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Santrauka

Tyrimo metu analizuota Tetrahymena thermophila pirmuoniy bioakumuliaciné geba, reaguojant j
jvairiy sunkiyjy metaly (Zn?*, Mo®*, Cu?*, Cr*, Crb*, Ni%*, Cd?*, Pb?") jony koncentracijas. Nustatyta,
kad pirmuonys, susidiir¢ su toksiSkomis sglygomis, modifikuoja savo metabolizma, keiciasi jy
judéjimo pobudis, jony suri§Simo geba ir augimo dinamika. Nagrinétas selektyvaus veisimo metodas,
taciau dél sunkiyjy metaly keliamo toksiSkumo perdavimo dukterinéms lasteléms, $is buidas buvo
atsisakytas — vietoj to rekomenduojama geny modifikacija. Tyrimo metu sukurtas tekstilés atlieky
pagrindu pagamintas filtras, kuris, nors ir néra biologiskai skaidus, pasizymi tvariu antriniu
panaudojimu ir utilizuojamas deginant. Filtras sékmingai panaudotas Tetrahymena thermophila
imobilizavimui ir praktinio bioakumuliacijos proceso atlikimui. Jrodytas filtro tvarumas, remiantis
dumbliu spirulina kaip pirminiu energijos 3aliniu. Sis darbas apima daug multidisciplinikumo ir
inovacijy bruozy, atveria galimybes kurti tvarius, pasyvios filtracijos pagrindu veikiancius
biotechnologinius sprendimus sunkiyjy metaly $alinimui i$ aplinkos.
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Summary

The study analyzed the bioaccumulation capacity of the protozoan Tetrahymena thermophila in
response to various heavy metal ion concentrations (Zn**, Mo®*, Cu?*, Cr**, Cr®", Ni**, Cd*', Pb*"). It
was determined that under toxic conditions, the protozoa modify their metabolism, exhibit altered
movement patterns, change their ion-binding capacity, and display shifts in growth dynamics. A
selective breeding method was investigated; however, due to the transmission of toxicity to daughter
cells, this approach was abandoned and genetic modification is suggested as an alternative in all future
studies. During the study, a filter made from textile waste was developed. Although not
biodegradable, the filter demonstrates sustainable secondary use and is intended for disposal through
incineration. It was successfully applied for the immobilization of Tetrahymena thermophila and the
practical execution of the bioaccumulation process. The sustainability of the filter was supported by
the use of Spirulina algae as the primary energy source. This work incorporates strong elements of
multidisciplinarity and innovation, opening opportunities for the development of sustainable, passive-
filtration-based biotechnological solutions for the removal of heavy metals from the environment.
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Ivadas

IStirpe sunkieji metalai, iSmetami ] aplinkg su vandens nuotekomis, kelia ilgalaikj pavojy
aplinkosauginiu ir sveikatos atzvilgiu [1]. Tradiciniai metaly Salinimo metodai — cheminis
nusodinimas ar mikro/nano ultrafiltracija pasizymi didelémis energijos sgnaudomis ir ribotu
tvarumu [2], todél Siame darbe siekiama naudoti mikroorganizmy prigimtines savybes, kaip
alternatyvy, tvary, sunkiyjy metaly $alinimo metoda [3].

Mikroorganizmai sunkiuosius metalus fiksuoja bioakumuliacijos, bionusodinimo ir biosorbcijos
metodais [4]. Siame darbe analizuojamos pladiai literatiiroje apra$yto pirmuonio Tetrahymena
Thermophila bioakumuliacinés savybés sunkiyjy metaly $alinimo atzvilgiu. Siame kontekste,
procesas yra menkai iSnagrinétas ir Sis darbas yra pirmasis, sistemingai apimantis ir jvertinantis visg
proceso granding — nuo inokuliavimo iki utilizavimo, ir siekiantis parodyti prakting naudg, sukuriant
fizinj, bioakumuliacijg paremta, sunkiyjy metaly filtra.

Darbo tikslas

Sistemingai jvertinti Tetrahymena thermophila bioakumuliacing sunkiyjy metaly geba, ir ja
panaudoti sukuriant tvary filtrg sunkiesiems metalams. Pagerinti sistemos efektyvuma, naudojant
selektyvaus veisimo metodika.

Darbo uzdaviniai

1. Isanalizuoti Tetrahymena Thermophila bioakumuliacing talpa, naudojant skirtingus sunkiuosius
metalus.

2. Siekti padidinti ir pagerinti Tetrahymena Thermophila bioakumuliacine talpg atliekant
selektyvaus veisimo procediira.

3. Sukurti tvary filtrg, paremtg bioakumuliacijg, naudojantj tik Tetrahymena Thermophila ir tvary
maistiniy medziagy $altinj — dumblj Spriulina.

4. Jvertinti sistemos tvaruma, atliekant kalorimetring analize.



1. Literatiiros apZvalga
1.1. Sunkieji metalai

Terminu ,,sunkieji metalai* paprastai apibiidinami metalai ir pusmetaliai, pasiZymintys dideliu
atominiu tankiu bei biologiskai toksiSkomis savybémis. Jprastai §i kategorija néra apibréziama
remiantis vienu rodikliu, todél literatiroje sutinkami jvairlis apibrézimai. Vienas placiausiai
vartojamy kriterijy — atominis skai¢ius didesnis nei 20 ir atominis tankis didesnis kaip 4-5 g/cm®.
Sunkieji metalai taip pat pazymimi gebéjimu formuoti teigiamus jonus (oksidacijos busenoje),
laidumu Silumai ir elektros srovei bei atsparumu korozijai [5, 6].

Metalai néra grieztai apibidinami sagvokomis ir jy grupavimas atlickamas pagal skirtingus pozymius
[5]:

— metalas — cheminis elementas, pasizymintis budingomis fizikinémis savybémis: lengvai
atiduoda elektronus, sudaro teigiamus jonus, didelis silumos ir elektros laidumas,

— pusmetalis (metaloidas) — elementas, turintis metalui budingg iSvaizda, taciau cheminiu
poziiiriu elgiasi kaip nemetalas,

— lengvieji metalai — nekonkretus terminas, apibudinantis metalus, kuriy tankis mazesnis kaip 4
glem?,

— sunkieji metalai — minéti anks¢iau; charakterizuojami didesniu atominio tankio ir galimu
toksiSkumu,

— Dbitinieji metalai — organizmui gyvybiskai svarbiis elementai, reikalingi normaliam augimui,
metabolizmui ir organy funkcijoms. Metalai, kurie organizmuose naudojami dideliais kiekiais
apibtuidinami kaip makroelementai,

— nebitinieji arba toksiSki metalai — organizmui nereikalingi elementai, kurie geba net mazomis
koncentracijomis trikdantys metabolinius procesus,

— pédsakiniai metalai (mikroelementai) — organizme aptinkami labai nedideliais kiekiais,
reikalingi specifinéms biologinéms funkcijoms atlikti .

Biologinése sistemose sunkieji metalai skirstomi j naudingus ir nenaudingus. Taip pat vartojami
smulkesni terminai, kaip toksiski, netoksiski, makroelementai, mikroelementai, biitinieji, nebiitinieji
ir kt. Biologiskai naudingy metaly pavyzdziai apima kalcj, magnj, kalj, natrj, gelezj, cinka, varj,
mangana, seleng, molibdena, kobalta, chroma, joda ir kt. Kaip biologiSkai nenaudingi apibtdinami:
Svinas, gyvsidabris, kadmis, arsenas, nikelis ir kt. Apibiidinimai taip pat priklauso nuo metaly kiekio
sistemoje ar aplinkoje [7,8].

1.2. Sunkiyjy metaly $alinimo metodai

Sunkiyjy metaly Salinimu 1§ sistemy vadinamas procesas, kurio metu cheminio elemento jonai arba
dalelés yra atskiriami nuo terpés, tirpalo, atlieky srauto ar aplinkos komponenty. Siame darbe
nagrinéjamas tik vienas procesas, kai sunkusis metalas yra skystosios homogeniskos fazés dalis,
kurios tirpiklis vanduo.

Literatiiroje apraSoma maziausiai 10 skirtingy sunkiyjy metaly iSskyrimo biidy: elektrochemija,
membraninis atskyrimas, adsorbcija, cheminiai hidrogeliai, fotokatalizé, jony mainai, koaguliacija,
flokuliacija, cheminis nusodinimas, biologinis atskyrimas.



Atlikus i§samig visy nagrinéty sunkiyjy metaly Salinimo metody lyginamaja analizg, nuspresta, §io
darbo metodologija paremti biologinio atskyrimo technologijomis. Remiantis literatiiriniy Saltiniy
apzvalga, Sie metodai pasizymi dideliu metaly jony fiksavimo efektyvumu, mazu energijos
suvartojimu ir galimybe taikyti tvariosios inzinerijos principus. Be to, biologiniy metody taikymas
sunkiyjy metaly Salinime yra mazai apraSytas literatiroje, tad analizuojant Sig metodika labiau
prisidedama prie mokslinio naujumo. Sieksime jvertinti $iy sistemy galimybes ir bandysime jas
modifikuoti maksimizuojant sunkiyjy metaly Salinimo geba.

1.2.1. Elektrocheminés technologijos

Pagrindinés  elektrocheminés technologijos apima: elektrokoaguliacija, elektroflotacija,
elektrodialize, elektrodepozicija bei elektroadsorbcija (talping dejonizacija). Elektrokoaguliacijos
metodas grindZziamas anodo istirpimu (naudojamas daZniausiai gelezies arba aliuminio anodas).
Anodo fragmentai skatina sudaryti kompleksus, kurie koaguliuoja i didesnes struktiiras ir jungiasi su
sunkiyjy metaly jonais tirpale. Elektroflotacijos veikimo principas panasus | elektrokoaguliacija,
taiau Cia grupés (koaguliatai arba metaly kompleksai) prisijungia prie vandens molekuliy,
sudarydami mikroburbuly apvalkalg. Sie burbuliai kyla j pavirsiy, ir formuoja nuosédy plévele.
Elektrodializé remiasi katodo ir anodo saveika, kai tarpusavyje naudojama membrana. Pritaikius
potencialy skirtuma, metaly jonai migruoja i$ tirpalo per membrang link atitinkamo elektrodo, taciau
sulaikomi membranoje. Elektrodepozicijos Salinimo metu sunkiyjy metaly Salinimas vyksta
tiesiogine metaly jony redukcija ir nusédimu ant katodo pavirSiaus. Elektroadsorbcija (talpiné
dejonizacija) apjungia elektrocheminj ir adsorbcinj efektus: esant elektros srovei, katodo pavirSiuje

susidaro elektrostatine trauka, gebanti pritraukti ir sulaikyti sunkiyjy metaly jonus adsorbcijos
budu [9].

1.2.2. Membraninis atskyrimas

Vandens membraninio valymo technologijos yra tokios, kaip: atvirkstinio, tiesioginio 0osmoso,
pervoporizacijos ir filtravimo. Tradiciniai metodai remiasi slégio varomais procesais. Naudojamos
maisytos matricos, plonasluoksnés membranos ir polimerinés membranos. Procesai apibiidinami kaip
nanofiltracija, mikrofiltracija ir ultrafiltracija. Mikrofiltracijos metu, membrany pory dydis nuo 0,1
iki 10 pm, ultrafiltracijos metu —nuo 0,1 iki 10 nm, vykdant nanofiltracija, pory dydis < 1 nm.
AtvirksStinio osmoso metu atskiriamos dalelés, kuriy dydis < 1 nm. Tiesioginio osmoso membraniné
filtracija remiasi vandens perneSimo 1§ mazZesnés tirpalo ] didesn¢ ir nereikalauja iSorinio slégio.
Pervaporacijos metodu, miSinio komponentai iSgarinami per selektyvia membrang, kuri sulaiko
nepageidaujamas daleles. MaiSytos matricos membranos, sudarytos 1§ skirtingy medziagy pluosty,
tarpusavyje persidengusiy ir prisitaikiusiy atlikti skirtingas funkcijas. Plonasluoksnése membranose,
funkcinis komponentas yra plonas, porétas ir selektyvus sluoksnis. Polimerinés membranos sudarytos
tik 18 vieno polimerinio komponento, kuriose sunkieji metalai geba koordinaciniais rysiais prisijungti
prie funkciniy grupiy (pavyzdziui: PVDF, PSU, PSF, PA ir kt.) [10].

1.2.3. Adsorbcija

Adsorbcijos procesas remiasi sunkiyjy metaly jony arba koloidiniy kompleksy suriSimu ant
nanoporétos medziagos pavirSiaus. Sj procesa lemia elektrostatinés ir dispersinés saveikos, o
efektyvuma tiesiogiai veikia temperatiira, adsorbento kiekis, pH, kontakto laikas ir pradiné¢ metaly
koncentracija. Didéjant temperatiirai jprastai spartéja sorbcijos kinetika ir didéja talpa, taciau per
auksta temperatiira gali destabilizuoti funkcinj sluoksnj. Padidinus adsorbento mas¢ auga bendra

10



sorbcijos geba. PH reguliuoja tiek sorbento pavirSiaus kriivj, tiek jony specifiskumg. DaZniausiai
naudojami anglies pagrindu pagaminti adsorbentai, kuriy sorbciné geba padidinama funkcinémis
modifikacijomis — azotinimu, oksidacija ar sierinimu. Egzistuoja ekologiskai tvartis sprendimai,
pavyzdziui chitosano dariniai. Adsorbcija jprastai griztamasis procesas, pagristas silpnosiomis van
der Valso jungtimis. Adsorbuoti sunkieji metalai gali buti atlaisvinti eliuavimo metu, iSplaunant
adsorbuotg medziagg tirpikliu ir tokiu budu adsorbentas gali bti regeneruojamas [2].

