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KOPSAVILKUMS

Razojot tidenradi no j€lglicerina anaerobaja fermentacija, iegilist atjaunojamu energijas
nes&ju, ka art lietderigi izmanto atkritumproduktu — jélgliceriu.

Saja darba pétita dabisku mikroorganismu asociaciju — ezera dinu sp&ja izmantot
jelglicerinu Gidenraza producésanai, izverteéta 20°C un 37°C temperatiras ietekme, ka ari
salidzinata j€lglicerina un analitiska glicerina ietekme uz tdenraza iznakumu. Ar
masspektrometriju noteikts gazu sastavs. lzmantojot mikrobiologiskas analizes, noteikta
populaciju dinamika un identificétas domingjosas sugas. Novértéta organisko vielu
koncentracija un sastavs ar Skidruma hromatografiju un ar kimiska skabekla patérina
noteikSanu. Noskaidrots, ka visvairak tidenraza tiek iegiits 37°C, domingjot Clostridia klases
bakterijam neatkarigi no glicerina veida.

Saja darba sniegts ari teorctisks ieskats par biotidenraza iegfisanu un izmantotajiem

substratiem, aprakstita jélglicerina fermentacija un to metaboliz&josi mikroorganismi.

Ats€gas vardi: tidenradis, j€lglicerins, ezera dunas, fermentacija.



SUMMARY

Hydrogen production from glycerol by natural microbial communities

By microbiological hydrogen production from crude glycerol not only we obtain
renewable energy carrier, but we also utilize waste product — crude glycerol.

In present study were analyzed the production of hydrogen from crude glycerol by
natural microbial communities — lake sludge at 20°C and 37°C. Effect of crude glycerol and
analytical glycerol on the outcome of hydrogen was compared. Further analysis to determine
the gas composition was made using gas mass spectrometry, population dynamic was
determined and the dominant species were identified using microbiological analysis. Quantity
and composition of organic compounds was estimated with liquid chromatography and
chemical oxygen demand. It was found that most hydrogen was produced at 37°C prevailing
bacteria from class Clostridia regardless of the type of glycerol.

This work also provided a theoretical insight into bio-hydrogen production and used
substrates, crude glycerol fermentation and microorganisms which metabolize glycerol were

described.

Keywords: hydrogen, crude glycerol, lake sludge, fermentation.



IEVADS

Udenradis tiek uzskatits par vienu no videi draudzigim alternativam fosilajiem
energoresursiem. PaSlaik tiek mekleti iespgjami efektivaki, vidi nepiesarnojosi un I&ti
tdenraza iegiiSanas veidi un resursi - viens no tiem ir tdenradi razojoSie mikroorganismi.
Daudzi mikroorganismi ir sp&jigi veikt tumsas fermentaciju anaerobos apstaklos un parveidot
organisko substratu, kur ka blakusprodukts tiek izdalita H, gaze. Sie metabolisma celi ir
izpetiti un to princips ir zinams, tacu limit§josais faktors ir neliela mikroorganismu
produktivitate, kas liedz izmantot Gidenraza gazi plaSos, riipnieciskos apjomos. NepiecieSamas
jaunas un uzlabotas metodes tdenraza iegiiSanai no atjaunojamiem energijas resursiem
(Hallenbeck and Ghosh 2009, Yang et al. 2012).

Petot dazadu faktoru ietekmi uz udenraza iegiisanu fermentacija, visbiezak lieto
mikroorganismu tirkultiiras. Bet visticamak, dazadu kompleksu substratu fermentacijai
izdevigak bitu izmantot dabiskas, jauktas mikroorganismu asociacijas, pieméram, ezera
diinas.

Biodizelis ir alternativa no naftas iegitu degvielu aizstaSanai. No rapSiem razotas
biodegvielas ieguves procesa ka atkritumprodukts rodas glicerins ar piemaisijumiem.
Glicerinu var pievienot biomasai anaerobas fermentacijas reaktoros Udenraza iegiiSanai
(Yazdani et al. 2007). Anaerobas fermentacijas blakusprodukts — digestats var tikt izmantots
lauksaimnieciba ka méslojums (Makadi et al. 2012).

Merkis - pétit dabisku mikroorganismu asociaciju izmantoSanas iesp€jas tdenraZa
iegtiSanai glicerina fermentacijas procesos.

Uzdevumi

1. Novertet ezera diinu tidenraza producéSanas sp€jas 20°C un 37°C temperatiira.

2. Analizét fermentacijas gazu procentualo sastavu, jelglicerina un analitiska glicerina
letekmi uz to.

3. Novertét ezera diinu sp&ju fermentét glicerinu, izmantojot Skidruma hromatografiju un
nosakot kimisko skabekla paterinu.

4. Noteikt populaciju dinamiku p&c FISH, kultivéjamo mikroorganismu kopskaitu un

izolet un identificét doming&josas sugas.

Darbs izstradats LU Biologijas fakultates Mikrobiologijas un biotehnologijas katedra un
LU Cietvielu fizikas institita Udenraza energetikas materialu laboratorija laika posma no

2015. gada novembra l1idz 2017. gada maijam.



1.LITERATURAS APSKATS

1.1.Biouidenraza iegiiSana

Udenradi, kas radies biologisku procesu rezultatda, sauc par biotidenradi. Turklat ta

razoSanai var tikt izmantoti atjaunojamie dabas resursi, pieméram, dazadi biologiski sadalami

atkritumi (Demirbas 2009). Biotidenraza iegiiSanas metozu galvenas grupas (1. tabula): tiesa

biofotolize, netiesa biofotolize, fotofermentacija un tumsas fermentacija (Rai 2016).

Biotdenraza iegiiSanas metodes (Nath, Das 2004).

Biohydrogen production processes (Nath, Das 2004).

1. tabula.

Table 1

Anaerobo procesu
neietekme O,

Biologiskais Mikroorganismi | Prieksrocibas Trakumi
process
Tiesa biofotolize | Zalalges legtst Gidenradi tieSi | NepiecieSama augstas
no saules un tidens intensitates gaisma
Saules energijas O3 negativi ietekmé
izmantoSana ir sistemu
desmitkartiga
salidzinot ar kokiem,
graudaugiem
Netiesa Cianobakterijas Razo H; tiesi no Zemaka fotokimiska
biofotolize tdens efektivitate
Spéja fikset N2 no Gazu sastava ir
atmosfeéras aptuveni 20% O,
O, inhibg nitrogenazi
Fotofermentacija | Fotosintezg&josas Var izmantot plasa Gaismas konversijas
bakterijas spektra gaismas efektivitate ir
energiju loti zema, tikai 1 lidz
Izmanto dazadus 5%
atkritumus, O, ir specigs
pieméram, spirta hidrogenazes
razosanas inhibitors
notekiidenus
Tumsas Anaerobi Razo H; bez gaismas | Relativi zems H;
fermentacija ferment€josas Oglekla avotu iznakums
bakterijas daudzveidiba No gazu maisijuma
Produce vertigus jaatdala CO»
metabolitus

Tiesa biofotolize ir Udenraza ieguSana tiesa gaismas klatbtutné fotosintézes II

kompleksa, kura no tdens tiek atSkeltas skabekla molekulas, bet tdenraza joni

ar



hidrogenazes enzima palidzibu tiek parveidoti stabila H, forma (2H,0—2H,+0,). Sis process
ir biezi sastopams dazadas zalalgés. Riupnieciskaja ieguvé loti svariga nepartraukta gazes
razoSana un ir janodroSina zems skabekla piesatinajums lidz pat 0,1%, jo skabeklim ir
inhibgjosa ietekme uz hidrogenazes enzima aktivitati. V&l nepiecieSama stingra apgaismojama
kontrole un nepartraukta gazu aizvadiSana, lai sasniegtu nepiecieSamo skabekla piesatinajuma
limeni. So apstaklu dé] tie$as biofotolizes izmanto$ana, lai vairuma razotu adenraza gazi, ir
ekonomiski neizdeviga un tehnologiski neefektiva. Zhang et al. (2002) apraksta tiesas
biofotolizes rupniecisku izmantojumu algu audzeéSanai vidé ar sé€ra trikumu. Séra trikums
noved pie organisko savienojumu sintézes apstasanas un inhibé Kalvina ciklu, tapéc visa lieka
gaismas energija tiek izmantota H, producé$ana. Skjanes et al. (2007) apraksta variantu tiesas
biofotolizes rlipnieciskam izmantojumam algu audz€Sanai vidé ar s€ra trukumu. P&c §is
metodes sakotngji alges tiktu audzétas dabiskos apstaklos, kad sasniegts pictickami liels
biomasas daudzums, tas tiktu parvietotas uz vidi ar séra trukumu, kur notiktu aktiva H; sintéze
un savaksana. Sis process teorétiski skiet vienkarss un izdevigs atjaunojama fidenraza ieguves
veids, tacu ir daudzi neizpétiti raditaji, kas ietekmé algu augSanu un produktivitati, lai tiktu
uzsakta plaSa riipnieciska darbiba (Nath, Das 2004, Marquez-Reyes et al. 2015).

