliu S1 pro sterilizatoriy ST1. I$ bioreaktoriaus biomasé
iScentriniu  siurbliu S2 yra paduodama i centrifugg CI, kur sukoncentruota biomase, toliau
iScentriniu  siurbliu S3 yra tiekiama ] vakuuminj filtra V1, kuriame biomasé¢ dar labiau
sukoncentruojama. I§ vakuuminio filtro, biomasé sraigtiniu transporteriu TR1 yra perduodama j
liofilizatoriy L1, kuriame yra visiskai iSdziovinama. Toliau sraigtiniu transporteriu TR2 biomase
yra tiekiama j rutulinj malting M1, kuriame yra smulkiai sumalama. Susmulkinta biomas¢ juostiniu
transporteriu J1 yra tickiama j maiSykle A1, j kurig i8 talpy T2 ir T3 sklendziy pagalba SK2 ir SK3
yra tiekiami vanduo ir kalio hidroksidas. Gauta suspensija iScentriniu siurbliu S4 yra tiekiama |
ekstraktoriy E1, 1 kurj yra jpilamas heksanas, kuris naudojamas kaip ekstrahentas. Vykdomas faziy
atskyrimas, kurio metu yra atskiriamas vanduo su kalio hidroksidu ir juose iStirpusiomis
medziagomis, nuo heksano ir karotenoidy miSinio. Toliau heksano ir karotenoidy miSinys
iScentriniu siurbliu S5 yra tiekiamas j maisykle A2, kurioje yra jduodama augalinio aliejaus, kuris
pagerina karotenoidy iSskyrimg. Gerai iSmaiSyta suspensija iScentriniu siurbliu S6 yra tiekiama |
kolong I1, kurioje tiekiant skysta CO> yra paSalinamas heksanas. IS kolonos paSalintas heksano ir
CO2 miSinys patenka j kondensatoriy O1 i$ kurio iScentriniu siurbliu yra tiekiamas j degazifikacijos
kolong G1, kurioje heksanas yra atskiriamas nuo COz2 1§ ten iSgrynintas heksanas iScentriniu siurbliu
S8 yra tiekiamas | ekstraktoriy.

I$ kolonos 11 karotenoidy ir aliejaus miSinys iScentriniu siurbliu S7 yra tiekiamas j distiliacijos
kolong D1, i§ kurios iSskirtas karotenoidy misSinys yra perduodamas i talpg T4. IS talpos

karotenoidai gali biiti tiekiami j kitus jrenginius skirtingy karotenoidy i§skyrimui.

49



T4

Atliekos

f

4.1 Pav. Principinés karotenoidy i$skyrimo aparatiiriné schema

FlAtliekos]
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4.1 lentelé. Principinés technologinés linijos jrenginiy Zyméjimas

Zyméjimas Irenginio pavadinimas
K1 Oro kompresorius
F1 Oro filtras
K Dumbliy kultiiros koncentratas
SK1, SK2, SK3 Sklendés
R1 Biorektorius
T1,T2, T3, T4 Talpos
S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7, S8 IScentriniai siurbliai
C1 Centrifuga
V1 Vakuuminis filtras
L1 Liofilizatorius
TR1, TR2 Sraigtiniai transporteriai
M1 Rutulinis maliinas
J1 Juostinis transporteris
Al, A2 Maisyklés
El Ekstraktorius
11 ISgarinimo kolona
01 Kondensatorius
Gl Gazifikacijos kolona
D1 Distiliacijos kolona
ST1 Sterilizatorius
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Isvados

Ivertinta, kad didziausias Chlorella vulgaris dumbliy biomasés prieaugis buvo pasiektas, Kai
dumbliai buvo auginami mitybinéje terpéje, kurioje buvo 1g/1 NaNOs koncentracija
(praktiné iSeiga - 0,923 g/1, o teoriné — 0,713 g/l).

IStirta, kad didziausiais Chlorofilo a ir b kiekiais pasizymé&jo dumbliai, kurie buvo
auginami 1g/l NaNOs koncentracijos mitybinéje terpéje, atitinkamai 423 mg/100g ir 168
mg/100g.

Gauta, kad didziausiu karotenoidy kiekiu taip pat pasizyméjo mikrodumbliai, kurie buvo

auginami 1g/l NaNOs koncentracijos mitybinéje terpéje 214 mg/100g.

Atlikus tyrimg su DPPH didziausiu antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo dumbliai kurie
buvo auginami 1g/I NaNOs koncentracijos mitybinéje terpéje, jis sieké 93,5 %. Atlikus
biocheminy tyrimg sy FRAP reagentu, buvo gauta, kad didZiausias antioksidacinis
aktyvumas yra 19/l NaNOs koncentracijos mitybinéje terpéje augintuose Chlorella vulgaris
mikrodumbliuose. Didziausiu fenoliniy junginiy ir taniny kiekiu taip pat pasizymeéjo
dumbliai, kurie buvo auginti 1g/l NaNOs koncentracijos mitybingje terpéje, atitinkamai

1,569 mg/100mg ir 0,567 mg/100mg.

Atlikus redukciniy savybiy jvertinimo tyrima, buvo gauta, kad didZiausiu redukciniu
aktyvumu pasizyméjo dumbliai, kurie buvo auginti 1g/l NaNOs koncentracijos mitybinéje

terpéje, o maziausiu 0,25 g/l NaNOz koncentracijos mitybinéje terpéje auginti dumbliai.
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