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SUMMARY

The growing demand of energy resources of fossil natural resources and the unstable
situation in the international market of raw materials obligate to the search for alternative
sources. How one of the renewing of alternatives energy sources could be the very fastly
growing and synthesizing lipids Chlorella vulgaris algae. Already made technologies, that can
make biogas of growing biomass and oils which are in algae to convert biodiesel fuel,
bioethanol, methane, hydrogen gas. What is more, algae biomass has large sustenance, which
could be used such as animals, fish feed additives, manure in agricultural economy.

Decreasing fresh water, petroleum resources and increasing people population in the earth,
the products got of microalgae will become necessity. Due to the high microalgae variety and
modern, rapidly developing technologies, including genetic engineering, these microorganisms
will become very important searching news for various people needs necessary bioproducts.

Laboratory conditions at Kaunas university of Technology in biotechnology laboratory were
examine the influence of the input air flow to the nutrient medium and NaNO3 concentration in
nutrient medium for Chlorella vulgaris algae biomass, bioactive substances and oils.

The carbon, hydrogen, nitrogen, sulphuric and oxygen amounts in algae were investigated at
Lithuanian Energy Institute, thermal equipment research and testing laboratory. Using these
datas were calculated proteins, carbohydrates and lipids amounts in Chlorella vugaris algae. It

was also presented the lipid extraction technology of alga



Ramanauskas Arvydas. (2015). Auginimo sglygy jtaka mikrodumbliy (Chlorella vulgaris L.)
biomasés, bioaktyviy medziagy ir aliejy kiekiui. Chemijos inzinerijos (621H81004) magistro
darbas. Studijy programa M1136K31. Darbo vadové Dr. Ilona JonuSkiené. Kaunas: Cheminés
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SANTRAUKA

Didé¢jantis energetiniy resursy poreikis i§ iSkastiniy gamtiniy iStekliy bei nestabili situacija
tarptautinéje energetiniy zaliavy rinkoje jpareigoja ieSkoti alternatyviy Saltiniy. Kaip viena
atsinaujinanciy energijos Saltiniy alternatyvy gali bati labai greitai augantys ir lipidus
sintetinantys Chlorella vulgaris dumbliai. Jau yra sukurtos technologijos, galinCios i§ auginamos
biomasés gaminti biodujas ir dumbliuose esancius aliejus paversti biodyzelinu, bioetanoliu,
metanu, vandenilio dujomis. Taip pat dumbliy biomasei budingas didelis maistingumas, kuris
gali biiti naudojamas kaip gyvuliy, Zuvy pasary priedas, traSos Zemes iikyje.

Zeméje mazéjant gélojo vandens, naftos istekliy ir didéjant Zmoniy populiacijai, i§ $iy
mikrodumbliy gauti produktai taps biitinybe. Dél didelés mikrodumbliy jvairovés ir Siuolaikiniy,
spar¢iai besivystanciy technologijy, apimanciy ir geny inzinerijg, Sie organizmai taps labai
svarbiis ieSkant naujy, jvairioms Zzmogaus reikméms reikalingy bioprodukty.

Laboratorinémis salygomis Kauno technologijos universitete biotechnologijos laboratorijoje
buvo istirta tiekiamo oro srauto j maitinamagja terp¢ ir NaNOj koncentracijos maitinamojoje
terpéje jtaka Chlorella vulgaris dumbliy biomasei, bioaktyviyjy medziagy ir aliejy kiekiui.

Lietuvos energetikos instituto Siluminiy jrenginiy tyrimo ir bandymy laboratorijoje istirta
dumbliy visuminiai anglies, vandenilio, azoto, sieros ir deguonies kiekiai. Naudojantis Siais
duomenimis apskaiéiuoti baltymy, angliavandeniy ir lipidy kiekiai Chlorella vulgaris

dumbliuose. Taip pat pateikta lipidy ekstrakcijos 1§ dumbliy technologija.
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IVADAS

Biotechnologijos prasmé — tai biologija pagrjsta technologija [1]. Biotechnologija galima
biity apibrézti ir kaip organizmy valdyma, atliekant praktines uzduotis ir kuriant naudingus
produktus [2].

Pasaulyje dé¢l senkanciy iskastinio kuro S$altiniy, aplinko sauginiy, auganc¢io energijos
poreikio ir kity problemy, pastaruoju metu yra ypac¢ padidéjes Zzaliavy (riebaly, baltymuy,
polisacharidy) poreikis jvairiose srityse, todél intensyviai pleciama jy paieska [3].

Dumbliai pirma karta panaudoti zmoniy mityboje pries 2000 mety Kinijoje bado metu.
Taciau dumbliy biotechnologija tobuléti pradéjo tik XX a. viduryje. Mokslininky démesj
patrauké mikrodumbliai dé¢l unikaliy savybiy, tokiy kaip geb&jimas greitai augti, kaupti aliejy ir
kitas vertingas medziagas, fiksuoti anglies dioksidg bei valyti nuotekas. Dumbliai tampa vis
jdomesne ir patrauklesne biodegaly gamybos zaliava [4].

Siuo laikotarpiu yra daug dumbliy panaudojimo sri¢iy. Dumbliai, dél jy cheminés sudéties,
gali bati naudojami maistiniy produkty ir paSary maistinés Vvertés padidinimui, jie yra itin
svarbiis akvakultiroje bei gali jeiti j kosmetikos gaminiy sudétj. Pavyzdziui, dumbliy
polineso€iyjy riebaly riigsciy aliejy yra jdedami j kuidikiams skirtus pieno mi$inius ir maisto
papildus, o pigmentai yra svarbiis kaip naturaliis dazikliai. Stabiltis biocheminiai izotopai padeda
tiriant medziagy apykaitg tyrimuose ir nustatant junginiy struktiiras. Viena pagrindiné
panaudojimo sritis yra dumbliy aliejaus perdirbimas j biodegalus [5].

Tyrimo tikslas — optimizuoti mikrodumbliy (Chlorella vulgaris) auginimg ir jvertinti
bioaktyviasias medziagas bei aliejy kiekj.

Tikslui pasiekti iskelti Sie uzdaviniai:

e Sukonstruoti tyrimams reikalingg aparatiira.

e Paruosti Chlorella vulgaris dumbliams skirtingos sudéties mitybines terpes.

e [Stirti tiekiamo oro srauto ] maitinamgja terpe jtaka dumbly auginimui, biomasés
kaupimui, dumbliuose kaupiamy aliejy ir bioaktyviyjy medziagy kiekiui.

e [stirti NaNOs koncentracijos mitybin¢je terp¢je jtaka dumbly auginimui, biomasés
kaupimui, kaupiamy aliejy ir bioaktyviy medziagy kiekiui.

e Parinkti tinkamiausias dumbliy auginimo salygas, siekiant gauti didziausig aliejy
iSeiga.

e Pateikti aliejaus gamybos i§ mikrodumbliy technologine schema.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Dumbliai

Dumbliais (Algae) vadinami vienalgsCiai ir daugialgsCiai eukariotiniai organizmai, turintys
chloroplastus ir chlorofilus, atliekantys fotosintezg ir isskiriantys deguonj. Jie priskirti
7emesniems augalams. Sie augalai labai paplite gamtoje, kurie randami upése, jiirose, eZeruose,
pelkése, dirvoje ir kt.

Dumbliy biina labai jvairiy formy ir dydziy. Be mikroskopiniy vienalas¢iy, yra kolonijiniy
(kolonijos buina kamuoléliy ar siiily pavidalo), taip pat daugialgsCiy, kuriy gniuzulas savo
1Svaizda primena augaly stiebus ir lapus. Taciau daugelis dumbliy yra vienalgs¢iai mikroskopinio
dydzio: smulkds, pliduriuojantys ir skendintys vandenyje, planktono (gr. planktos — klajojantis)
sudedamoji dalis, aptinkama ir dirvozemyje [6].

Dumbliy lastelés apsuptos sienele, susidedancia i$ celiuliozes ir pektininiy medziagy. Vieny
dumbliy lasteliy sienelé apsupta storu lipniy medziagy dangalu, kiti dumbliai turi silicinj
dangalg. Judrieji dumbliai juda lgsteliy iSaugomis, kurios esti: laikinosios — rizopodijos (ilgos,
plonos), pseudopodijos (primenancios Ciuptuvéelius, su sutankéjusiu aSiniu sidilu) bei ziuzeliai.
Lastelés citoplazmoje yra vienas ar keli branduoliai, mitochondrijos, endoplazminis tinklas,
vakuoliy, intarpy ir chloroplasty. I§ pigmenty yra chlorofily (a, b, ¢, ¢y, d), karotinoidy. Kai
kuriuose dumbliuose yra fikobiliny — fikocianino ir fikoeritriny. Fotosintetiniy pigmenty sudétis
yra vienas i§ svarbiausiy poZymiy, pagal kuriuose dumbliai skirstomi j skyrius. Dumbliuose yra
daug naudingy medziagy: baltymy, riebaly, angliavandeniy, vitaminy, krakmolo, ypatingojo
polisacharido paramilono, tirpiojo palisacharido laminarino [7].

Dumbliams budinga trys dauginimo budai: vegetatyvinis, nelytinis ir lytinis. Vegetatyviskai
vienalgs¢iai dumbliai dauginasi dalydamiesi j dvi dalis, daugialgs¢iai ir kolonijiniai — atskylant
gniuzulo (vegetatyvinio ktino) dalims. Nelytiskai dauginasi specializuotomis lastelémis —
sporomis. Dalijasi Igstelés protoplastas, ir dalijimosi produktai i§ motininés Igstelés apvalkalélio
patenka j aplinka. Sporos esti dvejopos: judriosios (zoosporos) su vienu, dviem, keturiais ir
daugiau Ziuzeliy bei nejudriosios (aplanosporos). Lytinio dauginimosi metu susilieja dvi lgstelés
ir susidaro zigota. Dazniausiai dumbliy lytinio dauginimosi budas — gametogamija, kai susilieja
specializuotos lytinés lgstelés — gametos [8].

Dumbliy klasifikacija grindziama Siais poZymiais: 1astelés sienelés chemine sudétimi, judriy
judéjimo organy sandara ir iSsidéstymu, fotosintetiniy pigmenty sudétimi, gaminamomis
atsarginémis medziagomis. Dumbliai skirstomi j kelias stambias grupes (skyrius): zaliadumblius
(Chlorophyla),  gelsvadumblius  (Xanthophyta),  titnagdumblius  arba  diatoméjas
(Baccillariophyta),  raudondumblius  (Rhodophyta), euglendumblius  (Euglenophyta),
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auksadumblius (Chrysophyta). IS jy euglendumbliai turi ir augaly, ir gyviiny savybiy. Dauguma
mikroskopiniy dumbliy priklauso zaliadumbliams ir titnagdumbliams [9].