Netiesas biofotolizes process atSkiras no tiesas biofotolizes ar to, ka skabekla un Hj
razo$ana ir savstarp@ji atdalitas un nenorit vienlaicigi. Sis process sastav no diviem secigiem
procesiem - vispirms norit fotosintéze, kuras laika elektroni tiek izmantoti CO, reducé$anai,
veidojot organiskus savienojumus, bet péc tam elektroni tiek atgiiti organiska savienojuma
noardiSanas laika un izmantoti tidenraZza producésanai.

6H,0 + 6CO, + gaismas energija — CgH1206 + 60,

CeH1206 + 6H,0 + gaismas energija — 12H, + 6CO,

Dazas zalalges un cianobaktérijas, pieméram, Anabaena variabilis, A. azollae un
Oscillatoria limosa, tidenradi veido netie$as biofotolizes laika. Galvenais trikums $im
biofotolizes veidam ir resursu daudzums, kas nepiecieSams, lai uzsaktu razoSanu (Pilon,
Berberoglu 2014).

TreSais veids — fotofermentacija. Tas ir process, kura laika bakterijas, izmantojot
gaismas energiju, anaerobos apstaklos oksidé organiskus savienojumus, veidojot tidenradi un
oglskabo gazi:

CH3COOH + 2H,0 + gaismas energija — 2CO; + 4H,

Sis process ir sastopams dazadas fotosintez&josas baktérijas, pieméram, Rhodobacter
sphaeroides (Basak, Das 2009). Fotofermentacija Gidenraza produc€Sanu kataliz€ enzims
nitrogenaze (Luque 2011). Saja procesa, at3kiriba no netiesas biofotolizes, tick izmantoti citu
organismu fotosintézes procesa veidotie organiskie savienojumi, par elektronu donoru un
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substratu kalpo dazadas organiskas skabes, ciete un celuloze (Pilon, Berberoglu 2014).
Pamata ir gaismas energijas izmantosana ATP regeneracija un 1adétu elektronu ieguve, kas
reduce ferredoksinu. Péc tam reducétais ferredoksins kopa ar ATP energiju tiek izmantots
kopa ar enzimu nitrogenazi, lai parveidotu iidenraza jonus stabila H2 forma (Hallenbeck et al.
2009). Lielakais pluss Sim razoSanas veidam ir tas, ka substrats tiek pilniba parveidots par Hy
un CO; bez blakusproduktu veidoSanas, tacu, lai nodro$inatu enzima nitrogenazes darbibu, ir
nepiecieSams relativi liels ATP daudzums, kas ir energétiski neizdevigs process (Basak, Das
2009). Sim un iepriek$ apskatitiem biotidenraza ieguves veidiem ir viens kopigs trikums —
produkta iegiiSanai nepiecieSama gaismas intensitates kontrole (Nath, Das 2004).

Ceturtais veids ir tumsas fermentacija. Saja procesa udenradis veidojas anaerobos
apstaklos no oglhidratus saturosa substrata (Levin et al. 2004). Atskiriba no fotofermentacijas,
fidenraza producésanu katalizé enzims hidrogenaze (Luque 2011). S1 fermentacija raksturiga
vairakam baktérijam, pieméram, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli (Martinez-Merino
et al. 2013) un Clostridium butyricum (Lee et al. 2012). Sis fermentacijas lielaka prieksrociba
ir ta, ka ta ir pilniba neatkariga no gaismas klatblitnes un tdenraza razoSana var notikt
nepartraukti. Ka substrats var tikt izmantoti dazadi oglhidrati, ka ari notekiideni un citi
atkritumprodukti, kas veidojas saimnieciska darbiba. Ar $1 procesa palidzibu tie var tikt
parveidoti un izmantoti atjaunojamas energijas radiSana. Tacu §im fermentacijas veidam arf ir
vairaki trikumi, kas ir japarvar, lai iegiitu maksimalo GidenraZa producéSanas apjomu. Tumsas
fermentacijas cela ir iesp&ami relativi mazi Hy iznakumi, ka arT radita gaze nav tirs tidenradis,
bet gazu maisijjums, kas satur lielu daudzumu CO; un citas gazes. Fermentacija rodas
ieveérojams daudzums organisko skabju un/vai spirtu, ko talak var izmantot fotofermentgjosas
bakterijas, lai kopuma iegiitu lielaku Hj iznakumu (Sinha et al. 2015).

Daudzi autori min vél piekto biolidenraza iegtiSanas veidu - apvienotas jeb hibridas
sisttmas. Tumsas reakcijas izveidotie spirti un skabes tiek noarditi lidz CO, un H, ar
fotoferment&josu mikroorganismu palidzibu. Saja procesa tiek audzetas jauktas bakteriju
kultiras ar dazadiem fermentacijas tipiem. Tumsas fermentacijas fakultativi anaerobie
organismi veido mazmolekularas skabes, kuras p&c tam izmanto foto-fermentacijas organismi
metabolisma procesos, kur tiek izdalits CO, un H, (Yokoi et al. 1998, Manish and Banerjee
2007):

1. solis - Tumsas fermentacija C¢H1206 + 2H,0 — 2CH3COOH + 2CO; + 4H,

2. solis - Foto fermentacija 2CH3COOH + 4H,0 — 8H; + 4CO;

Sis veids lauj pilniba izmantot substrata izejvielas un spgj sarazot lidz par 12 mol

tdenraza no vienas glikozes molekulas un paslaik $im veidam ir vislielakas perspektivas, lai



raditu lielus apjomus ekonomiski izdeviga biotidenraza, ka to pieradijusi dazadi eksperimenti

ar jauktam bakteriju kultiram (Kim et al. 2001).

1.2.Substrati biotidenraza iegiiSanai

Udenraza iegiiSanai tumsas fermentacija visbiezak izmanto cukuru saturo$os substratus
- glikoze, ksiloze, saharoze - oglekla un energijas avotus. Monosaharidi fermentgjoSajas
baktérijas tiek skelti Embdena-Meijerhofa-Parnasa glikolizes cela lidz piruvatam. Obligati
anaerobas bakterijas izmanto piruvat-ferredoksina oksidoreduktazi, bet nosaciti anaerobas
bakterijas izmanto formiata hidrogénliazes kompleksu, lai talak sadalitu piruvatu par formiatu
vai veidotu acetil-koenzimu A (Hallenbeck 2005, Hallenbeck and Ghosh 2009).

Fermentacija izmantojot oglhidratus saturoSus atkritumus vai notekiidenus, iesp&jams
lietderigi izmantot nev€lamus atkritumproduktus un iegit H,. Tris lielas fermentacija
izmantojamo atkritumu grupas: lauksaimniecibas atkritumi, lopkopibas atkritumi un partikas
rupniecibas atkritumi un notekiideni (Kapdan and Kargi 2006). Partikas riipniecibas
notekiideni un atkritumi parasti ir bagati ar oglhidratiem, tie ir mikroorganismiem viegli
degrad@jami, tapec tie ir piemé&rots substrats tdenraza iegliSanai anaeroba fermentacija
(Chong et al. 2009). Risu parstrades atkritumi satur lielu oglhidratu, proteinu un lipidu
koncentraciju. Clostridium sp. bakterijas sarazo 346 ml Hy/g risu oglhidratus saturo$a barotné
(Fang et al. 2006).