1.2.4. Hidrogeliais paremtas Salinimas

Hidrogeliai — tai sglyginai naujas ir perspektyvus biidas sunkiyjy metaly $alinimui i§ vandeniniy
sistemy, veikiantis pagal adsorbcijos principa. Sios trimagios tinklinés struktiiros junginiai gali biti
sudaryti tiek i$ naturaliy, tiek i$ sintetiniy polimery, o dél savo gebéjimo absorbuoti didelius kiekius
vandens ir iSbrinkti, jie uztikrina didelj salycCio plotg su tirpale esanciais terSalais. Tvarts hidrogeliai
kuriami naudojant celiulioze, chitosang, alginatg ar kitus polisacharidus. Hidrogeliai gali pasizyméti
Ivairiomis savybémis, priklausomai nuo jy pory dydzio — mazesniy pory atveju jie veikia panasiai
kaip membraninés sistemos, o didesnés poros leidzia efektyviai adsorbuoti didelius kompleksinius
junginius. Keiciant hidrofiliSkumo laipsnj, koreguojama sgveika su vandeniniais tirpalais.
Pagrindinés hidrogeliy pavirSiuje esancios funkcinés grupés: karboksilo (-COOH), amino (-NH2),
sulfono (-SOsH) ir hidroksilo (-OH). Jy déka sunkiyjy metaly jonai geba koordinaciniu ry$iu
prisijungti prie hidrogeliy [11, 12].

1.2.5. Fotokatalizé

Sunkieji metalai taip pat gali biti pasalinami naudojant fotokatalizés metodika. Fotokatalizé yra dar
vienas inovatyvus ir aplinkai draugiskas metodas sunkiyjy metaly Salinimui i§ vandeniniy sistemy.
Siuo atveju naudojama $viesa kaip pagrindinis energijos $altinis. Proceso metu, fotonai pasiekia
medZiagos substratg ir Sviesos kvantas suteikia pakankama energijos suzadinti sunkiyjy metaly
elektronus — jie perSoka i§ valentinés juostos j kondukcing juosta, taip sukeldami elektrony ir skyliy
susidarymg. SuZadinti metaly jonai tampa reaktyviis ir geba dalyvauti cheminése reakcijose Su
substratu, prisijungdami prie jo kovalentiniais arba koordinaciniais rySiais. Pagrindinis §io metodo

VW —

i88tkis — tinkamy fotokatalizatoriy substraty paruo$imas ir jy regeneravimo galimybés [13].
1.2.6. Jony mainai

Jony mainy metodas yra dar vienas sunkiyjy metaly Salinimo budas, pagristas kietosios fazes ir
vandeninio tirpalo jony apykaita, kuomet tirpale esantys toksiski metaly katijonai pakei¢iami maziau
kenksmingais ir pigiais katijonais, esan¢iais jony mainy dervoje arba kitoje sorbenty matricoje — Na*,
Ca®*, Mg?*, H* ir kt. Siy procesy mechanizmai gali remtis skirtingomis saveikos jégomis — nuo
kovalentiniy ry$iy formavimosi iki elektrostatinés sgveikos. Sunkiesiems metalais fiksuoti, daznai
naudojami jony mainai su zeolitais (aliuminio silikato mineralais). Jony mainy derva gali biiti
regeneruojama koncentruotu ragsties tirpalu [14, 15, 16].

1.2.7. Koaguliacija, flokuliacija

Koaguliacijos procesas paaiskinamas koloidinio tirpalo destabilizacija ir daleliy aglomeracija.
Dazniausiai naudojamos aliuminio druskos (aliuminio sulfatas) arba gelezies druskos (gelezies
sulfatas, gelezies chloridas), kurios neutralizuoja koloidy pavirSiaus kriivi ir mazina elektrostating
saveika tarp daleliy. Smulkios dalelés pradeda jungtis i didesnius aglomeratus. Tada vykdomas
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flokuliacijos procesas. Kaip flokuliantai naudojami didelés molekulinés masés junginiai — Sakoti
polimerai. Priklausomai nuo Sakotumo ir molekulinés polimery masés skiriasi floko (angl. Floc)
dydis ir mechaninis stabilumas [2].

1.2.8. Cheminis nusodinimas

Cheminio nusodinimo metodas yra vienas i§ paprasciausiy ir placiausiai taikomy sunkiyjy metaly
Salinime. Metodas grindziamas metaly jony i$sikristalizavimu ir transformacija | vandenyje netirpius
junginius. Jie nuo vandens atskiriami centrifugavimo, filtravimo, sedimentacijos ir kitomis
metodikomis. Tipiskai naudojamas natrio sulfidas (Na2S) ir sudaromi metaly sulfidai. Praktiskai visi
sunkiyjy metaly sulfidai netirptis vandenyje. Kartais formuojami metaly hidroksidai ar karbonatai.
Cheminé reakcija negrjztama.

1.2.9. Biologinis atskyrimas

Biologinio atskyrimo metodai remiasi gyvy ar negyvy biologiniy sistemy gebéjimu fiksuoti
sunkiuosius metalus ir apima tris pagrindinius mechanizmus: bioakumuliacija, bionusodinimg ir
biosorbcija. Bioakumuliacijos atveju metaly jonai aktyviai transportuojami j mikroorganizmo lastele
specifiniy baltyminiy struktiry pagalba ir kaupiasi vidingje lgstelé¢je. Bionusodinimo metu
mikroorganizmai iSskiria chelatuojancius anijonus, kurie jungiasi su metalais, suformuodami
netirpias druskas ar kompleksus, nusodinancius sunkiuosius metalus. Tuo tarpu biosorbcijos metu
metalai pasyviai adsorbuojami ant lastelés sienelés pavirSiaus, suriSant metaly jonus be metabolinés
veiklos. Placiau apie $iuos metodus aprasyta 1.3. Biologinio suri§imo metodika remiasi tuo, kad
naudojama biologinés sistemos metaly fiksavimo darbo atlikimui ir tvarumas pateisinamas maistiniy
medziagy kilme [4].

1.3. Biologiniai sunkiyjy metaly $alinimo budai

Bionusodinimas
Iiskiriami CO3%", OH", S? jonai, ow

kurie reaguoja su sunkiuoju e

metalu ir sudaro netirpig druska

Bioakumuliacija
Sunkieji metalai
perneSami |
lastelé biologiniy
kompleksy
pagalba

Biosorbcija
Sunkieji metalai suriSami
lastelés pavirSiuje déka
elektrostatiniy jégy

(DD
(9

1 pav. Biologiniai sunkiyjy metaly Salinimo buidai
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Bionusodinimas yra biologinis procesas, kurio metu mikroorganizmai, ypa¢ sulfatus redukuojancios
bakterijos (SRB), paver¢ia tirpius sunkiyjy metaly jonus netirpiomis nuosédomis. Sis procesas vyksta
anaerobinémis salygomis, kai SRB naudoja sulfata (SO4%) kaip galutinj elektrony akceptoriy,
redukuodamos jj j sulfidg (S¥). Kai kurie organizmai isskiria karbonato (COs*) arba
hidrokarbonato (HCO3") anijonus. Sie anijonai i$skiriami kalcio surisimui ir panaudojami pH
korekcijai, taCiau Sis metabolizmo kelias taip pat gali biiti panaudojamas sunkiyjy metaly redukcijai.
Taip pat gali susidaryti hidroksido (OH") jonai, vykstant amino rugs¢iy deaminacijai, kai susidaro
amoniakas (NHz), kuris vandenyje hidrolizuojasi j amoniakinj vandenj (NH4OH). Viena i8
bionusodinimo metodo problemy yra tai, kad susidariusios nuosédos gali kauptis sistemoje ir iSlikti
toksiskos, jei néra tinkamai paSalinamos. Procesas apibudinamas kaip lasteliy gynybinis
mechanizmas, siekiant panaikinti toksiska aplinkg arba pasalinti dugne esancig konkurencija [4, 17,
18, 19, 20, 21].

Biosorbcijos metu sunkiyjy metaly jonai pasyviai suriSami ant mikroorganizmy lasteliy sieneliy ir
membrany, nevykdant aktyviy lastelés metaboliniy veiksmy. Procesas pagristas silpnosiomis
cheminémis sgveikomis — jony mainais, kompleksy formavimu, chelavimu, van der Valso jégomis ir
daznai apibudinamas kaip paprastas adsorbcijos mechanizmas. Sunkieji metalai geba sudaryti
kompleksus, su funkcinémis grupémis membranoje, kurios elgiasi kaip kompleksodario ligandai.
Pagrindinés: karboksilo, hidroksilo, sulfato, merkapto (tiolio), fosfato, amino, amido, imino, esterio,
tioeterio, karbonilo, imidazolo ir fosfodiesterio grupés. Tiksliis procesai skiriasi, priklausomai nuo
naudojamo organizmo vykdant biosorbcijos procesa [21, 22].

Bioakumuliacijos metu, aktyviosios pernasos mechanizmo pagalba, sunkiyjy metaly jonai jsiskverbia
i gyvos lastelés vidy ir fiksuojami baltyminése struktiirose. Siai pernasai naudojama energija,
susidaranti metabolizmo metu. Sunkieji metalai, tokie kaip cinkas ar varis, naudojami DNR
replikacijoje, tarplasteliniy signaly perdavime ir reduktaziy ar oksidaziy centro sandaroje. Baltyminés
pernasos sistemos, nepakankamai iSrankios ir neatskiria specifiniy sunkiyjy metaly i§ miSinio, todél
kartu su naudingaisiais sunkiaisiais metalais gali buiti pasisavinami toksiskieji metalai. Esant zemoms
koncentracijoms, bioakumuliacijos procesas vadinamas mikroelementy akumuliacija, o didéjant
metaly kiekiui — toksiny kaupimu. Didéjant sunkiojo metalo koncentracijai, metalas prisijungia ne tik
prie pernasos ir kaupimo baltymy, bet ir geba koordinaciniais ry$iais prisijungti prie kity baltyminiy
strukttiry. Tai gali lemti lastelés mirtj [21, 23].

1 lentelé. Biologiniy sunkiyjy metaly $alinimo biidy privalumai ir trikumai. Zalia spalva Zymi metodo
pranasuma, raudona — trikuma.

Bionusodinimas Biosorbcija Bioakumuliacija

Salygojamas metabolizmo,

Selektyvumas Priklauso nuo aplinkos Maias, ;qugojamas nauding?eji su_nkiej.i
salygy ligandy jvairove metalai jsisavinami
pirmiausia
Kaina Maza, naudojamos

atliekos
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Bionusodinimas Biosorbcija Bioakumuliacija

Isisavinimo greitis

Isisavinimo Kkiekis

Metalo patvarumas

Energijos poreikis

Regeneracija

Universalumas

1.3.1. Sunkiyjy metaly pernasa j organizma

Sunkieji metalai per lastelés membrang jsisavinami keliais sudétingais mechanizmais, kuriy pagrinda
sudaro aktyviosios pernasos sistemos, vykdomos specifiniy transporteriy — baltyminiy pernesé¢jy —
pagalba. Dazniausi sunkiyjy metaly pernasos keliai: selektyvios porinés kanaly struktiros, cinka
pernesantys baltymai (Zymimi ZIP, Zrt, ZnT), dvivalenc¢iy metaly transporteriai, ATP sintazés ABC
transporteriy baltymai (angl. ATP-Binding Cassette) ir tam tikros siderofory sistemos. Labai mazi
metaly jony kiekiai gali difunduoti paprastosios difuzijos biidu per lipidy sluoksnj. Aktyvioji pernasa
jveikia elektrocheminj koncentracijy gradientg, naudojant energijos $altinj, dazniausiai kylantj i§ ATP
[21, 24, 25].

Aktyviosios pernasos baltymai savo struktiriniu ir elektroniniu lygmeniu primena fermenty
aktyviuosius centrus: pernasos centre susidaro koordinacinis rySys tarp sunkiojo metalo jony ir
specifiniy aminortgséiy liekany, dazniausiai turin¢iy deguonies atomus (karboksilo ar hidroksilo
grupiy), kurios veikia kaip ligandai, prisitaikantys prie metalo valentiniy elektrony konfigtiracijos.
Siame centre metalas stabilizuojamas aukstos energijos biisenoje, o véliau, perneSamas j tolesnes
baltymines struktiiras, pereina ] mazesnés energijos koordinacines konformacijas. Pavyzdziui, vario
jony pernesimo metu, Pig-ATPazés pagalba, transporteryje sudaroma trigoniné plokStuminé
struktirg, o po pernasos sudaromi metalobaltymai, kuriuose struktiira tetraedriné ar tetragoniné
[21, 26, 27].
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1.3.2. Sunkiyjy metaly akumuliacija organizme

Ivykdzius sunkiojo metalo pernasa per plazming membrang, metaly jonai fiksuojami Igstel¢je
specialiy baltyminiy struktiiry pagalba, uztikrinant jy kaupimasi ir tolimesnj biologinj panaudojima.

Paprasciausi organizmai, tokie kaip grybai ir bakterijos, naudoja sideroforus — nedidelius baltymus,
kuriy aktyvyj; centra sudaro okso- grupémis prisotintos aminortgsc¢iy liekanos.
Dazniausiai — histidino fragmentai. Siderofory sunkiojo metalu suriS§imo procesas vadinamas
chelavimu [28, 29] .

Sudétingesnés lastelés, beveik visada gamina metalotioneinus sunkiyjy metaly suri§imui. Tai zemo
molekulinio svorio baltymai (apie 7 kDa), turintys daug cisteino fragmenty. Metaly suriSimas
vykdomas koordinaciniu rySiu tarp cisteine esanciy tiolio grupiy ir metalo. Metalotioneinus sintetina
Goldzio kompleksas, jie aptinkama Goldzio komplekso plazminéje membranoje arba lastelés
sieneléje. Aromatiniai fragmentai ir disulfidinis rySys mazina metalotioneiny koordinacing geba [29].