Placiausia yra zaliadumbliy grupé (skyrius), jungiantis tiek vienalgstes, tiek daugialastes
formas. Jy Igstelé turi celiuliozine sienele, vakuole, vieng ar kelis branduolius bei zalios spalvos
chloroplastus. Dauguma rasiy turi ziuzelius, nors yra ir nejudriy, dauginasi skilimu ir nelytiniy
spory susidarymu bei lytisSkai — dviejy lasteliy susiliejimu ir lytiniy spory susidarymu. I$
vienalgs¢iy zaliadumbliy paminétas valk¢iadumblis (Chlamydomonas), aptinkamas nedideliuose
organinémis medziagomis uzterStuose vandens telkiniuose. Tokiuose vandens telkiniuose,
filtracijos ir laistymo laukuose, biofiltruose randama ir maurakuliniy dumbliy (Volvox gentis),
kuriy kolonijos — tai gleivéti kamuoléliai, sudaryti i§ 200 ar daugiau lasteliy, iSsidés¢iusiy vienu
sluoksniu, 0 kamuolélio vidus pripildytas gleiviy. Gélo ir siiraus vandens telkiniuose daznai
aptinkamas puslius (Oocystis), kurio elipsiskos lgstelés sudaro nedideles (10 — 20 lasteliy)
kolonijas. Siiilliniams zaliadumbliams priskiriamas ulotriksas (Ulothrix gentis). Jaunyjy dumbliy
siilai paprastai biina prisitvirting prie substrato, o senesniyjy — laisvai plaukioja vandenyje.

Dumbliai sudaro ir ekologines grupes:

e planktoniniai — laikosi vandens sluoksnyje, ypa¢ pavirSiniame;

e neustoniniai — vystosi pavir§in¢je vandens pléveléje;

e bentosiniai — laisvai plaukioja arba biina prisitaike gyventi vandens telkinio dugne prie

grunto arba jvairiy ten esanciy gyvy ir negyvy substraty;

e antZeminiai — gyvena jvairiy substraty (medZziy, kamieny, Zoliniy augaly, lapy, akmeny,

uoly) pavirsiuje;

e dirvoZzemio — auga dirvoZemyje arba jo pavirSiuje, sudarydami i8plitusia gleivéta plévele;

e siiriyjy vandeny (juros);

e gélyjy vandeny [10].

Vandenyse dumbliai yra svarbiausieji organiniy medziagy producentai ir gyviiny maistas.
Fitoplanktonu minta smulkils organizmai: zooplanktonas, zuvy jaunikliai ir pacios zuvys.
Dirvozemio dumbliai svarbiis dirvozemio struktiirai, kaupia organines medziagas, fiksuoja
atmosferos azota, isskiria deguonj, fiziologiskai aktyvias medziagas ir didina derlinguma.
Daugelis dumbliy yra nuoteky biologinio filtro komponentai. Kai kurie dumbliai naudojami kaip
vandens uZterStumo bioindikatoriai. Fitoplanktonas, biidamas pirmgja grandimi mitybiniy
santykiy (mitybos) grandingje, greiCiausiai reaguoja ] aplinkos salygy pokycius, ypa¢ cheming
vandens sudétj, tode¢l vienos ar kitos dumbliy riisies iSplitimas planktone rodo tam tikra vandens
baseine susidariusiy salygy kompleksa, vandens uZzterStumo laipsnj, o tos rasys vadinamos
vandens saprobiskumo indikatoriais. Pagal dumbliy sudétj ir gausuma galima nustatyti vandens

telkinio Svarumo laipsnj.
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Dumbliai labai svarbiis savaiminiam vandens apsivalymui. Fotosintezés metu iSsiskyres
deguonis dalyvauja organinés medZziagos mineralizacijoje, bet masiskai augdami dumbliai tampa
biologinio uzterStumo faktoriumi, sukelia vadinamajj ,,vandens Zydéjimg“ — antrinj vandens
uzterStumg, o tai yra vandens telkinio savireguliacijos procesy sutrikimo rezultatas. D¢l
,»Zydejimo* sutrinka dujinis rézimas, pablogéja vandens kokybé, didéja spalvotumas, mazéja
skaidrumas, kaupiasi toksiskos gyviinams medziagos, nes, prasidéjus zuvusiy dumbliy puvimo
procesams, atsiranda deguonies trikumas, dél to gali zhti zuvys, iSgér¢ tokio vandens, gali

apsinuodyti gyvuliai, uzksikimsti valymo jrenginiai ir kt [11].

1.2 Dumbliy rasys ir jy nauda

Dumbliai yra vieni seniausiy Zemgje atsiradusiy augaly, bet dél primityviy gyvenimo salygy
kai kurie i§ jy iki Siol iSliko nepakite. Gamtoje yra tikstan¢iai dumbliy rii§iy — nuo
mikroskopiniy iki 60 m ilgio. Dél to jy struktira gali buti jvairi: vienalgsciai, daugialgsciai.
Daugelis jy rusiy esant tinkamoms salygoms per dieng gali pasidauginti dvigubai. Dumbliy
paplitimas gamtoje priklauso nuo jvairiy aplinkos faktoriy [12]. Svarbiausi i§ jy yra drégmé,
Sviesa, temperatira bei mineraliniy medziagy kiekis. Dumbliai yra svarbiausi organinés
medziagos kiir¢jai vandenyse, kuriy biomasé desimt karty didesné uz visy sausumos augaly. Be
to, intensyvios fotosintezés metu jie iSskiria milziniSkus kiekius deguonies, todé¢l susidaro
palankios salygos vandens gyviinams [13].

Daugelis pasaulio mokslininky iesko, kas galéty pakeisti iskastinj kura. Siandien manoma,
kad viena geriausiy galimybiy — dumbliy aliejaus perdirbimas j biokurg. Palankiomis saglygomis
dumbliai auga nepaprastai greitai ir sukaupia iki 50% aliejaus nuo bendro savo svorio. Kai kuriy
mokslininky nuomone per metus i§ vieno hektaro galima surinkti 100 tony dumbliy biomases.
Viena didel¢ aliejaus gamybos bendrové apskaiiavo, kad per metus i§ vieno hektaro dumbliy
naudmeny galima gauti 50 tony aliejaus. Tai 10 — 12 karty daugiau, nei jmanoma gauti aliejaus i$

aliejiniy palmiy hektaro [14] (1.1 lentelé).

1.1. lentelé. Augaliniy aliejy, gauty i placiausiai vartojamy augaly sékly/vaisiy ir dumbliy, iSeigos

Aliejingi augalai Aliejaus iSeiga (litrais/arui/per
metus)
Kukuruzai 1,77
Sojos pupelés 4,75
Judros 8,02
Saulégrazos 10,08
Rapsai 12,55
Palmés 62,78
Dumbliai 494,32 — 1482,95
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Mokslininkai mégina sukurti palankiausias salygas dumbliams auginti. Siuo metu
mokslininkai tyrinéja keleta pasirinkty dumbliy rasiy, bandydami i$siaiskinti kokios salygos

jiems augti palankiausios, kokios jy riiSys galéty atnesti daugiausiai naudos (1.2 lentelé) [15, 16].

1.2. lentelé. Dumbliy sausos biomasés cheminé sudétis (%)

Dumbliy kamienas Baltymai | Angliavandeniai | Nukleoriigstys
Scenedesmus obliquus 50 — 56 1017 3-6
Scenedesmus quadricauda 47 — —
Scenedesmus dimorphus 8-18 21 - 52 —
Chlamydomonas rheinhardii 48 17 -
Chlorella vulgaris 51 - 58 12 -17 4-5
Chlorella pyrenoidosa 57 26 —
Spirogyra sp. 6 — 20 33 -64 —
Dunaliella bioculata 49 4 —
Dunaliella salina 57 32 —
Euglena gracilis 39 - 61 14 -18 —
Prymnesium parvum 28 — 45 25-33 1-2
Tetraselmis maculata 52 15 —
Porphyridium cruentum 28 — 39 40-57 —
Spirulina platensis 46 — 63 8-14 2-5
Spirulina maxima 60-71 13-16 3-45
Synechoccus sp. 63 15 5
Anabaena cylindrica 43 - 56 25 -30 —

Mokslininkai taip pat tiria, kaip dumbliai reaguoja j stresus, pavyzdziui, kai visiSkai
nebegauna maisto medziagy. Tyrimai rodo, kad dumbliai kovodami dél iSlikimo liaujasi
daugintis, taiau ima gausiau gaminti aliejy. Vis dar atrandama naujy dumbliy rasiy. PavyzdZiui,
kai kurie dumbliai gamina vandenilj, o vandenilis — puikiis degalai. IS dumbliy gaunamas aliejus
ir krakmolas gali biiti naudojami pramonéje. Abi Sios medziagos gana lengvai perdirbamos |
skystus degalus, bioetanolj ar biodyzeling. Salutinius dumbliy aliejaus ar krakmolo produktus
taip pat galima panaudoti: perdirbti j biodujas, paSary papildus ar Zemés tikio traSas. Kai kurios
bendrovés ketina auginti mikrodumblius, o kai kurios — jlirZoles ar raudondumblius. Vieni
specialistai mano, kad dumblius geriausia auginti uzdarose patalpose, kiti teigia, kad salygos

palankiausios dideliuose ir atviruose baseinuose [17].

1.2.1 Chlorella vulgaris rusis

Chlorella vulgaris yra vienalgstis dumblis, kiino forma bei lgstelés struktiira panasus j

chlorokolg (1.1 pav.)
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1.1. pav. Chlorella vulgaris

Chlorelos savo lastelése sukaupia labai daug baltymy — apie 50 % visos masés. Be baltymy
sudétyje aptinkama 6 % chlorofilo, 12 % angliavandeniy, 10 — 22 % lipidy, taip pat gausu
vitaminy A, B2, K, PP, C (vitamino C kiekis didesnis, palyginus jo kiekj citrinoje), jvairiy
mikroelementy. Be to, §iame Zaliajame organizme rasta antibiotiko chlorelino [18]. Sie
vienalgsCiai organizmai geriausiai auga $ilto klimato saglygomis, be to, jiems reikia gana daug
saulés Sviesos. Todél chlorela pramoniniu biidu auginama atviruose baseinuose pripildytuose
specialios mitybinés terpés vidurio Azijos Salyse ir Piety Amerikoje. Nuo auginimo salygy labai
priklauso gaunamo derliaus kiekis ir kokybé. Yra Zinoma, kad keifiant auginimo salygas,
chlorelos lastelése vykstancius biosintezés procesus galima nesunkiai reguliuoti ir paspartinti
pageidaujamy junginiy sintez¢. Taip galima priversti Siuos dumblius sintetinti daugiausiai arba

baltymy, arba sacharidy, arba tam tikry vitaminy [19].