Van Ginkel et al. (2005) ieguva tidenradi no abolu un kartupelu parstrades atkritumiem.
Sajos eksperimentos biogaze saturéja 60% tidenraza, turklat neveidojas metans. Pievienojot
papildu uzturvielas, tdenraza produkciju izdevas palielinat lidz 0,09 1 Hy/l/h barotnes
(izmantojot abolu parstrades atkritumus) un 0,21 1 Hy/l/h barotnes (izmantojot kartupelu
parstrades atkritumus).

Siera stikalas, kas ir piena parstrades atkritumi, satur aptuveni 5% laktozi, kuru var
izmantot H, fermentacijai. Ferchichi et al. (2005) izmantojot Clostridium sp. baktgrijas ieguva
2,7 mol Hy/mol laktozes. Collet et al. (2004) ari min Clostridium sp. izmanto$anu, konkrétak
Clostridium thermolacticum, no kuras var iegit pat 3 mol Hy/ mol laktozes nepartrauktas
plismas reaktora hemostata.

No partikas produktu razoSanas atkritumiem iegiist lielakus H, iznakumus neka no
lauksaimniecibas atkritumiem, tau problémas rada tas, ka partikas razoSanas atkritumi ir loti
atSkirigi péc to oglhidratu un proteinu sastava un koncentracijas. Dazada sastava

notekiideniem vai atkritumiem ir nepiecieSama atskiriga apstrade un vides apstakli (Kapdan



and Kargi 2006). Lidz ar to butu tehnologiski griiti bioreaktora izmantot no vairakiem
avotiem iegtus atkritumproduktus (Guo et al. 2010).

Lay et al. (2003) eksperimenta rezultati parada, ka salidzinot ar oglhidratiem,
proteiniem un lipidiem bagatus organiskos atkritumus, no oglhidratiem iesp&jams iegut lidz
20 reizu vairak Ho.

Lauksaimniecibas atkritumi, lai arT ir grutak parstradajami un nesasniedz tik lielu
tidenraza ieguvumu un razo$anas atrumu, ir pieejami lielaka vairuma un mazak atSkirigi péc
sava sastava. Sie atkritumi galvenokart sastav no lignocelulozes. Pasaulé ik gadu tiek saraZots
aptuveni 200 miljardu tonnu lignocelulozes atkritumu (Ren et al. 2009). Lai paaugstinatu
sarazota Hp daudzumu no lignocelulozes, ir nepiecieSama substrata priekSapstrade, lai
padaritu So biomasu vieglak degrad€jamu. PriekSapstrades procesi ietver mehanisku
smalcinasanu, apstradi ar skabém vai sarmiem un fizikalu apstradi — ar karstumu, vai

mikrovilniem (Guo et al. 2010).

1.3.Jelglicerina fermentacija

Glicerins (propantriols-1,2,3) ir caurspidigs, bezkrasains, viskozs Skidrums ar saldu
garSu. Tas ir relativi maztoksisks, salidzinot ar citiem daudzvertigajiem spirtiem. Glicerins
daba ir sastopams dzivnieku taukos, taukskabju esteru veida. Glicerinu lieto nitroglicerina un
poliméru iegtSanai. To pievieno Skidrumiem ka antifrizu, ka arT izmanto vina saldinaSanai,
likiera razoSana un parfimérija. Glicerinu iegist ka ziepju razoSanas blakusproduktu, to var
iegiit ar1 sintétiski (Neuman 2013).

Razojot biodegvielu, ka blakusprodukts rodas jelglicerins — neapstradats glicerins ar
piemaisTjumiem. Hansen et al. 2009. gada aprakstija jelglicerina kimisko sastavu, minot, ka
glicerins taja sastada 38 — 96 %. Ka biezakie piemaisijumi min&ti pelni (Iidz 29 %) un
metanols (vidgji 14 %). Citos autoru darbos aprakstits nedaudz atskirigs procentualais sastavs,
piemé&ram, neapstradatam glicerinam no saulespuku ellas razotas biodegvielas raksturigs $ads
sastavs: 30% glicerina, 50% metanola, 13% ziepes, 2% udens, apméram 2-3% sali
(galvenokart natrija un kalija) un 2-3 % citi piemaisijumi (Yang et al. 2012, Tokumoto et al.
2012).

Attistoties biodegvielas raZzoSanai, ir palielinajies jelglicerina daudzums. Yazdani et al.
(2007) min, ka uz katru saraZoto biodizela tonnu ka blakusproduktu iegtst 100 kg glicerina.
Fountoulakis et al. (2009) — sarazojot 9 kg biodizela, rodas aptuveni 1 kg jelglicerina. 2004.
gada no biodegvielas razoSanas visa pasaulé tika iegiits 200 000 tonnu j€lglicerina, tacu 2008.

gada ta daudzums sasniedza 1,3 miljonus tonnu. Tirgl pieprasijums péc j€lglicerina ir
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ievérojami mazaks, neka tas tiek sarazots. Miisdienas j€lglicerins no razoSanas
blakusprodukta ir kluvis par lielapjoma atkritumproduktu un ta utiliz€Sanai tiek mekl&ti
efektivi risinagjumi (Almeida et al. 2012; Clomburg et al. 2012;).

Ta ka jelglicerinu attirit, lai iegiitu medicina, kosmétikas razosana un citas nozares
izmantojamu glicerinu, nav ekonomiski izdevigi, tick mekl&ti citi ta pielietojumi (Sarma et al.
2012). Viens no tadiem ir jélglicerina izmantoSana par substratu mikroorganismiem ar mérki
ieglit vertigus produktus, piemeram, etanolu, 1,3-propandiolu, ka ari bioudenradi
(Raghunandan et al. 2014). Par vienam no produktivakajam/ efektivakajam biotdenraza
ieguvei no jelglicerina tick minétas baktérijas Enterobacter aerogenes, var izmantot arl
Escherichia coli, ka arT Clostridium un citu ginsu parstavjus (Ito et al. 2005).

No biodizela razoSanas atkritumiem, galvenokart no jelglicerina Ito et al. (2005)
ieguva tdenradi un etanolu, izmantojot Enterobacter aerogenes HU-101. Sabourin-Provost et
al. (2009) eksperimentali salidzindja tehniska glicerina un attirita glicerina biokonversijas
rezultatus Gdenraza iegiiSana. Izmantots mikroorganisms Rhodopseudomonas palustris. legati
teicami rezultati — 75% no teor@tiski iesp&jama. Glicerinu metaboliz€ vairakas baktériju
grupas, tacu visbiezak tiek izmantoti Enterobacter aerogenes un Clostridium spp. celmi
(Mangayil et al. 2012).

Atskiritba no aeroba metabolisma, ir salidzino§Si maz mikroorganismu, kas spgj
metabolizét glicerinu anaerobos apstaklos. Tomér anaeroba fermentacija ir ekonomiski
izdevigaks process. Mikroorganismi fermentgjot glicerinu, veido tadus organiskos
savienojumus ka 1,3 - propandiolu, butanolu, skudrskabi, propionskabi, dzintarskabi un
etanolu (YYazdani et al. 2007; Viana et al. 2012) (1. att&ls).

No glicerina fermentacijas cela arT ir sp€jigi veidoties spirti (etanols, butanols), tacu tada
gadijuma tdenraza apjomi, kas izdalas, ir mazaki. Gala produktu formu nosaka tas, kadas
sugas bakterijas veic fermentacijas procesu un kada ir enzimu aktivitate tajas, ka ar1 no citiem
vides faktoriem.

Kopuma skatoties, glicerins ir loti piemérots substrats, ko izmantot lai veiktu plaSu
tdenraza razoSanu. Tas ir viegli pieejams lielos apmeéros, tam ir relativi liels iidenraza atomu
skaits molekula. Baktérijam nav bitiskas problémas reducét to fermentacijas cela lidz

organiskam skabém un Ho.
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I Glicerins I—b 1,3 - propandiols

1.2 - propandiols |4 DITIAP
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1.attels. Glicerina metabolisms anaeroba fermentacija (péc Clomburg et al. 2012).
Figure 1. Main metabolic pathways of glycerol fermentation (adapted from Clomburg et
al. 2012).

Jelglicerina biokonversija ir ne tikai ekonomiski, bet arT energétiski izdevigaka, jo tira
glicerina energija uz vienu kilogramu ir 19 MJ, savukart jelglicerinam tie ir 25,3 MJ,

visticamak, piemaisijumu de] (metanols, biodizela atlikumi). (Sarma et al. 2012).