Metalotioneinai gali biiti klasifikuojami pagal homologines savybes | tris klases:
— 1 klasé — polipeptidai, kuriose cisteino framenty vietos baltymingje struktiiroje atitinka
cisteino fragmenty vietas baltymuose, iSgauty i$ arklio inksty zZievés.
— 2 klasé — polipeptidai, kuriuose cisteiny fragmenty vietos baltyminéje struktiiroje tik nedaug
panasios ] arklio inksty zievéje aptinkamy polipeptidy cisteino fragmenty. Pavyzdziui mieliy.
— 3 klasé — netipiski, sintetinti metalo tiolio polipeptidai, pavyzdziui kadistinas,
fitometalotioneinas ar fitochelatinas.

Sig klasifikavimo sistemga sukiire Fowler et al., 1987 metais ir §iais laikais ji nebenaudojama, tadiau
vis dar minima literatiiros Saltiniuose. Taip pat, Siais laikais, kaip standartas homologiniems
pozymiams nebenaudojama arklio inksty Zievé, ta¢iau naudojama triusio inksty zievé [29, 30].

Moderniais laikais metalotioneinai klasifikuojami j 16 ar daugiau Seimy, pagal Binz et al. 2001 metais
sukurtg sistema, tiesiogiai atsizvelgiant j geneting informacijg ir evoliucing koreliacija [29, 31, 32]:

— 1 Seima — stuburiniy (slanksteliniy) gyviny metalotioneinai, aptinkami zinduoliuose,

pauksciuose, driezuose, zuvyse, rykliuose, varlése.

— 2 Seima — moliusky metalotioneinai, aptinkami midijose, pilvakojuose ir kituose moliuskuose.

— 3 Seima — véziagyviy metalotioneinai, aptinkami tik véziagyviuose.

— 4 Seima — echinodermata (dygiaodZiai)

— 5 Seima — diptera (dvisparniai)

— 6 Seima — nematodai (kirminai)

— 7 Seima — ciliatai (pirmuonys)

— 8- 13 Seima — atitinkamai gryby L, IL, III, IV, V ir VI §eimos

— 14 Seima — prokariotai

— 15 Seima — augalai

— 99 Seima — fitochelatinai ir kiti nebaltyminiai j metalotioneinus panasis polipeptidai

1.4. Tvariosios inZinerijos principai

Tvarusis vystymasis suprantamas kaip toks plétojimosi modelis, kuris uZztikrina dabartiniy karty
poreikiy tenkinimg neiSnaudojant ir nekompromituojant ateities karty geb¢jimo tenkinti savo
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poreikius. Si filosofija remiasi trimis pagrindiniais aspektais — ekonominiu augimu, aplinkos apsauga
ir socialine lygybe. Pasireiskia sistemy kirimu bei valdymu, pagristu atsakingo dizaino principais,
ilgalaike vertés kirimo strategija, atliecky prevencija, natiiraliais energijos srautais bei
atsinaujinancios energijos naudojimu. Taip pat, atkreipiama démesj i projektavimo apribojimus,
nuolatinj tobulinima, biologing jvairove ir bioregionaluma, gyvyjy sistemy integravima koevoliucijos
principais, ekologinio poveikio vertinimg ir apskaita, gamtos matomumo skatinimg, pagarbg gamtos
iStekliams, zmoniy poreikiy uztikrinima, sisteminiam mastymui, produkto gyvavimo ciklui, inovacijy
diegimam, atsakomybe, tarpdiscipliniSkumg, multikultiralizmg, skurdo mazinimg, darniy sistemy
kirima ir kitus aspektus. Procesas, apimantis kuo daugiau $iy aspekty, apibtidinamas kaip tuo labiau
tvarus [33].

1.4.1. Bioreaktoriai

Bioreaktoriai, naudojami sunkiyjy metaly Salinimui i§ vandens, veikia kaip kontroliuojamos
auginimo terpés, kuriose talpinami specializuoti mikroorganizmai — dazniausiai mikrodumbliai, tokie
kaip Spirulina, Stichococcus, Chlorella ar Scenedesmus. Sios lastelés pritaikytos atlikti
bionusodinimo ir biosorbcijos funkcijas. Iprastai pasireiskia ir bioakumuliaciniai bruozai, dél lasteliy
augimo ir dauginimosi. Tokiu biidu bioreaktoriaus procesas yra nuoseklus, integruotas ir bioreaktoriai
turi daug placiy praktiniy panaudojimy galimybiy Siuolaikinése pramonés srityse. Bioreaktoriai
atitinka tvariosios inZinerijos principus — naudoja atsinaujinancius biologinius iSteklius, veikia
naudodami zema energijos kiekj ir minimaliai terSia aplinka [34].

1.5. Darbo su biologija etiniai aspektai

Grybai Bakterijos Augalai Protistai Kirminai Vabzdziai Grauzikai Keturkojai

IRRE

Etiska NeetiSka

Neefektyvu Efektyvu

2 pav. Etikos ir bioakumuliacinés gebos efektyvumo palyginimas

Siame darbe susiduriama su nejprasta problema —kuo sudétingesnis mikroorganizmas, tuo
efektyvesné sunkiyjy metaly bioakumuliacija dél platesnés metalotioneiny ir baltymy jvairoves. Tad
organizmo pasirinkimas turi biiti paremtas organizmo sudétingumu, atsizvelgiant  etikos standartus.
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Stuburiniai gyviinai ir smulkiis Zinduoliai turi didele metalotioneiny ir kity baltymy jvairove, todél
pasizymi didele bioakumuliacijos geba. Siems organizmam taikomas 3R etikos principas —
pakeitimas, sumazinimas, rafinavimas (angl. Replacement, Reduction, Refinement). Sis principas
teigia, kad kuo labiau jimanoma, tyrimai su $iais gyviinais turéty buti pakeisti alternatyviais metodai,
gyviny skaicius turétu biti sumazintas iki pacio minimalaus rezultatams gauti ir eksperimentiniai
metodai turi biti tokie, kad sumazinty gyviuny kancig. Diptera (dvisparniai/musés), vabzdziai ir
nematodai (kirminai) neapibtidinami grieztais etikos standartais, tatiau darbas su jais gali buti
apibudintas grieztais teisés aktais, saugant nuo populiacijos kryZminimosi ar pabégimo i
laboratorijos. Nematody bioakumuliacinés savybés itin geros, naudojamos dirvoZzemio valyme, kity
vabaly — ganétinai prastos, prisitaikiusios fiksuoti varj. Jiry organizmai pasizymi placia jvairove ir
apibiidinami daugeliu skirtingy standarty. Darbas su protistais, bakterijomis, grybeliais ir augalais
nesalygojamas griezty etikos standarty, nes $ie organizmai neturi nervy sistemy ir néra laikomi kaip
jautriis organizmai etikos atzvilgiu. Protistai sudaro sudétingas metalotioneiny sistemos, panasiais |
daugialgsCiy organizmy ir prisitaike fiksuoti cinka. Bakterijos naudoja fitochelatinus, kuriy
efektyvumas maZzesnis, nei metalotioneiny. Grybai ir grybeliai pasiZymi labai placia metalotioneiny
Ivairove, taciau mazu efektyvumu. Prisitaike fiksuoti varj. Augalai pasizymi placia metalotioneiny
jvairove, taCiau maza koncentracija, lyginant su kitais organizmais [29, 35, 36, 37].

1.6. Protistai

Protistai yra bet kokie eukariotiniai organizmai, kurie néra priskiriami gyviny, augaly ar gryby
karalystei. Protisty karalysté skirstoma j amebas, pirmuonis (ZiuZelinius arba ciliatinius organizmus),
fotosintetinan¢ius dumblius, grybelinius protistus, sporas sudarancius protistus ir kt. Dauguma
protisty yra heterotrofai — minta bakterijomis, organinémis dalelémis arba kitais vienalgsciais.
Lastelés neturi standzios sienelés, todél pasizymi jvairiomis ir kintan¢iomis formomis, geba aktyviai
judéti pseudopodijy, Ziuzeliy ar blakstien¢liy pagalba. Protistai paplite géluose, bei aptinkami
druskiniuose vandens telkiniuose, dirvozemyje, gali parazituoti [38].

1.6.1. Tetrahymena

Tetrahymena protistai priskiriama eukarioty domenui — lgstelés turi branduolj, apsupta membrana.
Ciliaty tipui — aplink membrang egzistuoja blakstienélés, kuriy pagalba juda mikroorganizmai, taciau
daug mazesnés nei ziuzeliai ir jy aptinkama daug daugiau. Oligohymenophorea klasei — dideli
ciliatai, kurie jprastai turi oralinj (i burng panasy) erdvinj komponentg savo struktiiroje, sudarytg is
trijy judamyjy komponenty (kinetidy). Hymenostomatida eilei —aptinkama ir gyvena gélame
vandenyje. Tetrahymenidae Seimai — pavadinimas kyla todél, nes pazymimi Kketuri oraliniai
komponentai — trys | membrang panasis kinetidai ir pati burnos ertmé (vadinama banguojancia arba
paroraliné membrana). Tetra zymi keturis, hymena, zymi membranas. Gentis — Tetrahymena.
Aptiktos bent 41 rusys, taciau egzistuoja daug daugiau. Neoficialiai, klasifikuojama j tris kladus:
pyriformis, rostrata ir patula, pagal dauginimasi ir mityba. Pyriformis grupé yra charakterizuojama
kaip lytiné, vykdo konjugacijos procesg ir turi ramybés biiseng. Rostara grupé pasizymi histofagine
mityba — minta lgsteliniais audiniais, parazituoja. Lasteliy dalijimasis vyksta reprodukcinéje citoje
(pusléje), gaubiancig lgsteles. Patula grupé pasizymi makrostomos formos morfotipu — bado metu
padidéja oralinis aparatas ir lgstelés geba praryti didesnius ciliatus, jskaitant seserines lasteles.
Dauginimasis taip pat vyksta reprodukcingje citoje (piisléje) ir makrostomos geba transformuotis j
mikrostomas, sumazinant oralinj komponenta. D¢l Sios prieZasties, reprodukcinéje citoje gali tilpti
daug daugiau lasteliy ir susidaryti daug daugiau lgsteliy dauginantis [39, 40].
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1.6.2. Tetrahymena Thermophila

Tetrahymena thermophila lastelés apytiksliai 20 — 35 uM plocio ir 30 — 70 uM ilgio. Budinga ovalios
(kriausés) forma. Savo vidiniy organeliy déka, geba pakeisti savo forma i§ apvalios | pailga,
priklausant nuo aplinkos salygy ir vykdomo biologinio proceso. Taip pat forma vizualiai gali keistis
stebint, déka erdvinio judéjimo aplink savo asj. Apvali forma jprastai reiskia ramybés perioda. Si
busena, taip pat vadinama, kaip sustabdytos animacijos biisena, kai sulétinamos metabolizmo
funkcijos [39]. Sios bisenos metu oralinis komponentas suardomas ir lastelés stabdo
metabolizma [43]. Pailga forma rodo bado biisena ir daznai aptinkama bado terpéje. Ovali ir stambi
kriauses forma rodo lasteliy augima, koncentruotoje mitybinéje terpéje. Auginant lasteles galima
aptikti visas lasteliy formas mitybinéje terpéje. Lastelés vykdo visas funkcijas kaip individai, o ne
kaip homogeniné terpé, tad egzistuoja plati jvairové tarp lasteliy [39].

3 pav. Tetrahymena thermophila tipiniai dydziai ir formos

1.6.3. Saugumo kriterijai Tetrahymena thermophila pirmuonims

Tetrahymena thermophila — nepatogeniskas, nepavojingas, netoksiSkas pirmuonis [44].
Nesalygojamas ES standarty, apibrézianc¢iy karantino priemones ar apribojimus pagal jgyvendinimo
reglamentg 2019/2007 [44]. Pagal ES 2000/54/EC direktyva ir JK COSHH reguliacijas priskiriamas
prie 1 pavojaus grupés mikroorganizmy, nes nesudaro jokiy Zmoniy sveikatai pavojingy baltymy ar
pasaliniy medziagy [45, 46].

Darbas su pirmos pavojaus grupés mikroorganizmais reikalauja tik paprasty higieniniy, organizma
izoliuojanciy salygy ir apibidinamas §imis procediiromis [44, 45]:
— laboratorija turi bati lengvai valoma, pavirSiai nereaguoti su bazémis, riigstimis, tirpikliais,
dezinfekcijos priemonémis,
— Jei naudojamas oro srautas, rekomenduojama naudoti iSmetamajj srautg, kurio metu oro
srautas nukreiptas j laboratorijg ir iSeina j atmosfera,
— laboratorija turi ranky plovimo jranga,
— darbo chalatai dévimi laboratorijoje ir nusivelkami i$éjus is jos,
— Vvalgymas laboratorijoje uzdraustas,
— rankos dezinfekuojamos kontaminacijos metu, po darbo su uzkrec¢iamosiomis medziagomis ir
pries iSeinant i§ laboratorijos,
— mMminimizuojamas aerozoliy sudarymas,
— medziagy iSsiliejimo metu naudojami efektyviis dezinfekantai,

18



— daZnai valomi staly pavirsiai,

— panaudoti indai prie§ sterilizacija laikomi saugiai. Pipetés visiSkai jmerktos | sterilizacinj
tirpala,

— Visos nedeginamos atliekos saugiai sterilizuojamos prie$ iSmetima.

Antros grupés mikroorganizmai gali sukelti ligas Zzmonéms ir kelia pavojy darbuotojams, taciau
nelinke plisti ir galima lengvai panaikinti jy poveiki Zmogaus organizme. Tre€ios grupés
mikroorganizmai gali sukelti stiprias ligas ir kelia didelj pavojy Zmogaus ir darbuotojy sveikatai,
tac¢iau gydimo ir profilaktinés priemonés lengvai pasiekiamos. Ketvirtos grupés mikroorganizmai
sukelia stiprias ligas, turi aukstg rizikg plisti tarp populiacijos ir néra efektyviy gydimo, prevencijos
ar profilaktikos priemoniy [45, 47].