1.3 Mikrodumbliy panaudojimas

Dumbliy biotechnologijos pramoné, per metus uZaugina 10’ tony dumbliy produkcijos
jvairiems tikslams. Produkcijos panaudojimas jeina | maisto ir paSary gamyba (baltyminis
maistas, papildai), Zaliavos Saltiniai farmacijos, chemijos pramonés Sakoms (antibiotikai,
vitaminai) [20]. Dél juroje auganciy zaliyjy organizmy, dumbliy biotechnologija kartais
vadinama mélyngja biotechnologija. Nepaisant to, kad biotechnologijos ar geny technologijy
panaudojimas dumbliy auginimui, skirty vartoti Zmonéms, neatitinka saugos taisykliy, taciau jau
yra keletas tinkamy taikymo sri¢iy. Prekyboje atsirado Chlorella ir Spirulina rasiy dumbliai,
kurie kaupia didelj kiekj baltymy ir turi didele energeting verte. Siy dumbliy biomasé¢ yra
parduodama skysciy, tableciy ir kapsuliy formomis. Produkcijoje yra dideli kiekiai vitaminy,
mineraliniy medziagy, riebaly rugsciy, kurie teigiamai veikai zmogaus sveikata [21]. Daugelis
tyrimy parodé, kad dumbliy biomasé tinkama naudoti, kaip gyviny maisto papildas [22].
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Spirulina ir tam tikros rasies Chlorella mikrodumbliai naudojami daugelio gyviny: kaciy, Suny,
akvariumo zuvy, dekoratyviniy pauksciy, arkliy, karviy ir veisliniy buliy pasarams gaminti, kuris
skatinantis prieaugj, karviy pieninguma, mazinantis gyvuliy bei pauks¢iy kritimg [23].
Dumbliuose rasta ir kity vertingy junginiy, kurie jeina ] farmaciniy preperaty gamyba:
dokozaheksaeno ragstis, y-linoleno riigstis, arachidono rugstis (omega — 3 riebaly ragstys). Taip
pat ju komponentai daznai naudojami kosmetikoje, kaip tirStikliai, vanden;j suriSantys agentai ir
antioksidantai. Labiausiai naudojamas komponentas — hialurono ragstis, kuri turi senéjima
stabdanciy savybiy. Taciau pagrindinis mikrodumbliy panaudojimas — biodyzelio ir biodujy

gamyba (1.2 pav.).

Saulés §vies Nuoteku valymas
a\b Sviesa ir Siluma ‘
Elektra
Vidaus degimo variklis \ Dumbliy auginimo Gyvanu pasarai
Energija sistema
Grynos CO»dujos
s Farmacija
e CO,
Pramoninés dujos—
Juros druskos
gl Akvakultura
Zemés Ukio tra80s ———p | Noorganinés medziagos
Cheminiai reaZ/'
Atliekos Al 0 Maisto papildai
Organinés medziagos pap

Gamybinés nuotekos
Jiros vandu S .
O\, ‘ Bioduju gamyba

0 Vanduo
$varus vanduio———

Biodyzelio gamyba

1.2 pav. Dumbliy auginimui naudojami istekliai ir produkcijos panaudojimas

1.4 Biodegalai

Maz¢jant iSkastinio kuro atsargoms bei didé€jancio globalinio at§ilimo, biodyzelio gamyba 1§
mikrodumbliy yra daug Zadanti alternatyva. Tam tikry rasiy dumbliai turi didelj kiekj riebiyjy
molekuliy, kurios labai panasios j augalinj aliejy. Sias molekules galima paversti j biokura, kuris
gali buti naudojamas kaip priedas bendzinui ar dyzelinui. I$ pradziy dumbliai buvo auginami
dideliuose sekliuose tvenkiniuose reikalaujancio didelio vandens kiekio. Ta¢iau jmonés surado

naujas technologijas, kurios neleidzia iSgaruoti vandeniui bei kuriose 85 % vandens yra
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perdirbama kartu su maistingy medziagy pertekliumi bei CO,. Degalai, gaminami i§ dumbliy,
pasizymi $iais privalumais ir tritkumais.

Privalumai:

e Kaip ir dauguma kity biodegaly riisiy, dumbliai yra neutraliis anglies poziiiriu. Nors
dumbliai degimo metu iSskiria CO, taciau taip pat jj ir sugeria augimo metu (kaip ir visi
augalai), o tai reiskia, kad grynasis CO, skaiCius yra lygus nuliui;

e Gali buti pakaitalu tradiciniams degalams;

e Yra natiiraliai atsinaujinantys;

e Tiek CO,, tiek nuotekos gali biiti naudojami kaip dumbliy maistinés medziagos;

e Auginami dideliais kiekiais, pasizymi didesniu energijos kiekiu nei Kity riisiy biodegalai,

e Skirtingai nei kukuriizai, skirti bioetanolio gamybai, ar sojos pupelés, skirtos biodyzelino
gamybai, dumbliai gali biiti auginami vietose, kurios néra tinkamos maisto produkty
auginimui. Tokiu budu galima panaudoti ir neariamaja Zeme, naudingyjy medziagy
neturin¢ig (mazai turin¢ig) zeme, kuri paprastai nenaudojama zemés ukyje;

e Dumblius labai paprasta auginti: jie gali buiti auginami tvenkiniuose, talpyklose,
vamzdZiuose, taciau su salyga, kad dumbliai gauty tinkamg kiekj vitaminy, mineraly bei
Sviesos. Dumbliai nereikalauja net SvieZio vandens. Skirtingai nei griudinés kultiiros,
kurios yra priklausomos nuo auginimo sezono, dumbliai gali biiti auginami bet kuriuo
mety laiku, nes idealios jy auginimo sglygos gali biiti lengvai sukuriamos.

Trukumai:

e Dumbliai privalo biti auginami, kontroliuojant temperattiros salygas;

e Augimui dumbliai reikalauja didelio kiekio vandens;

e Dumbliai reikalauja ir fosforo, kuris naudojamas kaip trasa, o jo iStekliai riboti (kai kuriy
mokslininky teigimu zemés fosforo atsargos turéty iSsekti per 50 — 100 mety). Todél
akivaizdu, kad biitina surasti biidus, kaip sumazinti fosforo naudojimg biodegalams,
gaminamiems i§ dumbliy, ir kaip biity galima fosforg panaudoti pakartotinai;

e Biodegalai, pagaminti i§ dumbliy, susiduria su sunkumais, esant Zemai temperatirai,
todél reikalingos modifikacijos;

e Didelé gamybos kaina [24].
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1.5 Dumbliy auginimo sistemos

Auginimo sistemos biina atviro ir uzdaro tipo. Atviro tipo sistemos pavaizduotos 1.3

paveiksle. Tai gali biiti ezerai, baseinai, dirbtinai iskasti tvenkiniai.

1.3. pav. Dumbliy atviro tipo auginimo sistemos

Pasirinkus tokj auginimo biida jis yra paprastas, pigus taciau gaunamas maZzas biomasés
kiekis. Be to, atviro tipo sistemos dumbliams auginti néra tinkamos misy klimato saglygomis.
Uzdaros auginimo sistemos vadinamos foto — bioreaktoriais (PBR) (1.4 pav.), jie gali bati jvairiy

formy: plokstieji, kolony, piramidés ir kt. formy.

1.4. pav. Dumbliy uzdaro tipo auginimo sistemos

Uzdaro tipo sistemos yra labiau stabilios, lengviau valdyti augimo procesg ir palaikyti
monokultirg, o tai leidZzia uzauginti didesnj biomasés kiekj. Naudojantis Siomis sistemomis
gaunamos didelés iSlaidos [25], todél tokius dumbliy auginimo cechus galima jrengti prie
tiesioginiy maitinamosios terpés komponenty Saltiniy — vandens valykly, buitiniy nuoteky
talpykly, paukstininkystés ir gyvulininkystés tikiy. Atsiranda puiki galimybé sukurti uzdarg cikla
— atliekinés medziagos panaudojamos dumbliy auginimui, o dumbliy produktai — kaip jvairios

paskirties atsinaujinanti zaliava jvairioms pramonés Sakoms [26]. Mokslininky, technology ir
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konstruktoriy, dirbanc¢iy bioreaktoriy kirimo ir tobulinimo srityje, pagrindiné uzduotis yra
sukurti ne tik naujo dizaino, bet ir ilgalaikes, pigias, lengvai aptarnaujamas, nereikalaujancias
dideliy priezitros ir eksploatacijos iSlaidy, o svarbiausia, leidzianCias pasiekti kuo didesng

dumbliy biomasés iSeiga sistemas [27].

15.1 Auginimo salygos

Sviesos 3altinis ir jos intensyvumas atlieka svarbiausia vaidmenj norint uZauginti dumblius.
Kitas kritinis faktorius yra CO, dujos ir jy kiekio tiekimas ] sistemg stipriai padidina
mikrodumbliy augima. Jeigu mitybinéje terpéje yra pakankamas kiekis nitraty, mikrodumbliai
sintetina mazus kiekius trigliceridy (TAGs). Norint padidinti sintezuojamy trigliceridy kiekius,
reikia sumazinti nitraty kiekj terp¢je. Tuo metu mikrodumbliai intensyviai absorbuoja organing
anglj, kurig pavercia lipidais. Tokia stadija, vadinama streso biisena, sumazina mikrodumbliy
biomasés augimg. Jos metu esantys dumbliai taip pat pakeicia sintetinamy lipidy sudétj t.y.
vietoje laisvyjy rugsc¢iy sintetinami trigliceridai, o jie labiau tinkami biodyzelio gamybai. Fosfaty
kiekis yra kitas faktorius nulemiantis biomasés augimg ir lipidy sinteze. Suaktyvinti lipidy
gamyba dumbliy lgsteléje galima ir kitomis aplinkos salygomis: intensyvia $viesa, temperatiira,
druskingumu, pH ir CO, kiekiu [28].
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2.2 Mitybiniy terpiy gamyba

Dumbliy Chlorella vulgaris kultiros kultivavimui bitina maitinamoji terpé ir iSorinés
aplinkos faktoriai (Sviesa, temperatiira, tieckiamo CO, kiekis, maiSymas). Didel¢ jtakg dumbliy
auginimui turi azoto, fosforo kiekiai maitinamojoje terpéje. Tyrimas vykdomas naudojant tris
skirtingas BBM (Bold‘s Basal Medium), BBM2, BBM3 mitybines terpes, kuriy sudétis (2.1
lentelé) skiriasi makroelemento NaNO3; koncentracija [29].