1.4 Jelglicerinu metabolizéjoSie mikroorganismi

Glicerinu metabolize vairakas bakteériju grupas, tadel biotidenraza raZo$ana no neattirita
glicerina bitu optimals ta izmantoSanas veids. Glicerina tumsas fermentacija nav pielaujama
skabekla klatbtitne. Sp€ja metabolizét glicerinu anaeroba fermentacija piemit S$adiem
mikroorganismiem:  Enterobacter, Clostridium, Bacillus, Klebsiella, Citrobacter,
Lactobacillus, Propionibacterium un Anaerobiospirillum (Yazdani et al. 2007; Markov et al.
2011).

Clostridium butyricum un Enterobacter aerogenes ir vieni no visbiezak pielietotajiem
biotidenraza producentiem, par substratiem izmantojot j€lglicerinu un analitisko glicerinu
(Batista et al. 2014; Pachapur et al. 2016). Clostridium butyricum ir strikti anaerobas,
endosporas veidojosas, Gram-pozitivas niijinveida bakterijas. Mezofilas bakterijas ar optimalo

augsanas temperatiru 10-65°C. C.butyricum pieder Firmicutes tipam, Clostridia klasei,
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Clostridiales rindai, Clostridiaceae dzimtai, Clostridium gintij. C.butyricum sastopamas
dazadas augsnés, ir izdalitas armT no veselu bernu un piecauguso feécém, biezi atrodamas
skabpiena un sieros (Szymanowska-Powatowska 2015).

Enterobacter aerogenes ir kustigas, Gram-negativas, nesporuléjoSas, fakultativi
anaerobas, mezofilas, niijinveida bakterijas. Diametra tas var sasniegt 1 pm, bet garuma tas
sasniedz apméram 2 um. E. aerogenes pieder Proteobacteria tipam, Gammaproteobacteria
klasei, Enterobacteriales rindai un Enterobacteriaceae dzimtai, Enterobacter gintij (Grimont,
Grimont 2006). E. aerogenes ir sastopamas augsné, notekiidenos, siltasinu dzivnieku zarnu
traka, ka arT citur (Madigan et al. 2010). Tas ir zinamas ar1 ka tidenraza producétajas tumsas
fermentacija (Martinez-Merino et al. 2013). Ta ka skabeklis inhib& Gidenraza produc€sanu
anaerobajas baktérijas, fakultativi anaerobo baktériju prieksrociba ir ta, ka tas vispirms patére
vide esoSo skabekli un tad anaerobos apstaklos producé tdenradi (Jo et al. 2008). Par
substratu bakterijam var izmantot glikozi, cieti, celulozi, dazadus citus organiskus
savienojumus, ka arT organiskus atkritumproduktus (Nath, Das 2004). Viena no
daudzsolosakajam biotGdenraza producétajam jélglicerina fermentacijas procesa ir E.
aerogenes (Sarma et al. 2012). Ito et al. (2005) veica pétijumu par Gdenraza un etanola
iegiisanu no biodizela raZoSanas atkritumiem, izmantojot Enterobacter aerogenes HU-101.
Eksperimenta rezultati paradija, ka ir nepiecieSama triptona un rauga ekstrakta pievienosSana,
lai paatrinatu tidenraza iegtiSanu un atSkaiditu biodizela atkritumproduktiem raksturigo lielo
sals koncentraciju. Tika pieradits, ka rauga ekstrakta un slapekla savienojumu pievienoSana
bija nepiecieSama, lai palielinatu tidenraZa iznakumu no jélglicerina (Liu et al. 2007).

Clostridium un Enterobacter gints baktérijas glicerinu metabolizé gan oksidativi, gan
reduktivi. Oksidativaja cela NAD'-atkarigais enzims glicerina dehidrogenaze katalize
glicerina parveidoSanu par dihidroksiacetonu un glikolitiskais enzims dihidroksiacetona
kinaze fosforilé talako produkciju, kas p&c tam tiek novirzita uz glikolizi. Reduktivais cel§
tiek katalizéts ar koenzima BIl2-atkarigo glicerina dehidratazi un saistitajam diol-
dehidratazém, parveidojot glicerinu par 3-hidroksipropionaldehidu, un ar NADH"H"-atkarigo
enzimu 1,3-propandiola dehidrogenazi, reducg€jot 3-hidroksipropionaldehidu par 1,3-
propandiolu un regenergjot NAD". Primarie gala produkti ir 1,3-propandiols (specifisks tikai
glicerina fermentacijai) un acetats, savukart, sekundarie — skudrskabe, laktats, sukcinats,
etanols, Udenradis, oglskaba gaze (sekundarie metaboliti atkarigi no kultiiras audzeSanas

apstakliem) (Silva et al. 2009).
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2.MATERIALI UN METODES

2.1.Materiali
Barotnu sagatavosanai, baktériju kultivéSanai un barotnu izptuSanai ar gazém un

fermentacijas eksperimenta veikSanai tika izmantotas Biologijas fakultates iekartas un

laboratorijas piederumi (3. tabula), gazu sastava mériSana ar masspektrometru notika Latvijas

Universitates Cietvielu fizikas institita (L. Jekabsons). Skidruma hromatografija veikta LU

Mikrobiologijas un biotehnologijas institiita (R. Sterbaka). Eksperimenta izmantoto reagentu

saraksts 2. tabula.

Kimiskas vielas un reagenti.

Chemicals and reagents.

2.tabula.

Table 2

Kimiska viela/reagents

RaZotajs, razotajvalsts

Acetonitrils

SAFC, ASV

Argons, 99,99%

SIA AGA, Latvija

Cistetna-L-hidrohlorids

Sigma-Aldrich, Vacija

EDTA Sigma, Vacija
Etanols 96% Latvija
FISH zondes : Eurofins MWG Operon, Vacija

GAM42a / Chis150/ LGC353B/ ARC 915

Formamids

Alfa Aesar, Vacija

HCI (25%, 7,7M)

Stanlab, Polija

KOH BHD Laboratory, Anglija
Kovaca reagents Biolife, Italija

KSP testa mégenes HR Tintometer, Vacija

NaCl Chempur, Lietuva

NaOH Stanlab, Polija

NH;NO; Peaxum, Krievija

SDS Scharlau, Spanija

TRIS Carl ROTH, Vacija

Udenraza peroksids, 3%

Hasco-Lek, Polija

R2A agara barotne TN1297 (pH =7.2 + 0.2):

Rauga ekstrakts 0.5 g/l
Kazeina hidrolizats 0.5 g/l
Proteozes peptons 0.5 g/l
Dekstroze 0.5 g/l

Ciete 0.5 g/l
Dihidrogenfosfats 0.3 g/I
Magnija sulfats 0.024 g/l
Natrija piruvats 0.3 g/l
Agars 15 g/l

SIFIN, Vacija

lesala agara barotne (pH =4.7 £ 0.2):
Maltoze 12.75/1 g

Dekstroze 2.75 g/l

Glicerins 2.35 g/l

Peptons 0.78 g/l

Agars 15 g/l

Becton Dickinson, ASV
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Materiali un iekartas.

Equipment and tools.

3.tabula.

Table 3

Iekarta/PriekSmets

Razotajs, razotajvalsts

Aluminija uzgali, SU 860 M6

SUPELCO, ASV

Anaerobais gazu maisin$ ar indikatoru,
GasPak

Becton, Dickenson and Company, ASV

Autoklavs, HLS — 3781L

Sanyo, Japana

BBL Crystal Identification System

Becton, Dickenson and Company, ASV

Centrifuga 5804 R

Eppendorf, Vacija

Elektroniskie svari, 440-33N

Kern, Vacija

Epifluorescences mikroskops Leica DM 2000

Leica Microsystems, Vacija

Fotometra sistema MD200

Lovibond, Vacija

Gaismas mikroskops, BME

Leica, Vacija

Gazu analizators — masspektrometrs,
RGAPro 100; izskirtspgja - 1 atommasas
vieniba

Hy-Energy, ASV

Gumijas korkisi

Gotlands Gummifabrik, Zviedrija

Laminaras plismas skapis

Telstar Bio-11, Spanija

Mehaniskais aizvakotajs

Nav zinams

pH-metrs, AD 1405

Adrona, Vacija

PVDF filtri ar poru diametru 0,22 um

Carl Roth GmbH, Vacija

Siltuma reaktors RD 125

Lovibond, Vacija

Sterila §lirce ar adatu 2 ml, BD Discardit

Spanija

Seruma pudelites, 30 mL

SUPELCO, ASV

Seruma pudelites, 50 mL

SUPELCO, ASV

Seruma pudelites, 100 mL

SUPELCO, ASV

Termostats, Binder KB53

Vacija

UV gaismas transiluminators, 2001 Macro
vue

LKG Bromma, Zviedrija

Vortex maisitajs

Biosan, Latvija

Laboratorijas trauki - Petri plates, m&genes, ependorfa mé&genes (1,5 ml, 2 ml),
meércilindri (50 ml, 200 ml, 1000 ml), laboratorijas pudeles (1000 ml).