1.6.4. Tetrahymena thermophila auginimo salygos

Tetrahymena thermophila auginama nekonkurencinémis (akseni$komis) salygomis [44]. Auginimui
naudojamas koncentruotas maistiniy medziagy mitybinis tirpalas. Proteazés peptonas vykdo
pagrindine maistiniy medZiagy 3altinio funkcija. Tiksliis receptai skiriasi. Cia pateikti keli, patys
daZniausi receptai:

— PPYG arba PYG terpé [48, 49, 50]: 0,4 — 0,5 % proteazés peptono, 0,15 — 0,2 % mieliy
ekstrakto, 0,1-1,0 % gliukozés. Standartiné terpé, naudojama auginant anaerobines
bakterijas.

— PP terpé [51]: 2 % proteazés peptono, 10 uM FeCls arba 90 uM Fe-EDTA. Paprasta terpé,
sudaryta tik i§ dvejy komponenty.

— SSP terpé [52]: 2 % proteazés peptono, 0,1 % mieliy ekstrakto, 0,2 % gliukozés, 33 uM FeCla.
Labai tanki maistiniy medziagy terpé. Smarkiai skatinamas augimas.

Taip pat egzistuoja chemiskai standartizuota mitybiné terpé Tetrahymena thermophila auginimui
[52].

Siame darbe pasirinkta naudoti modifikuotg PP terpe. Darbe naudojamas kazeino ir sojy peptonas.
Pasirinka 2 % peptono koncentracija, nes tai buvo didziausias naudojamas peptono kiekis, literatiiros
Saltiniuose. Taip pat naudojamas nedidelis kiekis gliukozé, atsizvelgiant | Tetrahymena thermophila
metabolizmo mechanizmg (zr. 1.6.5), tam, kad buty palengvintas dauginimasis i§ kart po
inokuliacijos. Tyrimo metu nustatyta, kad gliukozes jtaka minimali ir Siame recepte ji nebiitina. Taip
pat papildomai naudojamas 20 uM FeClz tirpalas, dauginimui skatinti.

Tyrimo metu buvo lygintas sojy ir kazeino peptonas. Nustatyta, kad augimas labai tapatus tarp abejy
rasiy. Gyvy lasteliy skaicius nesiskyré pastebimais kiekiais. Visos diagnostinés kreivés bréZziamos,
naudojant kazeino peptong analizei. Sojy peptonas naudojamas genetinio modifikavimo procesuose,
del mazesnés kainos. Darbo metu analizuota mikroelementy sudétis maistinése medziagose. Analizeé
vykdyta paruoSus mitybinés terpés tirpalg ir jj centrifuguojant 5 minutes 3000 aps./min centrifugoje.
Analizuotas supernatantas. Analizés metu, nustatyta, kad peptonai skyrési savo mikroelementy
sudétimi. Didziausias skirtumas — kazeino peptonas turi daug daugiau cinko ir vario jony, nei sojy
peptonas, o sojy peptonas turi daugiau gelezies jony, nei kazeino peptonas. | Sias jony koncentracijas
atsizvelgta sunkiyjy metaly analiziy metu ir ruoSiant mitybinés terpés tirpalus.
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2 lentelé. Naudoty energijos Saltiniy mikroelementy sudétis (tik iStirpe jonai)

Kazeino peptonas Soju peptonas Spriulina
Fe jonai 7,1-93uM 21,0-24,0 WM 4,6 - 6,8 uM
Zn jonai 12,6 - 16,8 uM Jony neaptikta Jony neaptikta
Mo jonai Jony neaptikta 0,7-3,6 uM Jony neaptikta
Cu jonai 1,4-2,0 uM 05-2,3uM Jony neaptikta
Cr jonai 1,0-1,3uM 1,0-1,2uM 1,1 uM

Ideali augimo temperatiira egzistuoja tarp 30 °C ir 40 °C [44, 53, 54], tad viduriné
temperatara — 35 °C buvo pasirinkta, kaip ideali auginimui. Kadangi naudojamas didelis peptono
kiekis ir aukSta temperatiira, skatinama nepageidaujamos, paSalinés biologijos augimas. Tai dar
labiau skatinamas todél, nes darbo metu naudojamos toksinés medziagos, kurios zudo Tetrahymena
thermophila, tad konkurencija pasalinei biologijai tampa mazesné. Dél §iy priezas¢iy butina uztikrinti
auksta sterilumo lygj ir didziausig pavojy sukelia grybelinés ir dumbliy prigimties, ore esantys
mikroorganizmai.

Optimali pH verté yra tarp 7,0 [48, 50] ir 7,4 [55]. Analizuojant pH jtaka darbe, nustatyta, kad tai
labai svarbus faktorius. Neigiama augimo jtaka pastebéta pH sumazéjus, vos iki 6,5, lasteliy mirtis
pastebima pH pasiekus vos 6,0. Literatiiros Saltiniuose teigiama, kad Igstelés gali iSgyventi iki
pH 5 [56]. Stebint bazinj atsparumg, neigiama augimo jtaka pastebéta ties pH 8,0, lasteliy mirties,
ties pH 8,5. Literattiros Saltiniuose, ties pH 9,0 pastebétas stiprus pH atsakas [57]. Mikrobiologiné
tarSa — labai didelis pavojus. Grybelis ir dumblas sugeba labai greitai nukonkuruoti Tetrahymena
thermophila, pakeiciant terpés pH. Analizuojant Tetrahymena thermophila augima, nenustatyti dideli
pH poky¢iai. Auginant kultiiras 4 savaites, pH pakito nuo 7,0 iki 6,8. Dél visy Siy priezaséiy,
nuspresta naudoti bufering sistema mitybinéje terpéje. Kaip pH buferis naudojama 0,05 M
NaH2PO4/Na;HPO4 buferiné sistema, nutaikyta palaikyti pH 7,0.

Galutiné mitybingés terpés sudétis, patvirtinta analizés jranga:
— 20,00 g/L kazeino arba sojy peptono,
— 2,00 g/L w/v D-gliukozés
— papildomai pridedama 19,0 uM FeCls. Maistinése medziagose Fe kiekis: kazeino — ~8 uM,
sojy —~23 uM
— 4,76 g/L NaH2PO4
— 2,96 g/L Na2HPO4
— Zn 1§ maistiniy medziagy: kazeino — ~15 uM, sojy — 0 uM
— Mo 1§ maistiniy medziagy: kazeino — 0 uM, sojy — ~2 uM
— Cu 18 maistiniy medziagy: kazeino — ~1,5 uM, sojy — ~1 uM
—  Cr 18 maistiniy medziagy: kazeino — ~1 uM, sojy —~1 uM

1.6.5. Tetrahymena thermophila mitybos mechanizmas

Tetrahymena thermophila minta naudojant oralinj aparata. Jo sudétyje yra 150 baziniy kiiny (angl.
basal bodies), kurie stabilizuoja ir sudaro blakstienéliy branduolj. Mityba vyksta déka 4 kinetoidy,
kurie sudaro oralinj komponentg. Blakstien¢liy (membraneliy) pagalba maistas nukreipiamas link
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oralinés ertmés. Taip pat blakstienélés sukuria vandens srovés tékme link oralinés ertmés. Siuo
metodu maistas perneSamas j citostomas fagocitozei [58, 59].

Tetrahymena thermophila minta naudojant citrato (Krebso) cikla savo mitybai [60]. Sis ciklas yra
biidingas mitochondriniam kvépavimui. Dvi anglies acetil grupés oksiduojamos i§ acetil-COA
fermento iki CO,. Sio metu taip pat sulaikomi didelés energijos elektronai i§ NADH ir FADH, ir
generuojama viena ATP molekulé [61]. Siam ciklui reikalingas deguonis, kuris patenka j lastele
pasyvios difuzijos metodu. Sis pralaidumas apibiidinamas pagal kelis parametrus: Henrio Oz tirpumu,
deguonies difuzityvumu, koncentracijy gradientu, pavir§iaus plotu per kurj vyksta difuzija ir difuzijos
pavirSiaus keliu. Difuzija pirma vyksta j vandeninj tirpalg, tada j lIgstele [62]. Tetrahymena
thermophila taip pat pasizymi tuo, kad turi blakstienéles. Jas judinant, sukuriamos vandens srovés
aplink lastele. Tai padidina vandens sluoksnj, su kuriuo lieCiasi lagstelés pavirSiumi ir tokiu biidu
padidinama deguonies absorbcija. Taip pat maiSomas vandens tirpalas neleidzia vandeniui
uzsistovéti. Kadangi Igstelés nedidelés, per plazming membrang deguonis gali prasiskverbti pasyvios
difuzijos budu, nereikalauja aktyvios pernaSos komponenty. Lastelés viduje deguonis pasiekia
mitochondrijas ir | jy tarpmembraning terpe perneSamas difuzijos metodu per porinus. | viding
mitochondring terp¢ deguonis perneSamas naudojant paprastg difuzija arba reaguojant tiesiogiai su
citochromo ¢ oksidaze (IV kompleksu). Kompleksas IV redukuoja deguonj ir sudaro vandenj. Sios
reakcijos metu iSskirti elektronai perduodami i kompleksa V ir juos naudoja NADH ir FADH?
baltymai ATP sintezei [61]. Krebso ciklui vykti reikalingos riebalinés rugstys ir gliukozé [62].

1.6.6. Tetrahymena thermophila dauginimosi mechanizmas

Tetrahymena thermophila pasizymi nejprasta savybe — branduoliniu dualumu. Sie mikroorganizmai
turi somatinj branduolj (makrobranduolj), kuris yra transkripciskai aktyvus. Jis salygoja lastelés
augima, metabolizma ir geny ekspresija. Didelis, poliploidinis, neperduodamas laselinio dalijimosi
metu. Organizmai taip pat turi germinalinj branduolj (mikrobranduolj). Elgiasi kaip genetinis
rezervuaras ir naudojamas lytinio dauginimosi metu. Diploidinis ir kompaktiskas su pilnomis, bet
neaktyviomis chromosomomis [63]. Mikrobranduolio chromosomos netranskribuojamos j mRNR.
Lastelinj fenotipg nusako makrobranduolys [64].

Tetrahymena thermophila gali daugintis lytiniu ir nelytiniu biidu. Kai yra pakankamai maisto, lastelés
dauginasi binarinio skilimo (nelytiniu) metodu. Tai pagrindinis visy pirmuoniy dalijimosi biidas. Sio
dalinimosi metu DNR replikacija ir segregacija vyksta tuo pafiu metu. Binarinis skilimas
inicijuojamas lastelei pasiekus specifinj dydj ir esant pakankamai maistiniy medZiagy kiekj. Sia
funkcijg, kaip ir kitose eukarioty lgstelése, reguliuoja G2/M kontrolés kompleksai. Jie neleidzia
lastelés pradéti mitozes, jei aptinkama DNR zala ir sukuria galimybes Siai zalai paSalinti. Jei
aptinkama pakankamai didele DNR zala, lastelé vykdo apoptoze ir zista [65]. Somatinis ir
germinalinis branduolys atlieka skirtingas funkcijas. Makrobranduolys vykdo keturias fazes:
G1/S/G2 ir amitoze¢. Mikrobranduolys tik tris: S/G2/M [64]. G1 fazéje (angl. Gap 1) lastelés paruosia
baltymus ir organeles DNR replikacijai. Stebimi aplinkos poZymiai, ar galima pradéti replikacija.
Tetrahymena thermophila atveju, pagrindinis stebimas pozymis yra maistiniy medziagy
prieinamumas. S (angl. Synthesis) fazés metu visas genomas yra dvigubinamas naudojant DNR
polimerazes. G2 fazés metu (angl. Gap 2) vykdoma staigi baltymy sintezé¢, kurios metu lastelés
patvirtina, kad padaugintas pilnas genomas ir jame néra transkripcijos klaidy. Taip pat
suformuojamas baltymy mechanizmas, reikalingas mitozei atlikti. M fazé (angl. Mitosis) apibiidina
fazg, kai padaugintos chromosomos kondensuojasi ir iSsirikiuoja ant verpstés aparato skirtinguose
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poliuose. Taip pat Sioje fazéje vyksta citokineze, kurios metu Igsteliné citoplazma fiziSkai padalinima
1 dvi lasteles. Mikro ir makro branduolio S fazés vyksta ne tuo paciu metu. Makrobranduolys pradeda
savo S faze greiiau ir pabaigia greiciau, nei citokinez¢é pabaigiama dukterinése lastelése. Amitozé —
procesas, kai branduolys ir citoplazma fiziskai sulaikomi be verpstés aparato. Tetrahymena
thermophila atveju, mitozé vyksta pirmiau, nei amitozé. Sis dvigubéjimo procesas trunka 2-4
valandas [63, 65, 66].