2.1. lentelé. Maitinamyjy Bold‘s Basal Medium BBM, BBM2, BBM3 terpiy sudétis

Rliiaeglggim Koncentracija | Koncentracija | Koncentracija
Reagentai L BBM terpéje, | BBM2 terpéje, | BBM3 terpéje,
reikalingi 1 |
terpés, ml mg/l mg/l mg/l
Tirpalas A
KH,PO, 75 75 75
KoHPO, 175 175 175
MgSO,-7H,0 60 75 75 75
NaNO; 250 500 1000
CaC|2‘2H20 25 25 25
NaCl 25 25 25
Tirpalas B
EDTA 50 50 50
KOH 3 31 31 31
FeSO,4-7H,0 4,98 4,98 4,98
HsBO;~ 11,42 11,42 11,42
Tirpalas C
ZnSO,4-7H,0 1,412 1,412 1,412
MnCl,-4H,0 0,232 0,232 0,232
CuS0O,4-5H,0 0,5 0,252 0,252 0,252
Co(NO3), 6H,0 0,08 0,08 0,08
NaMoO,-2H,0 0,192 0,192 0,192

* I8tirpintg esant ~ 50 — 60 °C temperatiirali.

Kiekvienas tirpalas paruostas atskirai naudojant distiliuotg vandenj. Visos cheminés
medZziagos svertos ant aliuminio folijos. Tirpalas A (1 — 6) yra tinkamas naudoti 3 ménesius,
tirpalas B ir C (7 — 14) — 12 ménesiy nuo paruo§imo datos. Tirpalus iSautoklavavus jy naudojimo
laikas yra neribotas. Paruo$tos maitinamosios terpés pH turi buti 6,7 = 0,3, jei pH neatitinka

nustatyty normy, tuomet terpés gamintos is naujo [30].

2.3 Autoklavas

Autoklavas — sléginis prietaisas, skirtas medziagoms ir jrankiams Sterilizuoti,
kaitinant tirpalus vir§ jy virimo temperatiiros. Sterilizacija garais — tai yra mikroorganizmy
sunaikinimas Siluma, naudojant drégmes (gary), laiko ir temperattros derinj. Tai metaliniai indai

su izoliuotomis durimis arba dangéiu, kurios auks$ta temperatira pasiekiama gary ir slégio
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pagalba, vandeniui verdant susidar¢ garai neiSeina, o susitelke uzdaroje ertméje didina slégj.
Siame darbe autoklavas yra naudotas mitybiniy terpiy paruo$imui, kurio techniniai duomenys
pateikti 2.2 lenteléje.

2.2. lentelé. Certoclav techniniai duomenys

Pavadinimas Certoclav EL 12l
Tiiris 12 litry

140 °C — 2,7 bar

125 °C - 1,4 bar

121 °C—1,2 bar

115°C -0,7 bar

Temperatiira / sleégis

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

Visg autoklavo ciklg sudaro: Sildymo laikas, slégio susidarymas (kuris trunka
apytiksliai 3 min.), sterilizacija (tgsiasi 15 — 20 min.), ir atvésinimo trukmé, kuri priklauso nuo
autoklavuojamos medziagos. Kieti instrumentai gali buti iSimti iSkart po slégio sumazéjimo,
stiklas 80 °C temperatiiroje mazdaug po 30 min, skys¢iai 70°C temperatiiroje mazdaug po 40
min. Paruo$tos mitybinés terpés autoklavuojamos 2,7 bar 140°C temperatiroje 30 min. Po

autoklavavimo terpés padedamos laminare atvésinimui.

2.4 Laminaras

Darbe naudotas TELSTAR BV-100 vertikalaus oro srauto laminaras, kurio
charakteristikos pateiktos 2.3 lentel¢je. Laminare oras pu¢iamas per auksto efektingumo HEPA
(High-Efficiency Particulate Air) filtrus. Orui pragjus per HEPA filtrus susidaro laminarinis
srautas, kuris nusodina ore tvyrancias daleles, bakterijas ir kt., o nusodintos dalelés pasalinamos
1§ darbinés aplinkos per stalvir§yje esancias ertmes. Jprastai laminarai gaminami i§ neriidijancio
plieno be jokiy tarpy ir suvirinimo sitily, kad nebuty sudarytos salygos kauptis bakterijoms,
virusams ir buty patogu iSvalyti bei dezinfekuoti darbo vieta darbo pabaigoje. Taigi laminaras
uztikrina patikimg darbo apsaugg nuo mikroorganizmy ir oro terSaly ir sukuria tinkamas salygas
darbui su biologiniais méginiais, lasteliy ir audiniy kultiromis. Laminarinése traukos spintose
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Jprastai montuojamos UV lempos, kurios jjungiamos 15 min laminaro sterilizavimui prie$ darba.
Naudojant 70 % etanolj yra kruopsc¢iai nuvalomi visi laminare esantys instrumentai.
IS autoklavo iSimtos paruoStos mitybinés terpés patalpintos laminare atveésti.

Atvésusios terpés iSpilstomos j foto — bioreaktorius.

2.3. lentelé. Laminaro techniniai duomenys

Laminaro BV-100 Vienetai Duomenys
charakteristikos
ISoriniai matmentys IXPXA 1565x845x1290
Vidiniai matmenys IXPXA 1535x670x700
Oro debitas / Greitis m>/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 %
IScentrinis didelio
Ventiliatoriai efektyvumo su greicio
reguliatoriumi
Maitinimas 220V — 50 Hz

2.5 Chlorella vulgaris dumbliy auginimas

2.5.1 Skirtingas tiekiamo oro srautas

Tyrimui atlikti naudota jranga pavaizduota 2.1 paveiksle. ] tris skirtingas 1 | kolbas supiltos
maitinamosios terpés (kurioje yra 0,5 g/l NaNO3; koncentracija) ir po 5 ml Chlorella vulgaris
dumbliy koncentrato. Naudojantis oro pompomis akvariumui “MOUSE 17 1,3 l/min ir
“JENECA®™” 4,2 1/min j kolbas per 0,22 pm $virkstinius filtrus tiektos skirtingas oro srautas (0,2
I/min; 0,48 I/min; 0,8 I/min). Tyrimas vykdytas 9 savaites, kuriy metu lygintas dumbliy augimo
intensyvumas ir nustatytas teorinis sausos zaliavos kiekis, po to dumbliy terpé centrifuguota ir
gauta biomasé yra dziovinta 21 °C temperatiroje. IS dziovintos medziagos atlikti lipidy ir

bioaktyviyjy medziagy tyrimai.
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2.1 pav. Chlorella vulgaris dumbliy auginimo aparatiira (1 | kolbose)

2.5.2 Skirtinga mitybinés terpés sudétis

Auginimo eksperimentas buvo vykdytas 200 ml kolbose (Zr. 2.2 pav.), patalpintose
inkubatoriuje ~ 21 °C temperatiiroje apS$vieCiant liuminisencinémis lempomis TUNGSRAM
18W 24V 20x50. Mitybinés terpés, su skirtingomis NaNO3 koncentracijomis (0,25 g/l; 0,5 g/l; 1
g/l), ir 10 ml Chlorella vulgaris dumbliy koncentratu, supiltos j auginimo kolbas. Per 0,22 pm
Svirkstinius filtrus su ,,MOUSE 1 1,3 I/min“ akvariumui skirta pompa tiektos vienodas oro
srautas ~ 0,16 I/min. Dumbliy auginimo tyrimas vykdytas 4 savaites, po to dumbliy terpé yra
centrifuguota ir gauta biomasé yra dziovinta 21 °C temperattiroje. Po to i§ dziovintos biomasés

atliekami bioaktyviy medziagy ir aliejy kiekio tyrimai [31].

2.2 pav. Chlorella vulgaris dumbliy auginimo aparatiira (200 ml kolbose)
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2.6 Sviesos sugerties matavimas

Sviesos sugerties matavimas naudotas nustatant dumbliy auginimo intensyvuma. Tyrimui
atlikti naudotas spektrofotomentras. Tiriamasis méginys analizuotas kiekvieng tyrimo savaite.
Paimtas méginys skiestas su maitinamaja terpe santykiu 1:10 ir su spektrofotometru matuota

Sviesos sugertis prie 440 nm bangos ilgio.

2.6.1 Sausos zaliavos kiekio nustatymas

Sausos dumbliy zaliavos kiekio tyrimas paremtas Sviesos sugerties (658 nm) matavimu
naudojant spektrofotometrg. Tarp sausos zaliavos masés ir $viesos sugerties esanti tiesiné
priklausomybé (koreliacijos koeficientas lygus 0,9962) leidzia apskaiiuoti teorinj iSdziovinty

Chlorella vulgaris rusies dumbliy mas¢ (g/1) pagal formule [32]:
Sausos zaliavos masé (%) =0,4818 Assg; R? = 10,9962 (1)

Cia: Agsg— Sviesos sugertis prie 568 nm bangos ilgio;

2.7 Nusodinimas ir dZiovinimas

Baigus Chlorella vulgaris auginimo tyrimg, dumbliai su maitinamaje terpe i$pilstyti j 50 ml
talpos mégintuvélius. Méginiai centrifuguoti 9000 aps/min 10 minuéiy. Po centrifugavimo
virSutinis maitinamosios terpés sluoksnis iSpiltas ir paliktas tik apatinis dumbliy sluoksnis.

Dumbliai dZiovinti 21 °C temperatiroje.

2.8 Chlorofilo a ir b bei karotinoidy jvertinimas

Chlorofilo a ir b bei karotinoidy nustatymas augaly audiniuose paremtas optinio

tankio nustatymu spektrofotometru esant bangos ilgiams:

e Chlorofilui a (662 nm);
e Chlorofilui b (644 nm);

o Karotinoidams (441 nm).

Chlorofilo a ir b kiekio nustatymui 1 g isdziovinty Chlorella vulgaris dumbliy
susmulkinami grastuvélyje. Ipilta 15 ml 50 % C,HsOH, sumaiSoma iki vientisos masés ir
filtruojama. Pigmenty i8skyrimas vykdytas etanoliu, tol kol filtratas prasvieséja. Nufiltruoto
ekstrakto taris (30—40 ml) iSmatuoti cilindru. Véliau ekstraktai praskiesti etanoliu tol, kol §viesos

sugertis praskiesty tirpaly buty nuo 0,1 A iki 0,8 A. Filtratas supiltas | matavimo kiuveteg ir
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matavimai atliekti spektofotometru esant 662 nm (chlorofilo a), 644 nm (chlorofilo b) ir 441 nm

(karotinoidams) bangy ilgiams [33].

Pigmenty koncentracija (mg I™) apskai¢iuota pagal formules:

Chlorofilo a koncentracija (mg/1™):

Ca = 9,784 - Dggz — 0,99  Dgya; @
Chlorofilo b koncentracija (mg/I™):

Cp = 21,426 - Dg4q — 4,65 * Dgg2; @)
C,+Cp = 5134 Dggp + 20,436 - Dgyy: )

Karotinoidy koncentracija (mg/I™):
Crarotinoidai = 4,695 * Dasy — 0,268 - (Ca + Cp); ®)

Pigmenty kiekis mg/100g apskaiciuotas:

y = CVVz-100 (6)
n-V; -1000

Cia: C — pigmenty koncentracija, mg/l (pvz., 2,895);
V — pradinis ekstrakto tiiris, ml (pvz., 83 ml);
V1 — pradinis ekstrakto turis, ml, paimtas praskiedimui (pvz., 1 ml);
V,— praskiesto ekstrakto ttiris, ml (pvz., 25 ml);

n — dumblio masé g (pvz., 5 g).