Citi laboratorijas piederumi - pipetes (Finnpipette, tilpumi 200 pl, 1000 ul), pipesu

uzgali, mikrobiologiskas cilpas, mikrobiologiskais $patelis, spirta lampina, priekSmetstiklini.
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2.2.Metodes

2.2.1.Fermentacijas eksperiments

Sagatavota pamatbarotne no peptona (1,0 g/L) un rauga ekstrakta (2,5 g/L), kas
steriliz€ta autoklava 120°C temperatira 15 miniites. Viena eksperimenta pievienots
jelglicerins (glicerina saturs 64 %) no SIA ”Bio-Venta”, otra — analitiskais glicerins (Stanlab,
Polija) ar koncentraciju 6,0 g/L. Ka s&jmaterials pievienotas ezera dabiskas dinas.
Eksperimenta ar analitisko glicerinu izmantotas diinas no Juglas ezera (Riga), eksperimenta ar
jelglicerinu izmantotas diinas no Timsmales ezera (Krustpils novads). Paraugi ievakti 1-3 m
attaluma no krasta, glabati ledusskapi 1idz divam ned€lam.

Gatava barotne tika iepildita 100 mL seruma pudelités, katra pa 70 mL. Atseviski tika
sagatavots cisteins. Tika pagatavots Skidums (0,175 g cistetna uz 1 mL destiléta idens), kas
tika sterilizéts, filtrgjot caur PVDF filtru ar poru diametru 0,22 pm; péc tam 0,2 mL
sagatavota cisteina Skiduma pievienots sagatavotaja barotné (gala koncentracija barotné — 0,5
g/L). Ka s€jmaterials pievienots 0,2 mL ezera dabisko diinu. Trauki tika hermétiski noslégti ar
gumijas aizbazniem un aluminija vaciniem. Inokulétas pudelites izpiistas ar argonu, lai
uzturétu tajas anaerobu vidi. Caur gumijas korki pudelité ievietota sterila ieejas adata ar
pievienotu gumijas cauruliti no argona balona un sterila izejas adata, pa kuru izplast
atmosferas gazém. Pudelites uzglabatas termostata 37°C temperatiira un istabas temperattira

(20°C). Inkubacijas laiks 2 un 6 dienas.

2.2.2.Gazu procentuala sastava noteikSana

Paraugu pudelites nogadatas LU Cietvielu fizikas institiita gazu spektra noteikSanai.
Pudelite ar vienreiz€jas lietoSanas Slirces adatu un gumijas cauruliti pievienota
masspektrometram RGA Pro-2500 (Hy-Energy, ASV). Gazu spektra analiz€m izmantota
programma rga 3.0 (Stanford Research System, ASV). Nolasiti parcialo spiedienu
tilpumprocenti sadam gazém: CHy, CO», Hy, N2, Ar, N2, NH3 HJS.

2.2.3. Kimiska skabekla paterina noteikSana

P&c katra eksperimenta panemts 1 ml materiala no katra parauga, uzglabats sasaldgjot.
Pirms testéSanas paraugs atkauséts. Izmantotas komercialas testéSanas mégenes Lovibond
COD Test tubes HR (0-15000 mg/L), kuru sastava ir visas nepiecieSamas komponentes. KSP
test€Sanas mégené pievienots 0,2 ml parauga. Inkubgts termoreaktora Lovibond RD 125 150

°C 2 h. Rezultati nolastti ar fotometru Lovibond MD 200.
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2.2.4.Skidruma hromatografija

P&c katra eksperimenta panemts 1 ml materiala no katra parauga, uzglabats sasaldgjot.
Paraugi nogadati LU Mikrobiologijas un biotehnologijas institita (R. S¢erbaka), kur nodoti
organiska sastava analizei ar augstefektigo Skidruma hromatografu Agilent 1100 (Agilent
Technologies, ASV), izmantojot Shodex firmas Asahipak SH1011 kolonnu (kolonnas garums
300 mm, ieks¢jais diametrs 8,0 mm) ar priekskolonnu SH-G (garums 50 mm, ieksgjais
diametrs 6 mm), pie temperatiiras 50°C. Mobila faze 0,01 N H,SO,4, mobilas fazes atrums 0,6
mL/min, kolonna ievadama parauga daudzums 5ul. Glicerina, etanola noteikSanai tika
izmantots diferencialais refraktometrijas detektors RID G1362. Organiskas skabes noteiktas
izmantojot diodu matricas detektoru (DAD) G1315B, vilna garums 210 nm. Dati ieglti un

apstradati ar MassHunter datu apstrades sistému (Agilent Technologies, ASV).

2.2.5.Mikroorganismu kolonijas veidojoSo vienibu skaita noteik§ana

Agarizétas R2A barotnes pagatavoSanai paredz€to maistjumu (Difco R2A Agar, Becton,
Dickinson and Company, ASV) suspendgja tudeni (18,2 gramus viena litra tidens) un
autoklavéja 15 minttes 121°C. Péc autoklavéSanas barotni 1&a Petri plates. Viena plate
apméram 25 ml. P&c atdziSanas plates ar barotni bija gatavas lietoSanai.

Pagatavota atSkaidijumu s€rija no 900 pl sterila Gidens un 100 pl parauga. Izveleti
atSkaidijumi, kuru 100 pl uzséti uz agarizétas R2A barotnes un iesala agara barotnes sénu
noteikSanai. Aerobo mikroorganismu noteikSanai Petri plates kultivétas istabas temperatiira
10 dienas. Anaerobo mikroorganismu noteikSanai Petri plates ievietotas anaerobas vides
maisinos BD GasPak™ EZ (Becton Dickinson and Company, ASV), inkubétas istabas
temperatiira 10 dienas. Rezultati nolasiti, nosakot izaugusSo koloniju skaitu katra Petri plate.
Aprekinats mikroorganismu kolonijas veidojoSo vienibu (kvv) skaits 1 mL fermentacijas

Skidruma.

2.2.6.Dominéjoso sugu identifikacija

Domingjosas sugas atkartoti parsétas uz R2A barotném, iegiistot mikroorganismu
tirkultiiras, kuras talak tiek izmantotas noteik§ana ar BBL Crystal ID komplektu. Ar 3% KOH
noteikta tirkultiiru Grama reakcija, ar Kovaca reagentu noteikta indola reakcija un ar idenraza
peroksidu noteikta katalazes reakcija. Mikroskopgjot pétita $inu morfologija.

Izmantojot bakteriologisko cilpu, svaigas baktériju tirkultiiras tika suspendétas mégene
ar Crystal ID uzs€Sanas Skidumu un riipigi samaisitas. Tad m&genes saturs tika ieliets Crystal

pamatné un izplatits, [idz visas iedobes ir piepilditas. Péc tam tika nemts vacin$ un novietots
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virs pamatnes speciali noraditajam mérka vietam. Crystal paneli inkubéti 20 °C temperatiira
18-20 stundas un nolasita informaciju, apliikojot panelus zem ultravioletas gaismas un
salidzinot gaismas intensitati starp kontroles iedobi un pargjam. Paneli aplikoti arT redzamaja
gaisma un salidzinati ar paraugu tabulu, vai krasas izmainas laucinos ir notikusas. Rezultati
ievaditi Crystal ID E/NF (Anaerobe ID vai Gram—Positive ID) datubaze, papildus pievienojot

informaciju par baktériju morfologiju, katalazes, Grama un indola reakcijam.