Lytinis dauginimasis yra daug sudétingesnis. Jj inicijuoja lasteliy badéjimas. Lasteliy badé¢jimas néra
apibiidinamas vienos molekulinés medziagos trukumu ir norint jj sukelti reikia pilnai pakeisti
mitybine terpe arba palaukti kol mitybinéje terpéje Zenkliai sumazés maistiniy medziagy
koncentracija [43]. Taip pat dar keliami kiti reikalavimai: Igstelés turi bati skirtingy poravimosi ly¢iy
ir pakankamo seksualinio brandumo [63]. ISbadéjusios Igstelés suformuoja 100 nm dydzio mikro
pusleles ant iSorinio membranos pavirSiaus (angl. CEMVS). Priklausomai, nuo lgstelés lyties, pusleléje
sudaromi baltymai, koduojantys lyting informacija ir elgiasi kaip stimuliatoriai lytiniam
dauginimuisi [67]. Susidiirus dvejoms suderinamoms lgsteléms vykdomas konjugacijos procesas.
Konjugacijos metu lastelés tarpusavyje susijungia ir vykdo genetiniy mainy proces3. Pirma,
mikrobranduolys vykdo mitoze ir sudaro keturis haploidinius gametinius probranduolius. Trys i$ jy
suyra ir Zysta. Likusysis dar kartg dalinasi mitozés budu i migratorinj ir stacionarinj probranduolj.
Migratorinis branduolys perneSamas | prieSinga lastele ir susijungia su prieSingosios lastelés
mikrobranduoliu. Tokiu biidu genetiné informacija apkei¢iama tarp lasteliy ir sudaromas zigotinis
branduolys. Zigotinis branduolys vykdo du mitozinius skilimus ir sudaro 4 genetiskai tapacius
diploidinius branduolius. Du i$ jy pasilicka Igstelés priekyje (Salia konjugacijos vietos), o du keliauja
1 lastelés galg. Priekiniai branduoliai diferencijuoja tarpusavyje ir tampa nauju Iastelés
makrobranduoliu, o galiniai branduoliai iSlicka kaip du mikrobranduoliai. Naujas sudarytas
makrobranduolys bus atsakingas uz Igstelés funkcijas ir Iytj. Makrobranduolio sudarymo metu gali
pasikeisti lgstelés lytis. Naujos sudarytos lytys tarpusavyje nepriklausomos. Tai vadinama
karionidiSkumu. Po Sio proceso lastelés atsiskiria ir sustabdomas konjugacijos procesas. Senasis
makrobranduolys ir vienas i§ naujy mikrobranduoliy yra sunaikinami. Toliau lgstelés dalijasi
binarinio skilimo metodu. Sis lytinio dalijimosi periodas trunka apie 12 — 14 valandy [63, 64, 67, 68].

Po genetinés informacijos apsikeitimo, lastelés yra genetiSkai skirtingos, nei pries tai buvusios, taciau
genetiSkai tapacios viena kitai su skirtingomis lytimis. D¢l Sios prieZasties, gali vykti poravimasis
tarp Siy, genetiskai tapaciy individy. Tai prilyginama autogamijai — paciai ekstremaliausiai giminingo
kryziavimo (angl. inbreeding) pavidalui. Siekiant i§vengti su giminingu kryziavimuisi susijusiy
problemy ir padidinti geneting jvairove, Tetrahymena thermophila turi septynias skirtingas lytis ir
gali poruotis 21 skirtingu biidu. Tos pacios lyties mikroorganizmai negali poruotis tarpusavyje. Lytis
zymimos romeéniskais skaitmenimis nuo I iki VII. Poravimasis zymimas zenklu x. Lytiskai taip pat
skatinama poruotis su tomis lytimis, kuriy aptinkama aplinkoje maziausiai. D¢l Siy faktoriy
sumazinama, taciau nepanaikinama, tikimybe, kad poruosis genetiskai tapatiis individai [63, 66] .
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3 lentelé. Visos Tetrahymena thermophila poravimosi grupés. Kiekviena grupé lygi atvirkstinei vertei (pvz.:
VIixI=1xVl)

Ix1

I x I I x 1l

I x VI IxVi i x v

IxV InxV I xVv IV xV

I x VI IxVi I x Vi IV x VI V x VI

Ix VI Ix Vil I xvi IV x VII V X VII VIx VI

4 pav. Tetrahymena thermophila dauginimosi stadijos. Zenklinimas paaiskintas po paveikslu.

A — dvi skirtingos lyties lastelés. Ant Igstelés pavirSiaus susidaro mikro puslelés, kuriose esantys
baltymai koduoja lytine informacija. Sis etapas indukuojamas badu.

B — konjugacijos procesas. Suderinamoms Igstelés sujungia savo oralinius komponentus ir jy
pagalba vykdo genetinés informacijos mainus. Sukuriamas naujas ir sunaikinamas senas
makrobranduolys. Mikro ir makro branduoliai tampa genetiskai vienodi. Lastelés tampa
genetiskai identiskos, tadiau su naujais genais. Jprastai, kinta lasteliy lytys. Sis periodas trunka
apie 12 — 14 valandy ir apibtudinamas 5 branduoliy mitozés etapais.

C — konjugacijos procesas sustoja. Lastelés toliau vykdo binarinio skilimo procesa. Binarinis
skilimas inicijuojamas esant pakankamai maistiniy medziagy.

D1 — esant mazam maistiniy medziagy kiekiui, binarinis skilimas vyksta lgsteléms skylant
neproporcingu dydziu. Dukterinés Iastelés gali atskilti pasiekus vos 7 — 12 pm dydj [68]. Sis
dalijimasis taip pat pastebimas binarinio skilimo metu po konjugacijos proceso.

D2 — esant dideliam maistiniy medziagy kiekiui, dukteriné lastelé dalijasi didelj kiekj maistiniy
medziagy pasisavinant i§ motininés lgstelés. Lastelés forma ir dydis panasus j motiningés.
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Skilimas vyksta, kai dukteriné lastelé pasiekia apie 60 — 100 % motininés lastelés dydzio.
Motinin¢ lastelé biina priekyje ir vykdo pirmine¢ navigacijos/judéjimo funkcija, tempdama su
savimi duktering lastele. Sis savybé taip pat mazina vandens pasipriesinima ir leidZia
lasteléms judéti sunaudojant maziau energijos.

E — lasteliy skilimo vietoje susikaupia struktiiriniai komponentai. Dukterinéje ir motininéje
lasteléje formuojamas citoskeletas naudojant filamentinj akting [69].

F — binarinis skilimas baigiasi. Susidaro dvi identiSkos lastelés. Binarinio skilimo procesas trunka
2 — 4 valandas. Lytinis ir nelytinis dauginimasis nesalygojamas dauginimosi karty skai¢iumi,
vyksta pagal aplinkos salygas.

1.6.7. Tetrahymena thermophila mirties mechanizmas

Literatiiros Saltiniuose teigiama, kad lastelése nepastebimas mikrobranduolio senéjimas ir teigiama,
kad su amziumi susij¢ defektai neegzistuoja [70]. Lasteles iStukus defektams ar zalai, lytinio
dauginimosi metu, lastelése esantis branduolys sunaikinamas ir sukuriamas i§ naujo (zr. 1.6.6) [63].
Misy darbe pastebéta, kad netaikant jokiy papildomy maistinés terpés korekcijy, natiirali mirtis dalj
lasteliy istinka po 2 — 4 savai¢iy nuo inokuliacijos. Sios vertés grei¢iausiai priklauso nuo mitybiniy
salygy ir lasteliy priezitiros.

Tetrahymena thermophila Iastelés nepasizymi stipriu kvapu. Gyvos lastelés vykdo medziagy apykaita
lasteliy viduje ir neisskiria smarkaus kvapo iSmetamyjy junginiy. Nepastebimi sensoriniai ar uosliniai
bruozai. Iprastai, maistinés medziagos nulemia kvapg labiau, nei pacios Iastelés. Literattiros Saltiniai
tai patvirtina [71]. Negyvos lgstelés pasizymi labai silpnu fermentacijos/riigimo proceso kvapu.

5 pav. Negyvos Tetrahymena thermophila Iastelés.

Negyvos Tetrahymena thermophila lastelés nuo gyvy atskiriamos pagal jy morfologinius ir
fiziologinius pakitimus: mirusios lastelés praranda tipine kriausés forma, ji pakinta j neaiSkios ovalios
geometrijos kiinus, lastelés susitraukia arba i$sipucia, tampa nejudrios, jy plazminé membrana gali
sutriikinéti, taip pat gali iSsiskirti citoplazmos turinys ir pasikeisti Igstelés tekstiira.

1.7. Literatiros analizés apibendrinimas

Siame darbe, remdamiesi lenteléje 1 pateiktu metody palyginimu, nusprendéme naudoti
bioakumuliacinj sunkiyjy metaly $alinimo metoda. Sis metodas pasizymi didele tvarumo perspektyva
ir literatiriniu naujumu. PrieSingai nei biosorbcija ar bionusodinimas, bioakumuliacija nereikalauja
cheminio nuosédy apdorojimo, sunkiyjy metaly Salinimui. TerSaly jonai tiesiogiai pernesami ir
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fiksuojami mikroorganizmo Igsteléje, todél uztenka surinkti tik metalais prisotintas Iasteles. Be to,
Sio metodo taikymo metu galima diegti tvarios inZinerijos principus, o $io darbo metu vertiname ne
tik bioakumuliacijos efektyvuma, bet ir siekiame gerinti ir optimizuoti metaly transporta.

Atlikus i$samig jvairiy organizmy bioakumuliacijos geb&jimy ir etiniy apribojimy analize, Sio darbo
tiriamuoju objektu pasirinkti protistai: jy naudojimas patenkina visas etikos reikalavimy nuostatas,
auginimas nenaudoja gyviininés kilmés maisto bei nereikalauja dirvozemio. Protistai pasizymi itin
spar¢iu dauginimosi greiciu ir judrumu, auginami skystyje, tad eksperimentai gali buti atliekami
kompaktiskose terpése su minimaliu resursy ir laiko sgnaudomis.

Pyriformis kladas daug istirtas ir placiai aprasytas literatiiroje, pasizymintis neparazitiniu gyvenimo
biidu ir nedideliu ekologiniu bei sanitariniu pavojumi, tad naudojami ios grupés pirmuoniai. Sio
darbo tyrimy objektu pasirinkti Thermophila rtsies pirmuonys, nes jiems budingas ypaé platus
augimo temperattiros diapazonas — nuo 10 °C iki 40 °C [41, 42].
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2. Medziagos ir tyrimuy metodai
2.1. Medziagy ir jrankiy sgrasas

Gyvi Tetrahymena thermophila pirmuoniai pirkti i§ Culture Collection of Algae and Protozoa
(CCAP).

Sojy ir kazeino peptonas pirktas i§ Sigma-Aldrich.
Spirulinos milteliai pirkti i§ Vehgro B.V.

Sunkiyjy metaly analizé atlikta naudojant Sias druskas, kaip metaly jony Saltinj:
Pb(CH3COO); - 3H20, Cd(CH3COO0): - 2H20, Cr2(S04)3, K2Cr207, Ni(CH3COO)2 - 4H20, ZnSO4,
CuSO0s4, (NH4)sM07024, FeCls.

Sterilizacijai naudojamas 1 % Ca(OCI). tirpalas ir skystos terpés sterilizuotos CertoClav CV-EL
autoklavu.

Centrifuguota naudojant BioSan LMC-3000 centrifuga.

Energetinei analizei atlikti naudojamas bombos kalorimetras IKA C 2000.

Dokumentinés nuotraukos fotografuotos naudojant optinj mikroskopa Zeiss Scope.Al Axio.
Sunkiyjy metaly analizé atlikta naudojant PerkinEImer Optima 8000 ICP-OES spektrofotometra.
2.2. Sterilizacija

Sterilizacija atlickama dviem pagrindiniais biidais: gary autoklavavimu ir saly¢iu su skystais
chemikalais. Siame tyrime mitybinés terpés ir distiliuotas vanduo sterilizuojamas gary autoklavu.
Autoklavavimas vykdomas 120 °C temperatiiroje 30 minuciy. Laboratoriniai indai, jranga ir pavirSiai
sterilizuojami taikant skysta chemikaly sterilizacijos metodika, kuri naudoja Siuos chemikalus:
etanolj (60 — 80 %), izopropanolj (60 — 80 %), peracto riigstj (15 %), formaldehidg (35 %), chlorintus
junginius ir kt. [72] Siame darbe naudojamas 1 % kalcio hipochlorito tirpalas (chlorkalkés arba
Ca(OCl)2). Grybelio (spory) panaikinimui jprastai naudojamas 0,5 % kalcio hipochlorito tirpalas [73].
Naikinant bakterijas, 0,6 % tirpalas panaikina 83,29 % bakterijy, 1,2 % — 98,60 %, 10 % — 100 %, po
valandos kontakto [74]. Toksiskumo tyrimai su Tetrahymena thermophila siame darbe parodé, kad
1 % Ca(OCl): tirpalas sukelia 100 % mirtinguma p0 vienos minutés kontakto. D¢l darbo pobiidzio,
bakterinio uzterStumo rizika labai maza, o grybelinio uzterStumo rizika gana didelé, tad 1 % tirpalas
pasiZzymi pakankama sterilizacine geba. Pagal Siuos duomenis, priimtas sprendimas, kad 1 %
chlorkalkiy tirpalas tinkamas pakankamai efektyvus naudojimui, kaip sterilizuojantj reagenta.

Visi stikliniai ir plastmasiniai indai (mégintuvéliai, jy dangteliai, stiklinés) nedarbo metu laikomi 1 %
Ca(OCl): tirpale. Prie§ darbg indai plaunami du kartus sterilizuotu Sepetéliu ir steriliu distiliuotu
vandeniu, o po to skalaujami 2—3 kartus sterilizuotu vandeniu, siekiant paSalinti chlorkalkiy lieckanas.
Darbo metu, ilgainiui atsiranda pastoviy chlorkalkiy pédsaky ant mégintuvélio sieny, nes susidaro
kalcio hidroksidas dél hidrolizés su vandeniu. Taip pat gali susidaryti gipsas (CaSOs - 2H20), déka
sulfato jony, kylanc¢iy i§ maistiniy medziagy, todél, po 5 plovimo cikly, indai praplaunami 20 % HCI
ragstimi.

26



Smulkioji laboratoriné jranga (pipetés, Svirkstai) taip pat nedarbo metu laikoma chlorkalkiy tirpale,
o prie$ naudojimg praplaunama 20 % HCI tirpalu ir praskalaujama 2 — 3 kartus steriliu distiliuotu
vandeniu. [ranga plaunama kas karta paémus méginj ir laikoma sterilizaciniame tirpale bent 5
minutes, pries kita plovimo ciklg. Naudojama daugelis pipeciy ir $virksty darbui pagreitinti.