2.9 Antioksidacinis aktyvumas pries DPPH

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

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

2.3. pav. Radikalo DPPH redukcijos reakcija su antioksidantu

Fenoliniams junginiam budingas antioksidacinis aktyvumas dél jy geb¢jimo iSaktyvinti
laisvuosius radikalus. Reakcijos metu (Zr. 2.3 pav.) antioksidantas atiduoda vandenilj ir taip

iSaktyvina laisvuosiu radikalus ir jie tampa stabiliais DPPH — H tipo junginiais [34].
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Ant 1 g susmulkinty Chlorella vulgaris dubliy zaliavos uzpilta 10 ml metanolio ir
homogenizuota 10 min. Homogenatas centrifuguotas 9000 aps/min 10 minuéiy ir supernatantas
surinktas.

Meégintuvélio turinys sumaiSytas ir po 15 minuciy laikymo tamsoje pamatuotas tirpalo
Sviesos sugertis esant 515 nm bangos ilgiui.

Palyginamasis tirpalas ruosStas j mégintuvelj jpilant 0,077 ml metanolio ir 3 ml DPPH
etaloninio tirpalo. Etaloninis DPPH tirpalas ruostas 0,0024 g DPPH radikalo tirpinant
metanolyje 100 ml talpos matavimo kolbutéje.

Chlorella vulgaris dumbliy antioksidanty kiekis apskai¢iuotas pagal 7 formule:

% slopinimas = =44 . 100 )
B

Cia: Ag — palyginamojo tirpalo absorbcijos dydis;

Ana — tiriamojo tirpalo absorbcijos dydis.

2.10 Bendras fenoliy ir taniny nustatymas Folino — Kiokalto metodu

Tanino rugsties tipralas (0,1 mg/ml) paruoSiamas istirpinant 25 mg tanino ragsties 25 ml
distiliuotame vandenyje (25 ml) ir tada praskiedziama 1:10 distiliuotu vandeniu (visada naudotas
naujai paruostas reagentas).

Darbo eiga:

0,05 g sausa, susmulkinta dumbliy Zaliava suberta j 25 ml tario stikling; 10 ml vandeninio
acetono (70 %) yra pridéta j stikline ir maiSyta kratytuve 20 min kambario temperatiiroje. Kolbos
turinys perpiltas j centrifuginj mégintuvélj ir centrifuguota 10 min 9000 aps./min, —4°C
temperatiiroje. Supernatantas surinktas ir laikytas ant ledo [35].

Kalibravimo kreives parengimas. Imama 0; 10; 20; 30; 40; 50; 60; 70; 80; 90; 100 ul

standartinio tanino rugsties tirpalo ] 5 ml mégintuvélius. Tada pridedama distiliuoto vandens, kad
kiekis mégintuvéliuose bty 500 pl. I §j tirpala pridéti 250 pl Folino — Kiokalto reagento ir 1,25
ml natrio karbonato tirpalo (galutinis taris turi baiti 2 ml, o koncentracija nuo 0 iki 10 pg).
SumaiSomas turinys ir inkubuota kambario temperatiiroje tamsoje. Po 40 min iSmatuoti
absorbcijg pries tus¢ia méginj.

Bendras fenoliniy junginiy kiekio nustatymas. Imama paruoSto ekstrakto ir praskiesta

vandeniu iki 500 pl. Pridéta j jj 250 ul Folino — Kiokalto reagemto, o tada jpilta 1,250 ml natrio
karbonato tirpalo. SumaiSoma ir matuota absorbcija tirpalo, esant 725 nm po 40 min laikymo
tamsoje. Apskaiciuoti bendrg fenoliy kiekj pagal tanino rugst] (pagal kalibravimo kreive).

Bendras taniny nustatymas. Pasverti 100 mg PVPP mégintuvélyje. Pridéti 1 ml distiliuoto

vandens ir pavyzdzio ekstrakto. Maisyta ir laikyta mégintuvélyje 4°C 15min., maisyta ir
centrifuguota 9000 aps./min 10 min. Surenktas supernatantas turi tik paprastus fenolius.
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Bendras fenoliy kickis mg/100 mg apskaiciuotas pagal 8 formule:

XK= ®
Cia: a — tanino rugsties koncentracija i§ kalibravimo kreivés, mg;

V — pradinis ekstrakto tairis, ml;

V1 — pradinis ekstrakto ttiris, ml, paimtas praskiedimui;

N — dubliy masé, mg.

Netanininiai fenoliai mg/100mg apskaiciuojami pagal 9 formule:
a-v-v,-100 )

X =

nvy
Cia: a — tanino riigsties koncentracija i§ kalibravimo kreivés, mg;
V — pradinis ekstrakto tiiris, ml;
V1 — pradinis ekstrakto tuiris, ml, paimtas praskiedimui;
V, — praskiesto ekstrakto tiiris, ml;

n — dubliy mase, mg.

Taninai (mg/100 mg) = bendras fenoliniy kiekis (mg/100 mg) — netaniniai fenoliai (mg/100
mg)

2.11 Baltymuy ekstrakcija i§ Chlorella vulgaris dumbliy

Baltymy kiekio nustatymas remiasi Bradfordo metodu. Metodas pagristas specifine baltymy
sgveika su Kumasi briliantiniu méliu (Coomassie brilliant blue R250) ir susidariusios komplekso
koncentracijos matavimu spektrofotometriskai esant 595 nm bangos ilgiui [36].
Augaliné medziaga uzpilta buferiniais tirpalais ir maiSyta vieng valanda bei po to
nucentrifuguota 9000 aps./min 20 min esant —4 °C. Baltymy kiekis apskaiciuotas i§ kalibravimo
kreivés, kuri sudaryta pagal albumino tirpalo 1 mg/ml koncentracijas.
Baltymy ekstrakcijai naudojami buferiai:
1) 0,1 M Glicinas — HCI pH=2,6.
2) 0,1 M Natrio acetatas pH=4,0;
0,1 M CH3;COOH;
0,1 M Natrio acetatas.

3) 0,1 M Natrio acetatas pH=6,0;
0,1 M CH3;COOH;
0,1 M Natrio acetatas.

4) 0,1 M Tris — HCI pH=8,0;
100 ml 0,1 Trisir 0,1 M HCI.
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5) 0,1 M Natrio boratas pH=10;
Visi turi 0,15 M NacCl.

Kiekvieno buferinio tirpalo imta po 2 ml, po centrifugavimo paimti 100 ul ekstrakto, pridéti
Bradfordo reagento (2 ml). Po 2 minuciy matuota $viesos sugertis. Bendras baltymy kickis X

(mg/100 mg) apskai¢iuotas pagal (10) formulg:

X = a'V-100 (10)

n-V1

Cia: a — baltymo koncentracija i§ kalibravimo kreivés, mg;
V — pradinis ekstrakto tiiris, ml;
V1 — pradinis ekstrakto tiiris, ml, paimtas praskiedimui;

n — dubliy masé, mg.

2.12 Visuminio, anglies, vandenilio, azoto, sieros ir deguonies kiekio

nustatymas

Bandymo salygos
Bandymo metu turi bti tenkinamos $ios salygos:
— aplinkos temperatiira 15 — 35 °C;
— santykinis oro drégnumas 30 — 85 %;
— atmosferos slégis 86 — 106 kPa;
— pagrindas po jranga turi buti tvirtas, stabilus ir horizontalus;
— Jranga neturi buti veikiama vibracijos ir smiigiy;
— Jranga neturi buti veikiama tiesioginiy saulés spinduliy, stipriy skersvejy bei dideliy
temperatliros svyravimy.

Dumbliy visuminio anglies, vandenilio, azoto, sieros ir deguonies kiekio nustatymas
atliktas automatizuotu elementy analizatoriumi Flash 2000. Dumbliy méginys, elektroninémis
svarstyklémis XP6, pasveriamas alavo ar sidabro taroje. Pasvertas bandinys détas j pagrindinj
elementy analizatoriy Flash 2000 ir sudegintas ypa¢ oksiduojancioje aplinkoje esant 1800 °C
temperatiiros. Nustatinéjant deguonies kiekj, éminys iSskaidomas pirolizés biidu. Po degimo
ar pirolizés proceso susidares dujy miSinys patenka j chromatografing kolonélg, kurioje
komponentai iSskirstomi ir patenka j Siluminio laidumo detektoriy. Pagal detektoriaus signalus
programiné jranga Eager Xperience nustato anglies, vandenilio, azoto, sieros ir deguonies
elementy kiekj bandinyje masés dalies procentais.

Visuminio anglies, vandenilio, azoto, sieros ir deguonies kiekio skai¢iavimai
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Sauso méginio visuminiai anglies, vandenilio, azoto, sieros ir deguonies Kiekiai

apskaiciuoti pagal 11 — 15 formules [37]:

100

cC,=C...——— %; 11
d a4 " 100 = M 0 (11)
Hy = Hy - My 100 , %; (12)
8937 ) 100— M,
N, =N, 00 o (13)
100- M,
SHEN '—100 , %; (14)
100- M,
Oy =[Oy — My ].__100 » %0; (15)
1126 ) 100-M,,

Cia: C,,,H.,,N_,,S O,, — analizatoriumi nustatyti elementy kiekiai, %;

ad?' " 'ad? "Vad!'“ad’

M., — bendrosios analizés méginio drégme, %.

2.12.1 Baltymy, angliavandeniy ir lipidy kiekis Chlorella vulgaris dumbliuose

IS visuminio anglies, vandenilio, azoto, deguonies, peleny kiekio galima zZymiai lengviau
suskaiCiuoti baltymy, angliavandeniy ir lipidy kiekius lyginant su tradiciniais analizavimo
metodais. Akivaizdu, kad dumbliai, vykstant junginiy sintezei, turi pasisavinti didelj kiekj
deguonies i§ anglies dvideginio (CO,) ir vandens (H20O). Cheminiu pozitiriu, tai redukcijos
procesas, kurio metu sunaudota energija yra fiksuojama sintezés metu susidariusiuose
junginiuose. Anglies redukcijos laipsnis (R verté) susijes su vandenilio ir deguonies kiekiais
organiniuose junginiuose. Zinoma, kad oksidacijos ir redukcijos procesai yra priesingi vienas
kitam, todél daugiausiai oksiduotas anglies junginys (anglies dioksidas) gali tik redukuotis iki
kitos anglies formos. Metanas — labiausiai redukuotas anglies junginys, jis turi didZiausig anglies
redukcijos laipsnj R = 100, anglies dioksido — R=0 [38].