2.2.7.Fluorescenta in situ hibridizacija

Fluorescentas in situ hibridizacijas vajadzibam tika panemts paraugs, izmantojot
vienreiz€jas lietosanas uzgalus. Paraugs tika parnests uz ependorfa mégeni, no kuras 10 pL
tika uzpilinati uz priekSmetstiklina un gaisa nozavéti. P&c tam paraugs fikséts ar 4%
paraformaldehidu, kas tika ieprieks sagatavots: 50 mL PBS (130 mM NaCl, 10 mM Na,HPO,
pH 7.4) pievienots 2 g paraformaldehida (Alfa Aesar, Vacija), sSkidums sildits uz plitinas 60°C
temperatiira un vienmerigi maisits, nelaujot varities; ta ka péc 30 miniiteém maisijums bija
dzidrs, dazi pilieni 1 N NaOH s$kiSanas veicinasanai netika pievienoti. legiita Skiduma pH
atbilda v€lamajai vertibai (pH=7) (Lomell et al. 2010). Paraugam uzpilinati 30 pL. pagatavota
4% paraformaldehida un fikseti 1,5 - 2 h. P&éc fiksacijas beigam tika veikta dehidratéSana ar
etanolu seriju. Paraugs dehidratéts 50% etanola tris miniites, tad 80% etanola tris minites, péc
tam 96% etanola tris mindites un atstats istabas temperatira nozit (Pernthaler et al. 2001,
Fuchs et al. 2007).

P&c tam tika pagatavots zondei atbilsto$s hibridizacijas buferis (4. tabula). Pirms katras

hibridizacijas tika pagatavots svaigs buferis.

4 tabula.
FISH hibridizacijas bufera sastavs.
Table 4
Composition of FISH hybridization buffer.
Reagents ;;) or/omamlda koncentrzc;g/z:) Gala koncentracija
5 M NaCL 360 uL 360 uL 09M
1 M Tris/HCI 40 uL 40 uL 20 mM
Formamids 600 pL 700 pL 5-35%
Destiléts H,O 1000 pL 900 uL 0-80%
10% Na SDS 2ulL 2 ulL 0,01%

Pievienota formamida un tidens daudzums ir atkarigs no izmantotas zondes, jeb

precizak no guanina un citozina daudzuma zondes sekvencé (5. tabula). LGC 353B, GAM
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42a un ARC 915 nepiecieSams hibridizacijas buferis ar 35% formamida koncentraciju, Chis

150 — 30 % formamida koncentraciju (Siyambalapitiya et al. 2006).

5.tabula.
Hibridizacijas zondes.
Table 5
Hybridization probes.
GC . _
Zondes Zondes Zondes sekvence Literatiiras
_ . . saturs
nosaukums mérkorganismi (5°->3) % avots
. GAA GAT TCC CTA Felske et al.
LGC353B Bacillus spp. TG C 57 1998
Enterobacteriaceae, GCC TTC CCA CAT Manz et al.
GAM42a Pseudomonas spp. CGTTT 53 1992
Chis150 Clostridium TTATGC GGT ATT 30 Franks et al.
histolyticum grupa AATCTYCCTTT 1998
GTG CTC CCC CGC Stahl and
ARC 915 Archaea CAATTC CT 47| Amann 1991

Talak pagatavots hibridizacijas bufera un zondes maisijums. Katra parauga 9 pL bufera

pievienots 1 pL atbilsto$as zondes. Tad viss sastavs uzpilinats uz stiklina ar fikséto un pilniba

nozuvuso paraugu. Preparats riipigi parnests uz mitro kameru, kuru izklaj filtrpapirs, kas ir

piesiicinats parpalikuSo buferi. Kamera stingri noslégta un ievietota termostata 46°C, lai var

norisinaties paraugu hibridizacija (12 — 24 stundas).

Katrai zondei sagatavots atbilsto§s mazgaSanas buferis (6.tabula). LGC 353B, GAM

42a un ARC 915 nepiecieSams mazgaSanas buferis ar 35% formamida koncentraciju, Chis

150 — 30 % formamida koncentraciju.

6.tabula.
MazgaSanas buferu sastavs.
Table 6
Washing buffer composition.
Reagents - Zondes
Chis 150 LGC 353B, GAM 423, ARC 915
1M Tris/HCI 100 uL 100 uL
5M  NaCl 102 uL 70 uL
05M EDTA 50 uL 50 uL
Dest. H,0 4748 uL 4780 pL
10% SDS 5uL 5uL
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Kad hibridizacija notikusi, stiklini iznemti no kameram un pilniba iegremdeti
atbilstoSajos mazgaSanas buferos un ievietoti termostata uz 20 minttém 46°C gradu
temperatiira. Tad tie tika uzmanigi skaloti ar destilétu tideni un atstati nozit gaisa. Paraugus
atstati tumsa, jo zondes var gaisma atri izbalét (Pernthaler et al. 2001).

P&c paraugu nozusanas, tie tika apskatiti fluorescences mikroskopa. Mikroskop&Sanai
tika izmantots caurejo$as gaismas un fluorescences mikroskops Leica DM 2000 (Leica
Microsystems, Vacija).

Visas zondes, iznemot ARC 915, 5° gala tika saistitas ar fluorescgjoSu krasu Cy3. Arc
915 izmantota fluorescgjosa krasa RGR. Cy3 fluorescentajai krasai jaizmanto zalo ierosmi
(515-560 nm). Apskatei izmantojot zalo filtru, $tinu fluorescence sagaidama oranzigi dzeltena

krasa (Crocetti et al 2002, Huang et al. 2009, Moter & Gdbel 2000).
2.2.8.Datu statistiska apstrade

Datu apstradei, grafiku un att€lu veido$anai izmantota datorprogramma Microsoft Office
Excel 2010. Veikts ANOVA tests, par butiskuma Iimeni pienemts 0,05.
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3.REZULTATI UN DISKUSIJA

Eksperimenta sakuma noteikts barotnes pH un veiktas mikrobiologiskas analizes —
fluorescenta in situ hibridizacija, mikroorganismu kolonijas veidojoso vienibu skaita
noteikSana un identificétas domin&josas sugas diinu paraugos, panemti paraugi Skidruma
hromatografijas un kimiska skabekla patérina analizém. P&éc divam un se$sam dienam
atkartotas $1s analizes, papildus noteikts sarazotas gazes tilpums un veikta gazu procentuala

sastava noteikSana ar masspektrometru.

3.1.Fermentacijas gazu sastavs

Gazu procentuala sastava mérfjumi péc divam un se$am dienam redzami 2.attéla.
Nosakot sarazoto gazu tilpumu un sastavu jelglicerina fermentacija, konstatéts, ka vislielakais
sarazoto gazu tilpums bija péc divu dienu fermentacijas. Tas bija 25,0 £ 1,0 mL 37°C un ml
9,5+ 0,5 mL 20°C. Visvairak razota gaze bija CO», it ipasi 37°C. Lielakais tdenraza tilpums
bija péc divu dienu inkubacijas 37°C, 20°C tas bija 1,6 reizes mazaks neka 37°C. Abos
eksperimenta variantos novérota H,S izdaliSanas, kas fermentacijas laika nedaudz palielinajas,
lidz sestaja diena 37°C HjS koncentracija sasniedza 2,15 + 0,05 %, bet 20°C bija 1,95 + 0,15
% H,S. Ta ka pudelites inertas vides nodrosinasanai pirms eksperimenta tika izpustas ar
argonu, arl pec inkubacijas lielako dalu gazu maisijuma aiznéma argons. V&l tika mérita
metana izdaliSanas, kas konstatéta tikai viena parauga — sestaja diena 37°C, Saja parauga
vienlaicigi notikusi H, samazinaSanas. Tas norada uz metanogénu darbibu. Visdrizak tie ir
hidrogenotrofie metanogéni. Hidrogenotrofas metanogénas baktérijas izmanto tidenradi, lai
oglekla dioksidu parveidotu metana (Bauer et al. 2008). 20°C metana izdaliSanas netika
noverota.