Darbo metu pavirsiai sterilizuojami uzpilant 1 % chlorkalkiy tirpala, palaukiant ne trumpiau kaip
penkias minutes ir véliau nusausinant popieriniu rank§luoséiu. Sis valymo procesas sukuria toksiska
mikroklimatg, nes nusausinant palickama chlorkalkiy pédsaky. PavirSiy sterilizacija atlieckama
visuomet prie§ pradedant darbg laboratorijoje. Ilgainiui gali susidaryti kalcio pédsaky. Tuo atveju
pavir$iai nuvalomi naudojant sterily 0,5 % HCI tirpalg ir nuplaunami steriliu distiliuotu vandeniu.

Baigus darbus rankos sterilizuojamos alkoholinio pagrindo sterilizaciniu purskikliu ADK-611. Darbo

apranga uzterStumo metu sterilizuojama tuo paciu purskikliu, skalbiama naudojant muilo pagrindo
skalbiklj.

2.3. Lasteliy skaic¢iavimas

Lasteliy koncentracijai nustatyti taikoma tiesioginio skaiiavimo metodika, pagrista optinio
mikroskopo ir Neubauerio pagerintos skaic¢iavimo kameros (hemocitometro) panaudojimu.
Naudojamas standartinis tinklelis — dydis 1/400 mm, gylis 0,1 mm. Skai¢iuojama lastelés didZiausio
kvadrato (1 mm?) zonoje ir skai¢ius dauginamas 1000 karty, siekiant gauti verte viename mililitre.
Krastiniuose laukuose esanciy lasteliy skaicius sudedamas ir padalijamas i$ dviejy pagal naujausias
rekomendacijas [75]. Senesnés metodikos skaiCiuoja lasteles tik virSutingje ir kairiojoje
krastingje [76].

Lasteliy skaic¢iavimui gali buti naudojama fiksavimo ir nefiksavimo metodika. Lastelés gali biiti
fiksuojamos liepsna kaitinant skai¢iavimo kamerg. Sio metodo trikumas, tai kad lgstelés Ziista ir
negalima stebéti lasteliy fiziologiniy savybiy, tad Sio darbo matavimuose naudojama nefiksavimo
metodika. SkaiCiuojamos gyvos lastelés ir naudojama laiku paremto vidurkio metodika per 30
sekundziy. PavyzdZziui, per 30 sekundziy 7 lgstelés pateko j kvadrata, jame iSbuvo Sias trukmes: 4 s,
9s,35,235,75,12 s, 2 s. Krastinése isbuvo: 0,25 s, 0,5 s ir kitos 1astelés maziau kaip 0,25 s, tad yra
ignoruojamos. Siuo atveju, vidutinis lasteliy kiekis apskai¢iuojamas taip:

000 (Zme, Lk _1000<4+9+23+2+7+12+2+o,25+0,5>
n= t g 2t kr) 30-7 2302
2.1)

= 1000(0,281 + 0,006) = 287 vnt./mL

¢ia — Y, n, visy kvadrate lgsteliy i$bato laiko suma, t skai¢iavimo trukmé, ng, kvadrate isbuty Igsteliy skai¢ius,
Y. kry visy krastinése isbuty lasteliy laiko suma, kry;, krastinése isbuty lasteliy skaiéius.

Kadangi pirmuoniy judé¢jimo greitis didelis, lasteliy biivimo trukmé krastinése labai maza, tad Sis
skaiCiavimo etapas gali biiti praleidziamas, neprarantant daug tikslumo ir gali buti skai¢iuojama tik |

kvadratg patekusiy lgsteliy biivimo trukmé (221‘_?% ~ O). Si metodika taip pat leidzia stebéti lasteliy
UKT sk

gyvybinguma, atskirti gyvas ir negyvas lasteles bei atpazinti tiriamgsias lgsteles nuo kity organizmy
(pvz., Spirulinos).
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Be tiesioginio skaiciavimo, lgsteliy koncentracijai nustatyti gali buti naudojama srautiné (tékmes)
citometrija, kuri remiasi Sviesos skleidimo ir sklaidymo parametrais. Lasteliy suspensija teka pro
lazerio spinduli, o kompiuteriné sistema automatiskai fiksuoja pratekéjusiy lasteliy skaiciy ir jas
skirsto pagal fizing, morfologing bei fluoresencing sandarg. Modernios sistemos, pagal Siuos bruozus,
geba atskirti skirtingas lasteles ir §iuo metodu Zenkliai pagreitinamas skaifiavimo procesas ir
reikalaujama maziau zmogiskyjy pastangy [77].

2.4. Sunkiyjy metaly analizé

Sunkiyjy metaly kiekio nustatymui taikoma induktyviai susietos plazmos optinés emisijos
spektrometrija (angl. ICP-OES), kuri leidzia tuo paciu metu atlikti kokybine ir kiekybing analizg.
Metodas grindziamas argono plazma (~10000 K temperatiira), kurioje metaly atomai pereina |
aukStesnius energijos lygmenis. Grjzdami j pusiausvyros biiseng iSspinduliuojama specifiné
elektromagnetiné spinduliuoté, kurios intensyvumas tiesiogiai proporcingas atitinkamo elemento
koncentracijai méginyje. Sis metodas leidZia analizuoti elementus be papildomo cheminiy reagenty
naudojimo ir trumpas analizés laikas suteikia galimybe analizuoti daugelj méginiy [79].

2.5. Efektyviy pirmuoniy kiirimas

(( Augimas

\

(( Centrifugavimas

Selektyvaus J\ )/L

veisimo ciklas

(( Inokuliacija

/ ) i
{ Augimas { Analizé

[ /Apdovanojimas/ |

relaksacija ‘ Selekcija

6 pav. Selektyvaus veisimo ciklo schema

Efektyviy Tetrahymena thermophila pirmuoniy kiirimas remiasi selektyvaus veisimo ciklu, kurio
metu pirmuoniai:

1. inokuliuojami i sunkiyjy metaly turintj tirpala, kuriame metaly koncentracija subalansuota
moduliuoti 13steliy metabolizma,

2. auga viena dauginimosi perioda iki maksimalaus tankio. Siame procese galima papildomai
vykdyti mutageneze, apSviesti UV spinduliuote ar naudoti kitus genus kei€iancius procesus.
Lygiagreciai auginama 10 kultiiry kiekvienam i§ 5 metaly (i$ viso 50 skirtingy kultiiry),

3. uzaugusi biomasé centrifuguojama 5 minutes, 3000 aps./min greiciu, ir §iuo metodu atskiriama
nuo supernatanto,
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4. tiriama sunkiojo metalo koncentracija supernatante. Lyginama su kontrole ir tokiu biidu
suzinomas bioakumuliuotas metalo kiekis,

5. selektyviai atrenkama viena, pati efektyviausia, kultira kiekvienam metalui. Pirminis
efektyvumo matas — bioakumuliuotas metalo kiekis, antrinis matas — gyvy lasteliy skaicius,

6. iSrinkta kultiira centrifuguojama ir biomasé apdovanojama §varia, sunkiyjy metaly neturincia
terpe. Joje auginama vieng dauginimosi perioda, kad Igstelés atsipalaiduoty (relaksuoty) ir
prarasty perteklius jonus,

7. Iastelés vél inokuliuojamos j sunkiyjy metaly tirpalg ir ciklas i§ naujo kartojamas.

Po 10 kartojimy turéty biiti pastebimas nedidelis bioakumuliacijos pajégumo padidé¢jimas, o po 30—
50 kartojimy tikimasi gauti aiSky, nuo pradinio lygio iSsiskiriantj, efektyvumo Suolj.

Tetrahymena thermophila metabolizmas gali biiti modifikuojamas keliais buidais. Teigiami rezultatai
gali pasireiksti: didéjancia metalotioneiny sinteze, aktyvios pernaSos transporteriy skatinimu,
did¢jancia jony suriSimo geba, gyvy lasteliy skaiciaus padidéjimu, geresne jony atpalaidavimo geba.
Taip pat modifikuojant metabolizma gali pasireik$ti ir neigiami aspektai, kurie taip pat padeda
lasteléms iSgyventi toksines salygas: sumazinta baltymy sinteze, suprastéjusia jonu suriSimo geba,
bendru metabolizmo apykaitos sumazéjimu. Dél $iy priezas¢iy bitina tikslinga selekcija norint gauti
kokybiskus rezultatus. Augimo rodikliy jvertinimo procese privaloma nuosekli rezultaty analiz¢ ir
pakankama specialisto kompetencija.

Meéginiy ir kultiry ruo$imo metu naudojami persotinti tirpalai. Sumaisius, jie praskiedziami ir
pasiekiamos pageidaujamos koncentracijos. Visi analizuojami méginiai ruoS$iami standartizuota
metodika ir tais paciais kiekiais: 6,2 mL maistiniy medziagy, 1,20 mL sunkiojo metalo, 0,20 mL
koncentruoto Tetrahymena thermophila inokuliacinio tirpalo. Méginiy ruo$imui naudojami steriliis
dozavimo Svirkstai, pipetés ir méginiai ruoSiami naudojant sterilius ir sandariai uzdarytus 50 mL
meégintuvelius. Didelis mégintuvélio tiris ir maZas skystosios fazés kiekis uZztikrina pakankama
deguonies koncentracija mégintuvélyje ir neleidzia grybelinei tar$ai patekti j méginio vidy.

2.6. Tvarios sistemos dizainas ir utilizacija

Tvari sistema pagrista energiniu ekvivalentiSkumu: pagrindinis energijos Saltinis — fototropinis
dumblis Spirulina. Augimo metu, praktiskai visa reikalinga energija gaunama i$ saulés spinduliuotés.
Bioakumuliacijos etape Tetrahymena thermophila pirmuoniai minta Spirulina, kaip pagrindiniu
energijos Saltiniu. Kadangi bioakumuliacija yra negrjZztamas metaly suri§imo procesas, pabaigus
eksperimenta mikroorganizmai utilizuojami deginant. Siuo metodu susidaro metaly oksidai, kurie
lengvai atskiriami, o iSsiskirianti $iluminé energija teoriSkai ekvivalentiné dumbliams sugertai
energijai fotosintezés metu ir gali bati panaudota atlikti darbg. Papildomai, deginimo metu
isskiriamos dujos (CO: ir H2O garai) atitinkamai suvartojamos dumbliy augimo metu. Si sistema
veikia analogiskai biokuro ciklui — kaupia ir panaudoja saulés energija haudojant biologines sistemas.
Visas sunkiyjy metaly suriSimo procesas teoriskai varomas tik saulés Sviesos energija.
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7 pav. Tvarios sistemos dizaino schema

2.7. Tvaraus filtro dizainas

Tvarus filtras turi atitikti tiek ekologinius, tiek tvarumo, tiek techninius reikalavimus: jis turi biti
pagamintas i§ atsinaujinanciy, aplinkai nekenksmingy medziagy, o naudojimo pabaigoje — lengvai ir
saugiai perdirbamas arba biologiskai skaidomas. Be to, filtras privalo ekonomiskai bei efektyviai
sulaikyti pirmuonius ir maistines medziagas savo tiiryje per visg eksploatacijos laikotarp;.
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3. Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas
3.1. Tetrahymena thermophila augimo greicio analizé

Atliekant Tetrahymena thermophila augimo greicio tyrimg, nustatyta charakteringa priklausomybé
tarp gyvy lasteliy skaiciaus ir inkubacijos trukmés. Inokuliavus mitybine terpg, kultiira pasiekia
augimo pika po 8—14 valandy. Tai atitinka literatiiros duomenis [44, 53, 54]. Sis didelis dauginimosi
greitis pagrindzia Tetrahymena thermophila pasirinkima tolimesniems tyrimams. Si augimo kreivé
taip pat patvirtina mitybinés terpés pasirinkima ir jrodo auginimo salygy efektyvuma. Viena diena
pasirinkta kaip vienas dauginimosi periodas tolimesnéms analizéms.
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8 pav. Tetrahymena thermophila augimo kreivé bandymo salygomis. Paklaida zymi 95 % patikimumo
intervalg

3.2. Tetrahymena thermophila judéjimo analizé

Optiniu mikroskopu atliekant Tetrahymena thermophila Igsteliy skai¢iavimg kartu vertinamas ir jy
judéjimo pobudis, kuriuo remiantis i$skiriamos trys pagrindinés judéjimo Kategorijos: zigzaginis,
spiralinis ir ainis.

Zigzaginis judéjimas yra labiausiai btidinga Tetrahymena thermophila judéjimo forma. Blakstienéliy
pagalba generuojamos aplink Igstele lokalizuotos vandens srovés, kryptingai nesancios lgstelé j vieng
kryptj ir leidzianCios jai orientuotis trimat¢je erdvéje. Taip pat pati Igstelé iSlenkia savo kiing j vieng
ar kitg puse, aktyviai padidinant judéjimo greitj, todél judesys atrodo zigzaginis. Tetrahymena
thermophila taip pat naudoja aplinkoje vyraujancias sroves savo judéjimui pagreitinti. Zigzaginis
judéjimas pasireiskia biologiSkai tinkamose aplinkos salygose, Zymi normalig, sveika pirmuoniy
biiseng.
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8 pav. Tetrahymena thermophila judéjimo formos: kairéje — normalus (zigzaginis) judéjimas,
viduryje — spiralinis judéjimas, desinéje — aSinis judéjimas

Spiralinis judéjimas pastebimas toksinés aplinkos metu, pavyzdZziui po kontakto su sunkiyjy metaly
jonais. Judéjimas charakterizuojamas lastelés sukimusi aplink vieng koordinacing asj ir kryptingu
tiesiniu judéjimu. Panasiis, bet maziau iSreiksti, judesiai pastebimi bado metu. Spéjama, kad §j
judéjima nulemia sutrikusi blakstienéliy veikla.