R verté organiniuose junginiuose gali biiti apskai¢iuojama ir matuojant junginio
oksidacijos laipsnj, konvertuojant anglj i anglies dioksida ir vandenilj j vandenj. Nes energijos
kiekis, kuris i$siskiria degimo metu, lygus energijai, kuri buty reikalinga redukuoti iki to pacio
junginio. R verté dumbliuose apskaiCiuojama zinant visuminj anglies, vandenilio, azoto ir
deguonies kiekj.

ISreiksSta bendra formulé R vertei apskaiciuoti:
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[(C% -2,664)+(H % -7,936)—0 %]-100 (16)

R =
398,9

Siera ir fosforas taip pat jeina | dumbliy sudétj ir turi jtakos redukcinei vertei.
Taciau jy kiekis zaliavoje labai mazas, todé¢l jy kiekiai R vertei nereikSmingi (jei aptinkama
zaliavoje 1 % sieros, tai R verté pakinta per 0,4).

Apskaiciavus redukcine verte ir turint visuminio anglies, vandenilio, azoto,
deguonies kiekius, galime apskaiCiuoti baltymy (B), angliavandeniy (A) ir lipidy (L) kiekius

18dziovintoje zaliavoje pagal lygtis:

(A% -28) + (B% -42) + (L% 67,5) = R - 100 17)
A% +B%+L% = 100 (18)
N %" 6,25 = B % (19)

Cia: R — Redukciné verté;
A — angliavandeniy kiekis sausoje Zaliavoje, %;
B — Baltymuy kiekis sausoje Zaliavoje, %;
L — Lipidy kiekis sausoje zaliavoje, %;

N — Azoto kiekis sausoje zaliavoje, %.
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3. Rezultatai

3.1 Tiriamoji medzZiaga

Magistrinio darbo tyrimai atlikti Kauno technologijos universitete, Cheminés technologijos
fakulteto Biotechnologijos laboratorijoje.

Tiriamoji medziaga: Chlorella vulgaris rasies dumbliai gauti i§ Vilniaus universiteto.
Siekiant nustatyti efektyviausias dumbliy auginimo salygas buvo atliktas tyrimas, naudojant

skirtingus tiekiamo oro srautus ir nitraty kiekius maitinamoje terpéje.

3.2 Skirtingas tiekiamo oro srautas j mitybine terpe

Skirtingas tiekiamo oro srauto tyrimas atliktas naudojantis 2.5.1 metodika. Pastebéjus, kad 4
tyrimo savait¢ sparciai mazéja Chlorella vulgaris dumbliy teorinis masés prieaugis, nuspresta
maitinamasias terpes papildyti tirpalais: 10 ml tirpalu A, 1 ml tirpalu B ir 0,1 ml tirpalu C
(skaityti 2.2 metodika).

3.2.1 Augimo intensyvumo jvertinimas
Auginimo intensyvumas nustatytas Sviesos sugerties matavimu esant 440 nm bangos ilgio.
Tiriamasis méginys i$ auginimo reaktoriaus paimamas nustatytu laiku. Rezultatai pavaizduoti 3.1

paveiksle.

0.35

o
"™

=

= 3

=] 2
I\

=0 I'min
=02 1/min

0,48 l/min

Sviesos sugertis, A

v

(=
= —_
— M
\
A\

(), 8 1/m110

L 4
L 2
*

=
—_
12
w
=

5 6 7 8 9
Auginimo savaite

3.1. pav. Chlorella vulgaris sviesos sugerties priklausomybé nuo auginimo laiko tiekiant skirtingus oro

srautus j maitinamaja terpe

IS gauty rezultaty (zr. 3.1 pav.) matyti, kad dumbliy auginimo intensyvumas tiesiogiai
priklauso nuo tiekiamo oro srauto j maitinamajg terpe. O didZiausi augimo intensyvumai (0,3078
A, 0,262 A) priklauso tiekiant j sistemg 0,8, 0,48 I/min oro srautus.
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3.2.2 Sausos zaliavos kiekio nustatymas

Sausos dumbliy zaliavos kiekio tyrimas paremtas Sviesos sugerties (658 nm) matavimu
naudojant spektrofotometrg. Koreliacijos koeficientas lygus 0,9962, tai rodo, kad galima
patikimai apskaiciuoti teoring isdziovinty Chlorella vulgaris rusies dumbliy mas¢ augimo metu,

neisdziovinant pacios auginamosios masés. Rezultatai pavaizduoti 3.2 paveiksle.
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3.2. pav. Teoriné isdziovinty Chlorella vulgaris dumbliy biomasé (g), kuri auginta 1 | taryje, skirtingais

auginimo laikotarpiais tiekiant skirtingus oro srautus j maitinamaja terpeg

IS grafiko (zr. 3.2 pav.) matyti, kad didZiausi teoriniai i$dziovinty dumbliy kiekiai (1,331,
1,149 g/l), susidaré, kai j maitinamaja terp¢ buvo tiekiama 0,8, 0,48 I/min oro srautai. Taip pat
netieckiant j auginimo sistemg oro, per 9 auginimo savaites teoriné iSdziovinty dumbliy masé
padidéjo nuo 0,0029 g/l iki 0,059 g/I.
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3.3. pav. Teorinis isdziovinty Chlorella vulgaris dumbliy biomasés prieaugis (g), kuris augintas 1 |

taryje, skirtingais auginimo laikotarpiais tiekiant skirtingus oro srautus j maitinamaja terpg
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IS gauty rezultaty (3.3 pav.) matyti, kad didziausi teoriniai i§dZiovinty dumbliy prieaugio
kiekiai (0,338, 0,282 g/1) susidaré, kai j maitinamaja terp¢ buvo tiekiama 0,8, 0,48 I/min oro
srautai. Taip pat neapripinus auginimo sistemos oru, per 9 auginimo savaites teoriné iSdziovinty
dumbliy masé padidéjo tik 0,0571 g/1. 2 tyrimo savait¢ dumbliy prieaugio mazéjimg sukélé per
mazi maistingy medziagy kiekiai maitinamojoje terpéje, todél 4 auginimo savaite, papildyta

maitinamoji terpé mineraly kiekiais.
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3.4. pav. Teoriné (Matuojant Sviesos sugertj 9 tyrimo savaite) ir praktiné (po 9 savaiciy auginimo
i8dZiovinta zaliava) Chlorella vulgaris dumbliy biomasé (g), kuri auginta 1 | tiiryje, tiekiant skirtingus oro

srautus j maitinamaja terpe

I§ grafiko (3.4 pav.) matyti, kad teoriné iSdziovinty dumbliy biomasé tiekiant j sistema
skirtingus oro srautus, yra didesné negu praktiné (pvz.: tiekiant 0,8 1/min, teoriné iSeiga lygi
1,331 g/l, o praktiné — 1,189 g/l). Teoriniais skai¢iavimais negalima pasitikéti (paklaidos:
tiekiant 0,8 ml/l — 10,7 %; 0,48 I/min — 5,1 %; 0,2 I/min — 25,%; O I/min — 47,5 %), taiau

teorinius i8dziovinty dumbliy masés poky¢ius galima naudoti proceso stebéjimui ir analizavimui.

3.2.3 Chlorofilo a ir b bei karotinoidy jvertinimas
Chlorofilo a ir b bei karotinoidy kiekiai buvo nustatyti dumbliuose po 9 savai¢iy auginimo,

tiekiant j auginimo reaktoriy skirtingus oro srautus. Rezultatai pavaizduoti 3.5 paveiksle.
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3.5 pav. Dumbliy chlorofilo a ir b bei karotinoidy kiekiy palyginimas tiekiant skritingus oro srautus i

maitinamaja terpg

I§ diagramos (3.5 pav.) duomeny matyti, jog dumbliai pasizymi dideliu chlorofilo a ir b bei
karotinoidy kiekiais, o didziausiu kiekiu (chlorofilas a — 423,22 mg/100 g; chlorofilas b — 153,56
mg/100 g; karotinoidai — 332,467 mg/100 g) pasizymé&jo, kai j maitinamajg terpe buvo tickiama

0,8 I/min oro tiirio srautas.

3.2.4 Antioksidacinis aktyvumas prie§ DPPH jvertinimas

Antioksidantinis poveikis dumbliuose buvo nustatytas pagal 2.9 metodika, o rezultatai

pavaizduoti 3.6 paveiksle.
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3.6. pav. Dumbliy antioksidantinio aktyvumo palyginimas tiekiant skirtingus oro srautus j maitinama;ja
terpe

Pagal diagramos (3.6 pav.) duomenis matyti, kad didziausia antioksidantinj poveikj (8,416

%) turi dumbliai, kurie buvo auginti tiekiant ] maitinamaja terpe 0,8 1/min oro srautg.
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3.2.5 Bendras fenoliy ir taniny jvertinimas Folino — Kiokalto metodu

Bendrajam fenoliniy junginiy ir taniny kiekiui nustatyti buvo pagamintas 0,1 mg/ml tanino
rugsties tirpalas ir sudaryta kalibraciné kreivé, pagal kurig buvo apskaiciuoti fenoliniy junginiy
bei tanininiy junginiy kiekiai. 3.7 paveiksle yra pateikta kalibraciné kreivé, kurios koreliacijos

koeficientas lygus 0,9992. Sis skaiGius labai artimas idealiam Kkoreliacijos koeficientui, todél

galime naudotis kalibracine kreive ir atlikti tolimesnius veiksmus.
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3.7. pav. Kalibraciné kreivé bendram fenoliniy junginiy ir taniny nustatymui

Pasinaudojus kalibracinés kreivés gauta lygtimi, buvo apskaiciuota fenoliniy junginiy ir

taniny kiekiai dumbliuose (3.8 pav.).
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3.8. pav. Dumbliy fenoliniy junginiy ir taniny kiekiy palyginimas tiekiant skirtingus oro srautus j

maitinamajg terpe
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3.8 paveiksle matyti, kad fenoliniy junginiy kiekiai yra didesni nei taniny kiekiai. O
didziausiais fenoliniy junginiy (1,091 mg/100 mg) ir taininy (0,632 mg/100 mg) kiekiais

pasizyméjo dumbliai, kuriems auginti buvo naudojama 0,8 I/min oro srautas.

3.2.6 Baltymuy kiekio jvertinimas

Baltymy nustatymui naudojama kalibraciné kreivé, jai gauti buvo naudojamas standartinis
albumino tirpalas, kur albumino kiekis tirpale buvo nuo 0 iki 1 mg/ml. Sudarytos kalibracinés
kreivés koreliacijos koeficientas lygus 0,9992, tai reiskia, kad kalibraciniai tirpalai buvo paruosti

teisingai ir kreive galima pasikliauti tolimesnéms baltymy analizéms (3.9 pav).
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3.9. pav. Kalibraciné kreive baltymy kiekiui nustatyti
D e . . . . . (y+0,0018) . .
Baltymy kiekiai buvo apskaiciuoti naudojant kalibracinés kreivés lygtj x = “aas T gauti

tiksllis rezultatai pateikti sekancioje diagramoje (3.10 pav.).
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3.10. pav. Dumbliy baltymy kiekiy palyginimas tiekiant skritingus oro srautus j maitinamajg terpe
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Nustacius dumbliuose esancius baltymy kiekius, pagal diagramos duomenis (zr. 3.10 pav.)

galime daryti iSvada, jog didziausiu baltymy kiekiu (20,5 %) pasizyméjo dumbliai, kuriems

auginti buvo naudojama 0,8 I/min oro srautas.