Eksperimenta ar analitisko glicerinu novérots lidzigs gazu procentualais sastavs.
Eksperimenta neizdevas gazu procentualais mérijjums sestaja diena 37°C, ta¢u péc divam
dienam 37°C tidenraza koncentracija bija 16,2 % un CO, — 27,7 %. Nedaudz bija palielinajies
H2S daudzums. 20°C visvairak razota gaze bija CO,, idenradis sestaja diena bija 5,4 % no
kopgja gazu sastava. H,S izdaliSanas konstatéta tikai sestaja diena, otraja ta vél netika
noverota. Kopgjais sarazoto gazu tilpums 37°C bija 2,3 reizes lielaks neka 20°C otraja diena

un 1,6 reizes sestaja diena.
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2.attels. Gazu procentualais sastavs jelglicerina fermentacija (A) un analitiska glicerina
fermentacija (B).
Figure 2. The percentage of gas in crude glycerol fermentation (A) and analytical

glycerol fermentation (B).
Salidzinot jelglicerina un analitiska glicerina ietekmi uz izdalita tdenraza daudzumu

noskaidrots, ka péc divam dienam 37°C analitiska glicerina fermentacija tidenradis bija par

2,45% vairak neka jelglicerina fermentacija. 20°C &1 starpiba bija tikai 0,6%. Ka minéts,
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eksperimentos izmantoti atSkirigi s€jmateriali, kas var€ja ietekmét skaitliskos raditajus, tacu
tas nebija noteicosais fermentacijas procesu norise.

Udenradis literatiira minéts ka perspektivs videi draudzigs energijas nesgjs, kur$ varétu
aizstat naftas produktus, kurus izmantojot rodas liels daudzums CO, (Sarma et al. 2012).
Tomér jamin, ka tumsas fermentacijas procesa, lai iegiitu So videi draudzigo biotidenradi,
rodas oglskaba gaze. Ta ka, lai tumsas fermentacija iegiito iidenradi varétu uzskatit par pilniba
videi draudzigu, biutu janodroSina fermentacija radusas oglskabas gazes izmantoSana.
Pieméram, to varétu novadit algu biomasas audzESanai, jo arT no tam var iegiit vertigus
produktus, turklat algu audzeSanai tick mekl&ti oglskabas gazes avoti (Mortensen, Gislerad
2015). Latvijas gadijuma gan, iesp&ams, biitu jamekle klimatiskajiem apstakliem
piemérotakas realizacijas iesp&jas, jo algu audz€Sana Saja Eiropas dala netiek atzita par
ekonomiski izdevigu (Skarka 2012).

Eksperimentos glicerins pievienots ar koncentraciju 6 g/L. Literatira minétas dazadas
jelglicerina koncentracijas, kas piemérotas anaerobai fermentacijai. Fountoulakis et al. (2010)
par piemérotu koncentraciju min 1 g/L, bet Amon et al. (2004) 3-6%. Paiders et al. (2017)
salidzinot vietgja razotaja j€lglicerina dazadas koncentracijas secindja, ka optimala glicerina

koncentracija ir 6 g/L.

3.2.Mikroorganismu populaciju dinamika

Aplukota prokariotu populaciju dinamika, izmantojot fluorescento in situ hibridizaciju.
Visas zondes, iznemot ARC 915, 5 gala tika saistitas ar fluoresc&josu krasu Cy3. Arc 915
izmantota fluoresc€joSa krasa RGR. Cy3 fluorescentajai krasai izmantota zala ierosme (515-
560 nm). Apskatei izmantojot zalo filtru, Stinu fluorescence noverota oranzigi dzeltena krasa
(Moter & Gobel 2000).

Jelglicerina fermentacija gan 20°C, gan 37°C paraugos domingja Gamma-
Proteobacteria un Clostridia (3.att€ls). Sejmateriala, kas nacis no Timsmales ezera diinam, jau
pirms fermentacijas $is baktériju klases bija liela parakuma. Klostridiju daudzums 20°C bija
samazinajies fermentacijas laika, tacu 37°C palielinajies. 37°C péc seSsam dienam bija
palielingjies arheju daudzums, kas sakrit ar to, ka tika novérota metana izdaliSanas. Bacillus
spp. abos variantos neparsniedza 10 % robezu.

Apskatot analitiska glicerina fermentacijas mikroorganismu populaciju dinamiku péc
FISH, izteikti dominé klostridijas, it seviski 37°C (4.att€ls). P&c 2 dienu fermentacijas 37°C

Clostridia sastada 60 %, bet péc sesam dienam pat 70 % no mikroorganismu populacijas
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parauga. Pargjas grupas neparsniedza 10 % slieksni péc divam dienam un tikai péc seSam

dienam Gamma-Proteobacteria sasniedza 20 %. 20°C péc divu dienu inkubacijas liela

parakuma bija Bacillus, tacu sestaja diena to daudzums samazinajas un Clostridia daudzums

bija izteikti pieaudzis — no 20 % otraja diena lidz 60 % sestaja diena.
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Populaciju dinamika péc FISH j€lglicerina fermentacija 20°C (A) un 37°C (B).

Figure 3. Bacterial groups determined by FISH in crude glycerol fermentation at 20°C
(A) and 37°C (B).
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4.attels. Populaciju dinamika péc FISH analitiska glicerina fermentacija 20°C (A) un
37°C (B).

Figure 4. Bacterial groups determined by FISH in analytical glycerol fermentation at
20°C (A) and 37°C (B).

Jelglicerina fermentacija izmantotas Timsmales ezera diinas, bet analitiska glicerina
fermentacija s€jmaterials bija no Juglas ezera dunam. Salidzinot FISH rezultatus pirms
fermentacijas, lielakas atSkiribas novérotas Clostridia un Gamma-Proteobacteria grupas.

Timsmales ezera diinas jau pirms fermentacijas Clostridia un Gamma-Proteobacteria bija
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aptuveni 35% no populacijas, tacu Juglas ezera diinas neviena no pétitajam bakteriju grupam
neparsniedza 10%. Salidzinot rezultatus abu eksperimentu 37°C variantos redzams, ka pirms
fermentacijas mikroorganismu populacijas sastavs bija atskirigs, ta¢u fermentacijas laika
varéja saskatit lidzibas. Abos esperimentos jau otraja diena strauji palielinajas Clostridia
daudzums, sestaja diena Gamma-Proteobacteria un abas par€jas baktériju grupas neparsniedza
15% robezu. 20°C varianta ar analitisko glicerinu bija liels Bacillus spp. daudzums, tacu
eksperimenta ar jelglicerinu 20°C Bacillus spp. bija neliela daudzuma. Gamma-Proteobacteria
grupai noverota pretéja sakariba — j€lglicerina fermentacija to bija daudz, analitiska glicerina
fermentacija ievérojami mazak. Bacillus spp. piemit sp&ja metabolizét tiru glicerinu, tomér
par labakiem jélglicerinu fermentgjoSiem mikroorganismiem tiek saukti Clostridium, kas
parstav Clostridia klasi, un Enterobacter gints baktérijas, kas ir Gamma-Proteobacteria klases
mikroorganismi (Batista et al. 2014, Yazdani et al. 2007).

3.3.Kultivéjamo mikroorganismu skaits un dominéjosas sugas

Izoletas un identific€tas domingjosas kultivéjamo mikroorganismu sugas. Jelglicerina
fermentacijas sakuma novérojama liela sugu daudzveidiba, izoléta ari Penicillium gints séne 1
kvv/mL, kas péc fermentacijas vairs netika atrasta. Literatira minétas tikai atseviskas sénu
sugas, kas ir piemérotas anaerobai fermentacijai, pieméram, s€nes, kas pieder pie
Neocallimastigales kartas, tas ir anaerobi mikroorganismi un parasti atrodami zalédaju
gremosSanas trakta (Dollhofer et al., 2015). P&c divu dienu inkubacijas domingja Clostridia un
Gamma-Proteobacteria, kas atbilst ieglitajiem FISH rezultatiem. Izolétas Clostridium
butyricum un C. hastiforme no Clostridia klases un Pantoea agglomerans un Serratia
plymuthica no Gammaproteobacteria klases (7. tabula). Lai gan péc FISH rezultatiem
Bacillus sugas neparsniedza 10% no kopg€jas mikroorganismu populacijas, visu fermentacijas
laiku bija atrodams Bacillus licheniformis. B. licheniformis ir fakultativi anaeroba, biezi
sastopama baktgrija, kas izmanto glicerinu un reducg nitratus par nitritiem (Logan & De Vos,
2015). Jau Kalia et al. (1994) un Porwal et al. (2008) izolgja tdenradi producgjosus B.
licheniformis celmus no liellopu kiitsmésliem un Porwal et al. (2008) ari no piesarnotas
partikas.