ASinis judéjimas pasireiskia Sal¢io atsako (<10 °C) metu. Lastelés intensyviai sukasi aplink savo asj
360° geba, tampa stacionarios, dingsta kryptingas jud¢jimas. Pirmuoniams suSilus, $is judéjimas
dingsta. Spéjama, kad tai vyksta, nes sumazinus kontakto plotj su terpe sumazéja Siluminé pernasa j
aplinka. Tuo paciu metu, 1gstelés naudoja visas turimas kinetines struktiiras Siluminei energijai
generuoti, tam, kad Iastelé nesusalty j leda, todél atrodo, kad Iastelé sukasi vietoje.

3.3. Tetrahymena thermophila atsparumas sunkiesiems metalams

Atsparumas sunkiesiems metalams gali biiti analizuojamas dviem metodais:
— sunkusis metalas jpilamas j maksimaly augimg pasiekusig kultiirg,
— inokuliuojama sunkiyjy metaly turinti mitybiné terpé, naudojant nedidelj lasteliy kiekj.

Pirmuoju metodu, nustatyta, kad augantys pirmuoniai turéjo 100 % (n = 47/47) tikimybg pasiekti
maksimaly ar beveik maksimaly vidutinj lasteliy skaiciy atitinkamoje sunkiyjy metaly
koncentracijoje. Antruoju metodu nustatyta tik 68 % (n = 38/56) tikimybé pasiekti maksimalig
augimo verte atitinkamoje koncentracijoje. Visuose bandiniuose pasireiS$ké binarinis atsakas — arba
kulttra sieké didziausig Igsteliy skai¢iy, arba lasteliy tankis liko panasus j pradinj inokuliacijos lygj.
Pagal tai, galima iskelti prielaida, kad abejais atvejais lastelés turi modifikuoti savo metabolizma, kad
1Sgyventy sunkiyjy metaly kuriamg stresa, taciau pirmuoju atveju didesné populiacijos dinamika ir
platesné fenotipy jvairové sukuria daugiau galimybiy lasteléms modifikuoti savo metabolizma.
Analizuojant sunkiyjy metaly atsparumg buvo naudoti abu metodai. Vykdant selektyvy veisimg ir
analizuojant bioakumuliacing gebg pasirinktas antrasis metodas, nes grieztesné aplinka, nors ir
mazina sékmingy kulttry skaiciy, uztikrina intensyvesnj geny pokytj sunkiyjy metaly adaptacijai ir
skatina bioakumuliacinius mechanizmus.

Atsparumo analizés metu su Svinu, kadmiu ir nikeliu nustatyta, kad esant 10 M jony koncentracijai
zusta visos lgstelés per 1 dienos periodg ir bioakumuliacijos procesas nevykdomas. Todé¢l Sie sunkieji
metalai toliau neanalizuoti.
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11 pav. Tetrahymena thermophila minimalus ir maksimalus atsparumas

chromui (111) po 1 dienos auginimo
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12 pav. Tetrahymena thermophila minimalus ir maksimalus atsparumas

chromui (V1) po 1 dienos auginimo
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13 pav. Tetrahymena thermophila minimalus ir maksimalus atsparumas variui po 1 dienos auginimo
3.4. Sunkiyjy metaly bioakumuliaciné geba

Analizuojant sunkiyjy metaly bioakumuliacing geba, visy pirma biitina parinkti optimalig metaly
koncentracija. Per didelé koncentracija spartina lasteliy zatj ir riboja galutinj bioakumuliuoto metalo
kiekj, o per maza — nepakankamai iSnaudoja bioakumuliacijos mechanizmg. Todél tiriamojoje
sistemoje koncentracija renkame remiantis 3.3 rezultatais ir $iais kriterijais:

— po vieno dauginimosi periodo, gyvy lasteliy vidutinis skai¢ius nesiskiria nuo kontrolinés

kulttiros, neturin¢ios sunkiojo metalo,
— koncentracija turéty biiti pakankamai toksiska, kad indukuoty rySky metabolizmo pokytj,
— taikomos vertés turéty biti patogios chemikaly ruo$imui.

Pagal $iuos parametrus pasirinktos vertés: Zn?* 70 pM, Mo®* 50 pM, Cu?* 50 puM, Cr* 40 uM.
Cr5* verté pasirinkta tokia pati, kaip ir Cr**, kad biity galima jas lyginti tarpusavyje.

ParuoSus metaly tirpalus pagal pastargsias vertes, jy faktinés koncentracijos, nustatytos 2.4 punkte
apradytu ICP-OES metodu, buvo siek tiek kitokios: Zn?* 63,3 uM, Mo®* 46,0 uM, Cu?* 47,5 uM,
Cr¥ 37,0 uM, Cr® 38,8 uM. Siems nukrypimams jtakos turéjo reagenty grynumo laipsnis,
naudojamos laboratorinés jrangos matavimo tikslumas bei dalinis metaly jony hidrolizes efektas,
vykstantis su vandeniu ant mégintuveéliy sieneliy.

34



3.4.1. Ideali metalo bioakumuliaciné geba

Vidutinis gyvy lIasteliy skaicius, vnt./mL
Bioakumuliuotas metalo kiekis

Laikas, dienos

14 pav. Idealus Tetrahymena thermophila sunkiojo metalo bioakumuliacijos grafikas. Zenklinimas
paaiskintas po paveikslu

A — vidutinis lgsteliy skai¢ius turéty biiti toks pat, kaip nuling inokuliacijos dieng. Tuo atveju
galima taikyti paprasta bioakumuliacijos skai¢iavimo metodikg — dalijant bioakumuliuotg
metalo kiekj i§ viso lasteliy skaiciaus. Jei laikui bégant vidutinis lagsteliy skaiCius virSija
pradinj, tai reiskia, kad metaly koncentracija buvo per menka ir bioakumuliuotas metalo kiekis
skai¢iuojamas, naudojant $io padidéjimo vidurkj. Jei vidutinis lgsteliy skai¢ius nukrinta
zemiau nulinés dienos reik§més, teigiama, kad sunkiojo metalo kiekis buvo per didelis ir
sukélé lasteliy mirtj. Tuo atveju, bioakumuliuotg metalo kiekis vertinamas, dalijant i§ nulinés
dienos uzfiksuoto vidutinio lasteliy skaiciaus;

B — idealiai bioakumuliacijos ir vidutinio Igsteliy skai¢iaus matavimy paklaida turéty bati kuo
mazesné. Jei pastebima didelé paklaida, ji rodo, kad kinta Iasteliy metabolizmas ir Igstelés
bando priprasti prie aplinkos salyguy;

C — ilgainiui turi pasireiksti Igsteliy mirtis vidutiniu gyvy lasteliy skai¢iaus sumazéjimu. Jei
lastelés nezusta arba mirtis indukuojama maistiniy medziagy trikumu, tada akivaizdziai
naudojama nepakankamai sunkiojo metalo;

D — bioakumuliuotas metalo kiekis turi bati tiesiogiai proporcingas gyvy lasteliy skaiciui, kadangi
tik gyvos lastelés aktyviai pernesa ir kaupia metaly jonus. Jei pastebimas bioakumuliuoto
metalo kiekio sumaZzéjimas, tada reiskia, kad metalas buvo suriStas su gyva lastele
biosorbcijos biidu, o ne bioakumuliacijos metodu.

Maistinés medziagos bioakumuliacijos ir biosorbcijos procesy nevykdo. PrieSingai —i8 jy papildomai
kyla sunkiyjy metaly, kurie apibtidinami, kaip maistiniy medziagy mikroelementai.
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3.4.2. Cinko bioakumuliaciné geba

Cinko jony poveikis Tetrahymena thermophila bioakumuliacijai ir gyvybingumui nustatytas trijy
dieny inkubacijos periodu. Per pirmgjg dieng kultiiroje pasireiS$kia pirmieji toksinio poveikio
pozymiai: lastelés vykdo tik spiralinj jud¢jima, negyvy individy neaptinkama. Pirma dieng vidutiné
cinko bioakumuliaciné geba siekia 0,07 — 0,13 ng/lgstelei. Antrg diena dauguma lgsteliy ziista, o
matuojama bioakumuliacija padidéja iki 0,11 — 0,17 ng/Igstelei. Trecia dieng stebima visiSka kultiiros
mirtis ir bioakumuliacijos procesas sustoja. Vidutiné bioakumuliaciné geba: 0,13 — 0,19 ng/lastelei.
Biosorbcija nepastebima.
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Laikas, dienos

15 pav. Zn?" jony bioakumuliaciné talpa Tetrahymena thermophila pirmuoniuose laiko atzvilgiu, kai pradiné
Zn* jony koncentracijg — 63,3 uM ir méginio tiiris — 7,6 mL

3.4.3. Vario bioakumuliaciné geba

Analizuojant vario bioakumuliacing geba, pirma dieng siekia 0,04 ng/lastelei. Antra diena
bioakumuliacija padidéja iki 0,05 — 0,06 ng/lastelei, o trecig dieng, ziistant Igsteléms, bioakumuliaciné
geba siekia 0,05 — 0,08 ng/lgstelei ir pastebimas biosorbcijos procesas, nevirsijantis 0,01 ng/Igstelei.
Vidutinis Igsteliy skaicius truputj per didelis, tad rekomenduojama naudoti apie 10 uM daugiau vario
jony, nei naudota Sioje analizéje.
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Laikas, dienos

15 pav. Cu?* jony bioakumuliaciné talpa Tetrahymena thermophila pirmuoniuose laiko atzvilgiu, kai pradiné
Cu?* jony koncentracijg — 47,5 uM ir méginio tiris — 7,6 mL

3.4.4. Molibdeno bioakumuliaciné geba
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Laikas, dienos

16 pav. Mo®* jony bioakumuliaciné talpa Tetrahymena thermophila pirmuoniuose laiko atzvilgiu, kai
pradiné Mo®* jony koncentracijg — 46,0 uM ir méginio tiris — 7,6 mL
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Pirmg dieng molibdeno bioakumuliacija sieké 0,02 — 0,03 ng/lastelei, antrg — 0,04 — 0,05 ng/lastelei,
o tre¢igjg — 0,04 — 0,05 ng/lIastelei. Biosorbcijos procesas nepastebimas.

3.4.5. Chromo (III) ir chromo (VI) bioakumuliaciné geba

Neéra zinomas Cr>* < Cr®" interkonversijos kiekis. Mitybinés medZiagos ir organika geba oksiduoti
Cr® i Cr¥, tad gali nezinomais kiekiai pasikeisti $iy jony koncentracija. Sunkiyjy metaly analizés
metu nustatomas bendras metaly kiekis ir neskirstomi kiekiai pagal jonus. Tradicinis jony atskyrimo
metodas remiasi chromo (V1) oksidavimu iki chromo (1) ir elementinio jodo susidarymu, taip pat
egzistuoja daugelis kity chemikaly $iai oksidacijai atlikti [80]. Sios analizés nepavyko atlikti, nes
maistinés medziagos trukdo susidaryti elementiniui jodui. Stebédami toksiskumga ir bioakumuliacing
geba, pastebime, kad naudojant heksavalente chromo druska, ji apie 5 kartus labiau toksiska ir jos
biakumuliuojama apie 5 kartus mazesné, tad galima teigti, kad druskos iSlaiko savo oksidacijos

laipsnj tirpale ir Cr®* nelikes oksiduotis iki Cr®* miisy eksperimentinése salygose.
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Laikas, dienos
Chromo (III) 1asteliy skaicius Chromo (VI) Iasteliy skaicius
Chromas (I11) Chromas (VI)

16 pav. Cr®* ir Cr®* jony bioakumuliaciné talpa Tetrahymena thermophila pirmuoniuose laiko atzvilgiu, kai
pradiné Cr** jony koncentracijg — 37,0 uM, pradiné Cr®" jony koncentracijg — 38,8 uM ir méginio
taris — 7,6 mL

Analizuojant bioakumuliacing gebg pastebimas stiprus biosorbcijos procesas. Tikétina, kad analize
vykdant ilgiau bioakumuliuotas metalo kiekis sumazés, ir dél Sios priezasties padidés biosorbuotas
metalo kiekis. Kaip bioakumuliuotas laikomas tik tas metalo kiekis, kuris prie 1gstelés prijungiamas
negrjZtamai.
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4 lentelé. Cr3* ir Cr®* jony Tetrahymena thermophila bioakumuliaciné ir biosorbciné geba, ng/lastelei

Cr** bioakumuliaciné¢ | Cr3* biosorbciné Cr®* bioakumuliaciné Cr® biosorbciné
geba geba geba geba

Pirma diena | 0,07 — 0,09 0,01 0,01 0,02

Antra diena | 0,08 — 0,09 0,01 0,01 0,01

Tretia diena | 0,08 — 0,00 0,00 0,01 0,00

3.5. Selektyvaus veisimo rezultatai

Taikant 2.5 punkte apraSyta selektyvaus veisimo protokola nepavyko sukurti efektyviy,
bioakumuliacijos procesg vykdanciy pirmuoniy. Apdovanojimo (relaksacijos) etape surinkti metaly
jonai lieka fiksuoti biomaséje ir neatsipalaiduoja net $varioje, metaly neturinéioje mitybingje terpéje.
Priesingai nei bakterijos ar grybai, kurie geba sporuliacijos ar endospory mechanizmais efektyviai
atskirti suristuosius metalus nuo gyvy lasteliy, Tetrahymena thermophila dauginasi binariniu skilimu
ir §iuo atveju perduodamos bioakumuliuotos metaly dalelés i§ motininiy lasteliy j dukterines.

3.4 punkte atlikta analizé patvirtino, kad sunkiyjy metaly jony bioakumuliacija yra praktiskai
negrjztamas procesas, 0 biosorbcijos procesas praktiSkai nevyksta. Po kontakto su metalais,
analizuojant judéjimg visada pastebimas spiralinis judéjimas. Méginius inokuliavus j Svarig terpe,
dukterinése lgstelése toliau pastebimas spiralinis judéjimas iki pat Igsteliy mirties. Tai labai
akivaizdus zenklas, kad metalo toksiSkumas nepradingsta.