3.2.7 Visuminio anglies, vandenilio, azoto, sieros ir deguonies kiekiy nustatymo

dumbliuose rezultatai

Po 9 savaiciy auginimo Chlorella vulgaris dumbliy terpés (j kurias tiekiamas skirtingas oro

srautas) buvo centrifuguojamos ir dziovinamos 21 °C temperatiiroje. Sausa masé buvo

susmulkinta ir naudojantis Flash 2000 analizatoriumi ir programine jranga Eager Xperience buvo

nustatyti anglies, vandenilio, azoto, sieros ir deguonies elementy kiekiai bandinyje masés dalies

procentais. Rezultatai pateikti 3.1 lenteléje.

3.1. lentelé. Visuminiai anglies, vandenilio, azoto, sieros ir deguonies kiekiai tiekiant j maitinamaja terpg

skirtingus oro srautus

Oro tiirio srautas, I/min

0 0,2 0,48 0,8
Cheminis elementas

7,597 2,523 2,572 3,014
Azotas (N) 7,510 2,436 2,554 3,523
7,551 2,481 2,552 3,255
Vidurkis 7,553 2,480 2,560 3,264
47,274 51,556 53,308 54,641
Anglis (C) 47,478 51,658 52,997 55,684
47,346 51,602 53,144 54,264
Vidurkis 47,366 51,605 53,149 54,863
6,967 7,876 8,112 8,002
Vandenilis (H) 7,001 7,939 8,114 7,956
6,975 7,906 8,104 7,897
Vidurkis 6,981 7,907 8,110 7,952
0,571 0,173 0,145 0,123
Siera (S) 0,572 0,125 0,144 0,248
0,571 0,149 0,145 0,185
Vidurkis 0,571 0,149 0,145 0,185
37,591 37,872 35,863 34,220
Deguonis (O) 37,438 37,842 36,192 32,589
37,557 37,862 36,055 34,400
Vidurkis 37,529 37,859 36,037 33,736
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3.2.8 Baltymuy, angliavandeniy ir lipidu kiekis Chlorella vulgaris dumbliuose

I$ visuminio anglies, vandenilio, azoto, deguonies kiekio galima apskaiciuoti baltymy,
angliavandeniy ir lipidy kiekius. Pirmiausiai yra apskai¢iuojama redukciné reikSme (R reikSme)
naudojantis 16 formule. Pagal 2.12.1 metodika, sieros kiekis Chlorella vulgaris dumbliuose yra

nereik§mingas, todél skai¢iavimuose jo nenaudosime. Rezultatai pateikti 3.2 lenteléje.

3.2. lentelé. Dumbliy, kuriems auginti buvo naudojamas skirtingas oro srautas, redukciné reik§mé

Oro tirio srautas, I/min 0 0,2 0,48 0,8
R reikSmeé 36,11 | 40,70 | 42,60 44,00

Apskaiciavus redukcing vert¢ ir Zinant azoto kiekj, galime apskaiciuoti baltymy (B),

angliavandeniy (A) ir lipidy (L) kiekius iSdZiovintoje zaliavoje pagal 2.12.2 metodika.
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3.11. pav. Baltymuy, lipidy, angliavandeniy kiekiy dumbliuose palyginimas tiekiant skritingus oro srautus
] maitinamajg terpe

I§ diagramos (3.11 pav.) matyti, kad didéjant tickiamo oro srautui, baltymy ir lipidy kiekiai
did¢ja, o angliavandeniy kiekiai mazéja (neatsizvelgiama j dumblius, kurie buvo auginami
netiekiant oro srauto, nes masés pricaugis tesieké 0,0517 g/1). Didziausi baltymy (20,40 %) ir
lipidy (33,28 %) kiekiai susidaré¢, naudojant 0,8 1/min oro srautg. O didZiausi angliavandeniy
(57,83 %) kiekiai — 0,2 1/min oro srauta.
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3.3 Skirtinga NaNO; koncentracija maitinamojoje terpéje

Sio tyrimo metu Zalieji dumbliai buvo auginti 4 savaites, 200 ml kolbose, j jas tiekiant ~0,16
1/min oro srautg ir naudojant skirtingas NaNO3 koncentracijas (0,25, 0,5, 1 g/lI) maitinamojoje
terpéje. Pastebéjus, kad 2 tyrimo savaite, sparciai mazéja Chlorella vulgaris dumbliy teorinis
sausos biomasés prieaugis, nusprgsta visas auginimo terpes papildyti atitinkamais paruosty
mitybiniy terpiy tirpalais: 10 ml tirpalu A, 1 ml tirpalu B ir 0,1 ml tirpalu C (skaityti 2.2
metodika).

3.3.1 Sausos zaliavos kiekio nustatymas

Sausos dumbliy Zzaliavos kiekio nustatymas vykdyta pagal 2.6.1 metodiks. Koreliacijos
koeficientas lygus 0,9962, rodo, kad galima patikimai apskai¢iuoti teoring iSdziovinty Chlorella
vulgaris rasies dumbliy mas¢ augimo metu, neiSdziovinant pacios auginamosios masés.

Rezultatai pavaizduoti 3.12 paveiksle.
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3.12. pav. Teorin¢ isdziovinty Chlorella vulgaris dumbliy biomasé (g), kuri auginta 1 | taryje, skirtingais

auginimo laikotarpiais, skirtingose mitybinése terpése

IS grafiko (3.12 pav.) matyti, kad didZiausi teoriniai iSdziovinty dumbliy kiekiai (3,922,
2,800 g/l) susidaré, kai maitinamojoje terpéje buvo 1, 0,5 g/l NaNO3 koncentracija.
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3.13. pav. Teorinis isdziovinty Chlorella vulgaris dumbliy biomasés prieaugis (g), kuris augintas 1 |

turyje, skirtingais auginimo laikotarpiais, skirtingose mitybinése terpése

IS gauty rezultaty (3.13 pav.) matyti, kad didziausi teoriniai i§dziovinty dumbliy prieaugio
kiekiai (0,932, 0,516 g¢/l) susidaré, kai maitinamojoje terpéje buvo 1, 0,5 g/l NaNOs3
koncentracija. 1 ir 3 tyrimo savait¢ sausos biomasés pricaugio mazéjimag Sukélé per mazi
mineraliniy medziagy kiekiai maitinamojoje terpéje, todél 2 auginimo savaite maitinamoji terpé

buvo papildyta mineraly kiekiais.
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3.14. pav.Teoriné (matuojant §viesos sugertj 4 tyrimo savaite) ir praktiné (po 4 savaiciy auginimo
iSdziovinta zaliava) Chlorella vulgaris dumbliy biomasé (g), kuri auginta 1 | taryje, naudojant skirtingas

NaNO; koncentracijas maitinamojoje terpéje

I§ grafiko (3.14 pav.) matyti, kad teoriné iSdZiovinty dumbliy biomasé (2,80, 2,14 g/l), kai
buvo naudojama 0,25, 0,5 g/l NaNOj3 koncentracijos maitinamojoje terpéje, yra mazesné negu
praktiné (2,24, 3,45 g/1). O naudojant maitinamojoje terpéje 1 g/l NaNO3 koncentracija, teorine

iSeiga (3,92 g/l) gavome didesne, nei prakting (3,64 g/l). Teoriniais skaiiavimais negalima
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pasitikéti (paklaidos: naudojant 0,25 g/l NaNOs — 4,51 %, 0,5 g/l — 19,08 %, 1 g/l — 7,19 %),

ta¢iau teorinius dumbliy masés pokycius galima naudoti proceso stebéjimui ir analizavimui.

3.3.2 Chlorofilo a ir b bei karotinoidy jvertinimas
Chlorofilo a ir b bei karotinoidy kiekiai buvo nustatyti dumbliuose po 4 tyrimo savaiciy
naudojant skirtingas NaNOj3 koncentracijas maitinamojoje terpéje. Rezultatai pavaizduoti 3.15

paveiksle.
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3.15. pav. Dumbliy chlorofilo a ir b bei karotinoidy kiekiy palyginimas naudojant skirtingas NaNOs

koncentracijas mitybinéje terpéje

I8 diagramos (zr. 3.15 pav.) duomeny matyti, jog dumbliai pasizyméjo dideliais chlorofilo a
ir b bei karotinoidy kiekiais, o didziausiu kiekiu (chlorofilas a — 390,52 mg/ 100g; chlorofilas b —
151,46 mg/100 g; karotinoidai — 234,30 mg/100 g) pasizyméjo, kai maitinamojoje terpéje buvo 1
o/l NaNOs koncentracija.

3.3.3 Antioksidacinis aktyvumas pries DPPH jvertinimas

Antioksidantinis poveikis dumbliuose buvo nustatytas pagal 2.9 metodika, o0 rezultatai

pavaizduoti 3.16 paveiksle.
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3.16. pav. Dumbliy antioksidantinio aktyvumo palyginimas naudojant skirtingas NaNO3 koncentracijas

maitinamojoje terp¢je
Pagal diagramos (3.16 pav.) duomenis matyti, kad kad didZiausig antioksidantinj poveikj

(3,37 %) turi dumbliai, kurie buvo auginti naudojant 1 g/l NaNO3 koncentracija maitinamojoje

terpéje.

3.3.4 Bendras fenoliniy ir taniny jvertinimas Folino — Kiokalto metodu

Naudojantis kalibracine kreive, kurios patikimumas lygus 0,9992 buvo nustatytas bendras

bendras fenoliniy junginiy kiekis, o rezultatai pavaizduoti 3.17 paveiksle.
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3.17. pav. Dumbliy fenoliniy junginiy ir taniny kiekiy palyginimas naudojant skirtingas NaNO;

koncentracijas maitinamojoje terpéje
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3.17 paveiksle matyti, kad fenoliniy junginiy kiekiai yra didesni nei taniny kiekiai.
Didziausiu fenoliniy junginiy (1,722 mg/100 mg) ir taniny (0,421 mg/100 mg) Kkiekiais

pasizyméjo dumbliai, kurie buvo auginti maitinamojoje terp¢je su 1 g/l NaNO3 koncentracija.

3.3.5 Baltymuy kiekio jvertinimas

Baltymy kiekis Chlorella vulgaris dumbliuose buvo nustatytas pagal 2.11 metodika, 0

rezultatai pavaizduoti 3.18 paveiksle.
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3.18. pav. Baltymy kiekiy palyginimas dumbliuose, naudojant skirtingas NaNO; koncentracijas

maitinamojoje terpéje

Nustacius baltymy kiekius, pagal diagramos duomenis (3.18 pav.) galime daryti i§vada, jog
didziausiu baltymy kiekiu (22,75 %) pasizyméjo dumbliai, auginti maitinamojoje terpéje, esant 1
o/l NaNO3 koncentracijai.

3.3.6 Visuminio anglies, vandenilio, azoto, sieros ir deguonies kiekiy nustatymo
dumbliuose rezultatai

Po 4 savaiciy tyrimo Chlorella vulgaris dumbliy terpés (kuriose buvo skirtingos NaNOj3

koncentracijos) buvo centrifuguojamos ir dziovinamos 21 °C temperatiiroje. Sausa masé buvo

susmulkinta ir naudojantis Flash 2000 analizatoriumi ir programine jranga Eager Xperience buvo

nustatyti anglies, vandenilio, azoto, sieros ir deguonies elementy kiekiai bandinyje masés dalies

procentais. Rezultatai pateikti 3.3 lenteléje.
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3.3. lentelé. Visuminiai anglies, vandenilio, azoto, sieros ir deguonies kiekiai naudojant skirtingas NaNO;

koncentracijas
NaNO; koncentracija
terpéje, g/l
0,25 0,5 1
Cheminis elementas

1,922 3,093 3,642
Azotas (N) 2,076 3,262 3,267
1,989 3,176 3,564
Vidurkis 1,996 3,177 3,491
54,877 51,167 51,087
Anglis (C) 54,444 51,302 51,360
54,653 51,221 52,214
Vidurkis 54,658 51,230 51,554
8,408 7,739 6,985
Vandenilis (H) 8,282 7,580 6,952
8,312 7,747 6,824
Vidurkis 8,334 7,855 6,920
0,453 0,296 0,284
Siera (S) 0,481 0,302 0,332
0,452 0,298 0,308
Vidurkis 0,462 0,299 0,308
34,340 37,605 38,002
Deguonis (O) 34,717 37,254 38,089
34,594 37,458 37,091
Vidurkis 34,550 37,439 37,727

3.3.7 Baltymuy, angliavandeniuy ir lipidy kiekis Chlorella vulgaris dumbliuose

Redukciné reikSme (R reikSme) apskai€iuota naudojantis 16 formulg ir rezultatai pateikti 3.4

lenteléje.

3.4. lentelé. Dumbliy, kuriems auginti buvo naudojamos skirtingos NaNOs koncentracijos, redukcinés

reikSmeés

NaNOj; koncentracija terpéje, g/l | 0,25 | 0,5 1
R reik§mé 44,42 | 40,08 | 38,74

Apskaic¢iavus redukcing verte ir turint azoto kiekj, galime apskaiCiuoti baltymy (B),

angliavandeniy (A) ir lipidy (L) kiekius iSdZiovintoje zaliavoje pagal 2.12.2 metodika.
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3.19. pav. Baltymuy, lipidy, angliavandeniy kiekiy dumbliuose palyginimas, naudojant skirtingas NaNO;

koncentracijas maitinamojoje terpéje

I§ diagramos (3.19 pav.) matyti, kad didéjant NaNOjz koncentracijai, baltymy ir
angliavandeniy kiekiai mazéja, o lipidy — didé¢ja. Naudojant mitybing terpe su 1 g/l NaNO3
koncentracija gauta didziausi baltymy (21,82 %) ir angliavandeniy (58,73 %) kiekiai, 0 didziausi
lipidy kiekiai (37,15 %) gauti naudojant maziausia NaNO3 koncentracija — 0,25 g/l.

48



REKOMENDACIJOS

Gauti rezultatai nusako efektyvias Chlorella vulgaris dumbliy auginimo salygas. Kurios gali
biiti panaudotos auginant pramoniniu badu. Sie dumbliai gali bati naudojami farmaciniy
preparaty, gyviiny pasary ir net biokuro gamybai.

Remiantis atliktais tyrimais, iSanalizuota moksline literatiira, publikacijomis ir Kkitais
Saltiniais galima nubraizyti aliejaus iSskyrimo i§ Chlorella vulgaris dumbliy principing
technologing schema.

Aliejaus i8skyrimo i§ dumbliy principiné technologiné schema pavaizduota 4.1 paveiksle. Jg
sudaran¢iy jrenginiy sarasas su paaiSkinimais pateikti 4.1 lenteléje. Pateikta schema apima
dumbliy biomasés auginimo ir aliejaus i$skyrimo i$ jos etapus.

Pirmiausiai j talpyklg T — 1 yra tickiamas dumbliy koncentratas ir BBM terpé. Talpoje T — 1
uzaugusi biomas¢ rankiniu biidu yra supilama j bioreaktoriy BR — 1 ilgalaikiui bioamsés
auginimui. | bioreaktoriy BR — 1 papildomai iscentriniu siurbliu S — 1 i§ homogenizatoriaus H —
1 yra tieckiama BBM mitybin¢ terpé. Uztikrinant efektyvy dumbliy auginimg j bioreaktoriy BR —
1 oro kompresorius K — 1 per filtra OF — 1 tiekia iSvalyta org. UZauginta biomasé iScentriniu
siurbliu S — 2 yra tiekiama j elektrokoalescencerj EK — 1, kuriame biomasé atskiriama nuo
mitybinés terpés. Panaudota mitybiné terpé iscentriniu siurbliu S — 3 pagal poreikj tiekiama ]
homogenizatoriy H — 1 per voztuvg V — 1 arba per voZtuva V — 2 patenka } tolimesnj valyma.
Naudojantis homogenizatoriumi H — 1 panaudota mitybiné terpé yra maiSoma su naujai paruosta
BBM terpe. IS elektrokoalescencoriaus iSskirta dumbliy suspensija iScentriniu siurbliu S — 4
tickiama j bugninj vakuuminj filtrg BVF — 1, kuriame biomasé yra sukoncentruojama —
pasalinama dalis drégmes, esancioje biomasé¢je. IS BVF — 1 dalinai i8dZiovinta biomasé sraigtiniu
trasporteriu TR — 1 tiekiama juostinj praplovimo trasporterj JPT — 1, i$plaunant likuse mitybing
terpe 1§ dumbliy. Toliau biomasé sraigtiniu trasporteriu T — 2 tiekiama j ekstraktoriy E — 1, 1 kurj
taip pat yra tiekiamas chloroformas. Sioje talpoje dumbliy masé¢ yra sumai§oma su ekstrahentu
chloroformu. Ekstraktoriuje E — 1 virSutinéje rafinato suspensijoje iSekstrahuota dumbliy
biomasé iScentriniu siurbliu S — 6 yra tiekiama | distiliatoriy D — 1, kuriame i$ Zaliavos pasalina
likusj kiekj chloroformo. Chloroformas iScentriniu siurbliu S — 5 per voztuvg V-3 yra grazinamas
1 ekstraktoriy E — 1. Ekstrakto tirpalas (Dumbliy aliejus ir chloroformas) susidares ekstraktoriuje
E — 1 iScentriniu siurbliu S — 7 yra tiekiamas j distiliatoriy D — 2, kuriame vykdomas galutinis
aliejaus iSskyrimas. Distiliacijos metu chloroformas iScentriniu siurbliu S-5 per voztuva V — 4

yra grazinamas ] ekstraktoriy E — 1.
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BBM terpé

Dumbliy koncentratas

OK-1 OF-1

Vanduo

| Biomase 80 g/L

F

<; g BBM Terpe

5-1

Biomasé 4 g/l

ST-2

E-1

¥

—Q Biomase 40 g/L

Salutinis produktas

Dumbliy aliejus
N D-2
D-1 |

7

0.1 pav. Aliejaus isskyrimo principiné technologiné schema i§ Chlorella vulgaris dumbliy
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4.1. Technologinés schemos prietaisy zyméjimai ir pavadinimai

Prietaiso Zyméjimas

Prietaiso pavadinimas

OK-1 Oro kompresorius
OF-1 Oro filtras
T-1 Talpa
BR-1 Bioreaktorius
$-1,5-2,5-3,5S-4,5-5,S IScentriniai siurbliai
-6,S-7
H-1 Homogenizatorius
V-1,V-2,V-3,V-4 Voztuvas
EK-1 Elektrokoalescenceris
BVF -1 Biigninis vakuuminis filtras
ST-1,ST-2 Sraigtinis trasporteris
JPT-1 Juostinis praplovimo trasporteris
E-1 Ekstraktorius
D-1,D-2 Distiliatorius
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ISVADOS

. Jvertinta, kad didziausi sausos biomasés (teoriné — 1,331 g/l, praktiné — 1,189 g/l) ir
bioaktyviy medziagy (chlorofilo a — 423,218 mg/100 g; chlorofilo b — 153,556 mg/100 g;
karotinoidy — 332,467 mg/100g; antioksidantinis aktyvumas — 8,416 %; fenoliniy junginiy —
1,091 mg/100 g;; baltymy — 20,4 %, lipidy — 33,28 %) kiekiai, gaunami tiekiant 0,8 1/min
oro srautg | maitinamajg terpg.

. Nustatyta, kad didziausias angliavandeniy (57,83 %) kiekis buvo gautas, tiekiant 0,2 I/min
oro srautg.

. Ekspermenty rezultatai parodé, kad didziausi sausos biomasés (teoriné — 2,8 g/l ir praktiné —
3,45 g/1) ir bioaktyviy medziagy (chlorofilo a — 390,521 mg/100 g; chlorofilo b — 151,456
mg/100 g; karotinoidy — 234,298 mg/100g; antioksidantinis aktyvumas — 3,366 %; fenoliniy
junginiy — 1,722 mg/100 g; baltymy — 21,82, angliavandeniy 57,83 %) kiekiai gauti
naudojant 1 g/l NaNOjs koncentracija maitinamojoje terpéje.

. Istirta, kad didZiausi lipidy (37,152 %) kiekiai gauti naudojant 0,25 g/l NaNOj3 koncentracija
maitinamojoje terpéje.

. Naudojant 1 g/l NaNOj3 koncentracijg maitinamojoje terpéje gauta 3,64 g/l sausos biomasés
(i8 kurios lipidy kiekiai sudaro 33,28 %), o naudojant 0,25 g/l NaNOj koncentracijg — 2,24
g/1 sausos biomasés (i$ kurios lipidy kiekiai sudaro 37,15 %).

. Siekiant gauti didZiausig aliejy iSeiga nustatyta, kad geriausios auginimo salygos buvo
naudojant 0,25 g/l NaNOj3 koncentracijg maitinamojoje terpéje, nes aliejaus iSeiga 0,83 g/ i$

2,24 g sausos biomases.
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