Iprasta strategija biity sumazinti taikomo sunkiyjy metaly kiekj, tac¢iau tokio veiksmo pasekmé —
Tetrahymena thermophila elgtysi su metaly jonais kaip su naudingaisiais mikroelementai, o ne
toksinas. Todél isnykty kuriamas metabolinis stresas, skatinantis genetinius pokycius. Be to, §iy
pirmuoniy populiacijoje nevyksta tarpusavio konkurencija, todél selektyvaus veisimo cikly
efektyvumas mazose sunkiyjy metaly koncentracijose gerokai suprastéty. Reikéty atlikti mazdaug
100 — 200 cikly, norint gauti efektyvius rezultatus (3 —5 kartus daugiau nei dabartiniu protokolu).
Atsizvelgiant ] tai, nuspresta toliau selektyvaus veisimo nevykdyti ir iSnaudoti standartiniy
Tetrahymena thermophila lasteliy savybes. Norint padidinti bioakumuliacinj efektyvuma, sitiloma
pereiti prie genetinés inZinerijos: tikslingo metalotioneiny ar aktyviyjy transportery geny
modifikavimo.

3.6. Peptono pakeitimas spirulina

Peptono kiekis mitybin¢je terp¢je palaipsniui kei¢iamas spirulinos milteliais santykiu
1gpeptono:1g spirulinos, didinant koncentracija kas 2 g/L (10 %) iki visiSko peptono
pakeitimo (20 g/L). Nustatyta netiesioginé priklausomybé tarp peptono pakeitimo laipsnio ir
Tetrahymena thermophila Igsteliy tankio: kai spirulinos koncentracija mazesné nei 40 %, pirmuoniai
naudojosi peptonu kaip pirminiu maistiniu Saltiniu ir spirulinos lastelés praktiSkai ignoruojamos. Jos
turi storg lIgstelés sienele ir, kadangi Tetrahymena thermophila gali lengviau pasisavinti maistines
medziagas 1§ mitybinés terpés, amino riigStys, vitaminai ir mikroelementai lengviau pasiekiami i$
tirpios peptono frakcijos. Pakeitus peptona daugiau nei 40 %, stebimas zenklus gyvy lasteliy
koncentracijos padidéjimas, tikétina dél metaboliniy pokyc¢iy, kurie skatina augaliniy medziagy
skaidyma, kaip pirminj maisto Saltinj. Spirulina taip pat energetiSkai tankesné, tad vidutinis lasteliy
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skaiCius padidéja. Taciau pasiekus 80 % peptono pakeitimo ribg, augimo greitis pradeda mazéti, o tai
susije su mikroelementy, gaunamy i§ peptono, koncentracijos mazejimu.

Si analizé jrodo, kad spirulina yra efektyvus maistiniy medziagy 3altinis pirmuonims ir ja galima
neproblematiSkai naudoti kaip pirminj energijos Saltinj.
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17 pav. Tetrahymena thermophila Igsteliy tankis, kai peptonas pakei¢iamas spirulina, santykiu 1:1

3.7. Tvarus sunkiyjuy metaly filtras

Darbui pasirinktas tekstilés atlieky pagrindo filtras. Utilizacijos procesas remiasi medziagos
deginimu pasibaigus eksploatacijos periodui. Nors filtras néra pagamintas i$ tiesiogiai atsinaujinanciy
ar lengvai biologiskai skaidomy medziagy, taciau $io filtro pritaikymas suteikia antrinj panaudojima
tekstiléms atliekoms, kurios bet kokiu atveju biity deginamos ir §iuo metodu minimizuojamas atlieky
kiekis.

Filtras (18 pav.) gautas i$ nezinomos tekstilés jmonés, sudarytas i$ suslégty audiniy skaiduly, sujungty
tarpusavyje nenustatytos cheminés sudéties riSamagja medziaga. Jo matmenys: 5,0 cm X 2,5 cm x 0,25
cm (ilgis X plotis x aukstis). | filtrg inokuliuoti Tetrahymena thermophila pirmuonys buvo paruosti
tokiu biidu:

— uzaugintas didelis kiekis kultiiros, naudojant tik spiruling kaip pagrindinj energijos $altinj,

— biomasé nucentrifuguota ir surinkta naudojant sterily $virksta,

— filtrg uzpildo 0,5 mL koncentruota biomasé¢, suleidziant jg Svirkstu po filtro pavirSiumi,

— taskavimas vykdomas pagal 18 pav. ir kiekviename taske suleidziama po 0,07 mL.
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Déka Sio proceso, galutinis lgsteliy skaicius filtre siekia 250 000 — 400 000 vienety arba
20 000 — 32 000 vnt./cm? ir Igstelés turi pakankamai maistiniy medZiagy biologiniams procesams
atlikti.

Atlikus lasteliy skai¢iavima, nustatyta, kad >95 % visy lIgsteliy isliko filtro viduje, analizuojamame 3
dieny periode.

18 pav. Filtro substratas, pagamintas is tekstilés atlieky. TaSkavimas zZymi vietas, kuriose buvo jdéti
pirmuonys

3.8. Tvarus filtro bioakumuliaciné geba

Filtras buvo naudojamas siekiant i$valyti vandens atliekas, kuriose sunkiojo metalo koncentracija
buvo panasi | koncentracija, naudota bioakumuliacijos gebos nustatyme. Analizé buvo atlikta tik su
cinku. Nustatyta cinko jony koncentracija tiriamajame tirpale — 53,2 uM.
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Laikas, dienos

19 pav. Nagrinéjamo tvaraus filtro Zn?* jony bioakumuliaciné talpa laiko atzvilgiu, kai pradiné Zn?" jony
koncentracijag — 53,2 uM ir filtre esanciy lgsteliy skaicius 250 000 — 400 000
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5 lentelé. Tvaraus biologinio filtro bioakumuliaciné Zn?* jony geba. Filtro storis 0,25 cm

3.4.2 skyriuje nustatyta
cinko bioakumuliaciné

Tvaraus biologinio
filtro bioakumuliaciné

Tvaraus biologinio filtro
bioakumuliacin¢ Zn2* jony

Zn** jony geba, Zn** jony geba, geba, g/m?
ng/lastelei ng/lastelei
Pirma diena 0,07-0,13 0,09-0,14 1,71-4,38
Antra diena 0,11-0,17 0,11-0,17 2,18 -5,58
Trecia diena 0,13-0,19 0,12-0,19 2,35-6,02

Sios vertés jrodo, kad filtras pasizymi dideliu sunkiyjy metaly surisimo efektyvumu ir toliau vykdoma
energetiné analizé, siekiant patvirtinti visg proceso tvaruma.

3.9. Tvarus filtro energetiné analizé

Proceso tvarumas paremtas faktu, kad iSskiriama naudinga Siluminé energija, atitinka energija,
sunaudota uzauginti spiruling. Daugelis aprasyty literatiiros Saltiniy apraso komercinés paskirties

spiruling, auginama kaip maisto papildag. D¢l Sios priezasties, analizuojant energetines islaidas
imamos mazesnés vertés, nes auginama spirulina neprivalo atitikti maisto pramonéje keliamy
reikalavimy. Energetiné analizés schema pavaizduota 20 pav. ir joje pastebima, kad procesas
pakankamai tvarus ir gaunama energetiné nauda j pliusing puse¢. Taciau reikia pabrézti, kad $ios vertés
néra grieztos ir priklauso nuo visapusisko sistemos integravimo.
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Maistinés medziagos?
0,15 ki/g

Aeracija® 11,5 ki/g
Saulés spinduliuoté! Spirulina?
15,5 kd/g 15,5 kd/g

Filtravimas* 1,8 kJ/g

Pagalbinés sistemos® 1,8 kJ/g

Energetinis likutis® 0,3 ki/g
Dziovinimas’ 0 kJ/g
Sildymas® 0 kl/g
Transportas® 0 ki/g

Filtro substrato deginimas®®

Filtro substrato deginimas©
25,3 kilg

25,3 kilg

20 pav. Tvaraus filtro energetiné schema. Vertése jvertinami procesy nuostoliai. Numeravimas paaiskintas po paveikslu
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Nustatyta eksperimentiskai, naudojant bombos kalorimetrg. Nustatyta auksStutiné degimo
Siluma. Medziaga buvo dziovinama 2 dienas 70 °C temperatiiroje. Visoje analizéje naudojama
sausos maseés analizé;

. pagrindinis energijos Saltinis yra pateikiamas amonio nitrato pavidalu ir nitratas sudaro apie

10 % sausos spirulinos masés. Teigiama, kad nitratas yra biologinés kilmés [80, 81]. Kiti
mikroelementai, pavyzdziui fosfatai, kalis, natris, kalcis magnis sunaudojami labai mazais
kiekiai arba jy gavimas energetiskai labai paprastas, tad yra ignoruojami;

. egzistuoja auginimo procesai, nenaudojantys aeracijos [82]. Daugelis gamintojy ja naudoja,

sickdami maksimalios iSeigos ir kokybés, ta¢iau miisy atveju Sie faktoriai nereikSmingi. Verté
gauta atlikus literatiros analize¢ ir gali labai kisti, priklausomai nuo procesy
optimizavimo [83, 84];

verté nustatyta naudojant literatiiros Saltinj [85]. Tai pagrindinis metodas spirulinos
koncentravimui;

. Verté nustatyta atlikus literatiros Saltiniy analize ir gali skirtis, priklausomai nuo sistemos

integravimo laipsnio [80, 81];

. énergetiné nauda, gaunama deginant biomasg;
. dziovinimo procesas nebiitinas. DZiovinimas vykdomas tam, kad bty galima sandéliuoti

spiruling, ir, kad ji uzimty mazesnj tirj. Misy atveju galima jg naudoti i§ karto. Optimizuoti
procesai gali naudoti saulés $viesg Siam etapui atlikti ir nereikalauja papildomos energijos;

teigiama, kad spirulina auginama pakankamai optimizuotoje sistemoje ir auginimui reikalinga

Siluma kyla tiesiogiai i saulés spinduliuotés.;

. Su transportu susij¢ energetiniai nuostoliai priklauso nuo sistemos integracijos. Jei sistema

vertikaliai integruota, transportas nebitinas ir su juo susijusiy energetiniy i$laidy nebus;

10. nustatyta eksperimentiskai naudojant bombos kalorimetra. Verte gali skirtis, priklausomai nuo

naudojamo filtro substrato.

3.10. Priesgrybelinis protokolas

Darbo metu susidurta su grybelinio uzter§tumo problema. Tetrahymena thermophila méginiai
uzsiters¢ ore esanciu grybeliu, tad buvo sukurta ir praktiskai isbandyta procedira, remiantis
thermophila temperattiros atsparumu, grybelio $alinimui i§ misinio:

uzkréstas meginys Saldomas 3 valandas Saldytuve

atSaldzius, méginys Sildomas 35°C temperatiiroje vieng valanda

tada vél kartojamas $aldymo ir $ildymo procesas. Sis metodas remiasi faktu, kad Tetrahymena
thermophila pasizymi didesne augimo geba plac¢iamesniame temperatiiros diapazone, nei i$
oro kilgs grybelis. Tetrahymena thermophila, kartojant §j cikla, ilgainiui nukonkuruoja
grybelio gyvasias lasteles jas suvalgydamos déka heterotrofinés mitybos, taciau nesugeba
pasalinti spory

periodiskai (~ 12 valandy) jpilamas labai nedidelis kiekis (~ 0,05 mL) 1 % Ca(OCI): tirpalo.
Grybelio endosporos reaguoja labiau | chlorkalkiy tirpalg, tad sunaikinamos pirmiau, o
pirmuoniy Igstelés gali toliau vykdyti metabolines funkcijas
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ISvados

EksperimentiS$kai nustatyta Tetrahymena thermophila bioakumuliaciné talpa cinko, vario,
molibdeno, heksavalencio ir trivalenc¢io chromo jonams.

Bioakumuliacinés talpos didinimas, naudojant selektyvaus veisimo metodika, nepavyko dél per
didelio sunkiyjy metaly toksiskumo ir energetiskai stabilios bioakumuliacijos. Sunkiojo metalo
koncentracijos mazinimas nerekomenduojamas ir vietoj to Sitloma atlikti tiesioging geny
modifikacija.

Sékmingai sukurtas tvarus sunkiyjy metaly filtras, naudojantis Tetrahymena thermophila
bioakumuliacines savybes ir tvarig maisting medziagg — spiruling. Jvertintos ir aprasytos jo
bioakumuliacinés savybeés.

Ivertintas ir jrodytas biofiltro tvarumas. Naudojant augalinés kilmés medZziagas ir tekstilés
atlickas, pastebéta, kad energetiniai nuostoliai atitinka energetines pajamas.
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Rekomendacijos

Ateities tyrimams rekomenduojama pasirinkti organizmus, kurie tuo paciu metu atlikty ir
bioakumuliacijos ir biosorbcijos ar bionusodinimo funkcijas. Siuo atveju efektyvus biity dar didesnis.

Rekomenduojama ateities tyrimams kurti dvigubgsias kosistemas su kitais mikroorganizmais (pvz.
bacilomis), kurie naudoty negyvas Tetrahymena thermophila Igsteles ir aplinkoje esancius
sunkiuosius metalus savo metabolizmo procesuose. Tokiu budu galima didinti sistemos naSuma,
suteikiant antrg panaudojimo $altin] maistinéms medziagoms.

Rekomenduojama bioakumuliacing geba didinti naudojant tiesioging geny modifikacijg vietoj
selektyvaus veisimo metodo.

Pramoniniuose ar laboratoriniuose eksperimentuose rekomenduojama naudoti aseptines salygas,
kadangi Siame darbe kilo daug sterilumo problemy, ir naudojami toksiski chemikalai, Zudantys
organizmus ir sukeliantys idealias sglygas uzkratui vystytis.
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