Jelglicerina fermentacijas sestaja diena neatkarigi no temperatiiras izdalitas vismaz ar
biokimiskam metodém neidentificétas Clostridium sugas. Mikroorganismu metagenoma
analizes biogazes reaktoru paraugos parasti atrod lielu skaitu neidentificétu mikroorganismu,
noradot, ka anaerobas fermentacijas procesu var veikt lidz Sim v@l nezinamas sugas

(Rademacher et al., 2012).
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7.tabula.
Domingjosas kultivéjamo mikroorganismu sugas un klases jélglicerina fermentacija.

Table 7
Predominant species and class of cultivable microorganisms isolated from crude

glycerol fermentation liquids.

Sugas Klase 0 2 2 6 6
dienas dienas dienas dienas dienas

20°C  37°C  20°C  37°C

Agrobacterium sp.  Alphaproteobacteria X

Bacillus cereus Bacilli X

Bacillus Bacilli X X X X X
licheniformis

Bacillus sp. Bacilli X

Burkholderia Betaproteobacteria X X X X
cepacia

Clostridium Clostridia X X X

butyricum

Clostridium Clostridia X

hastiforme

Clostridium spp. Clostridia X X
Hafnia alvei Gammaproteobacteria X X
Pantoea Gammaproteobacteria X

agglomerans

Penicillium sp. Eurotiomycetes X

Serratia fonticola ~ Gammaproteobacteria X

Serratia Gammaproteobacteria X

plymuthica

Sphingobacterium  Sphingobacteria X

multivorum

Sphingomonas Alphaproteobacteria X

paucimobilis

Analitiska glicerina fermentacija domingjoSo sugu identifikacija apstiprinaja FISH
rezultatus, kas paradija klostridiju parakumu, it seviski 37°C (8. tabula). Tapat ari redzams, ka
Bacillus sugas bija starp domingjoSiem mikroorganismiem 20°C péc divam dienam, bet péc
sesam dienam 20°C Bacillus sugu daudzveidiba samazinajusies.

Aplikojot abus eksperimentus kopuma, tika novérota liela sugu daudzveidiba pirms
eksperimenta, tacu fermentacijas apstaklos izteikti domingja Clostridia klases bakterijas, kas
bija kopiga iezime abos eksperimentos, it 1pasi 37°C. J€lglicerina fermentacija sastopamas
Gamma-Proteobacteria un Bacilli, turpreti analitiska glicerina fermentacija — Bacilli klase
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sastopama tikai 20°C. Bacilli jelglicerina fermentacija tika atrasti visa eksperimenta garuma.
Bacillus spp. ir aerobi mikroorganismi, kas noteiktos apstaklos var klit par fakultativi
anaerobiem (Nakano, Zuber 1998). Bacillus spp. sp&j hidrolizét trigliceridus (Dartois et al.
1994). Trigliceridi ir viens no iesp&jamiem piemaisijumiem jélglicerina, kas ieglits no rapsu
ellas razojot biodegvielu. Abos eksperimentos gandriz visa fermentacijas laika ka viena no
domingjosam sugam izdalita Burkholderia cepacia. Ari Resende et al. (2014) identificgjusi B.
cepacia 8,87% paraugu. B. cepacia ir plasi izplatita daba, jo 1pasi augsng, tai piemit loti
universalas metaboliskas ipasibas (Palleroni, 2015). Ta ir stingri aeroba baktérija un neveic

nitratu reducésanu. Tomér Hutchison et al. (1998) paradija, ka dzivotsp&jiga B. cepacia varétu

biit kultivéjama p&c septinam anaerobas inkubacijas dienam.

8.tabula.

Domingjosas kultivéjamo mikroorganismu sugas un klases analitiska glicerina

fermentacija.

Table 8

Predominant species and class of cultivable microorganisms isolated from analytical

glycerol fermentation liquids.

Sugas Klase 0 2 2 6 6

dienas dienas dienas dienas dienas
20°C  37°C  20°C  37°C

Aspergillus sp. Eurotiomycetes X X

Bacillus cereus Bacilli X X

Bacillus subtilis Bacilli X X

Bacillus Bacilli X

megaterium

Bacillus sp. Bacilli X X X

Burkholderia Betaproteobacteria X X X

cepacia

Clostridium Clostridia X X

butyricum

Clostridium Clostridia X X

romasum

Clostridium spp. Clostridia X X

Fusobacterium Fusobacteria X X

necrophorum

Trichoderma sp. Sordariomycetes X

Verticillium sp. Sordariomycetes X X
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Noteikts mikroorganismu kolonijas veidojoSo vienibu skaits pirms fermentacijas, otraja
diena un sestaja diena. Kolonijas veidojoso vienibu skaits jelglicerina fermentacijas laika
izteikti palielindjies, visvairak aerobi 20°C (5.att€ls). Anaerobo mikroorganismu skaits
jelglicerina fermentacija strauji pieaudzis otraja inkubacijas diena, tacu sestaja diena
samazinajies, vai nav mainijies. Lai gan fermentacijas process notika anaeroba vide, tika
konstatets liels daudzums aerobo mikroorganismu, kas skaidrojams ar to, ka liela dala no Siem

organismiem ir fakultativi, nevis obligatie anaerobi.
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5.attéls. Aerobos un anaerobos apstaklos augosu mikroorganismu kolonijas veidojoso
vienibu (kvv) skaits jelglicerina fermentacija 20°C un 37°C.
Figure 5. Amount of colony forming units (CFU) of aerobic and anaerobic

microorganisms in crude glycerol fermentation at 20°C and 37°C.

Analitiska glicerina fermentacija, kura, ka iepriek§ minéts, domingja klostridijas, kas ir
obligati anaerobi, arT mikroorganismu kopskaits atspogulo $adus rezultatus (6.attéls). Aerobo
mikroorganismu skaits fermentacijas procesa strauji samazinajies. Visvairak mikroorganismu

kolonijas veidojoSo vienibu bija anaerobos apstaklos péc divu dienu inkubacijas.
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6.attels. Aerobos un anaerobos apstaklos augosu mikroorganismu kolonijas veidojoso
vienibu skaits (kvv) analitiska glicerina fermentacija 20°C un 37°C.
Figure 6. Amount of colony forming units (CFU) of aerobic and anaerobic

microorganisms in analytical glycerol fermentation at 20°C and 37°C.

3.4 Kimiskais skabekla patérin$ un pH

Kimiska skabekla patérina rezultati paraditi 9.tabula. Nosakot kimisko skabekla
patérinu jelglicerina fermentacijas laika, iegitie rezultati 20°C un 37°C variantos bija loti
lidzigi. Pirms fermentacijas KSP bija 10,7 g/L, péc divam dienam ta vértiba samazinajas par
1,60 g/L 20°C un 1,57 g/L 37°C. Sestaja eksperimenta diena KSP gan 20°C, gan 37°C bija
aptuveni 9 g/L. Analitiska glicerina fermentacija KSP sakuma bija 11,47 g/L, péc divam
dienam 20°C tas samazinajas un lielaks kritums tika noverots sestaja diena. 37°C KSP vértiba
pec divam dienam pazeminajas vairak neka 20°C, bet sestaja diena ta bija nedaudz augstaka
neka 20°C. KSP vértibas fermentacijas sestaja diena un sakuma starpibas bija pavisam
nelielas — mazak neka 1 g/L. Tas nozimg, ka glicerins un/vai citas organiskas vielas glicerina

klatbuitne bija tikai dal&ji noardijusas.
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9.tabula.
Kimiska skabekla patérins jelglicerina un analitiska glicerina fermentacija. * - butiski
atSkiras (p < 0,05) no 0.dienas. ** - atskiribu biitiskumu nebija iesp&jams noteikt.
Table 9
Chemical oxygen demand in crude glycerol and analytical glycerol fermentation. * -
significantly different (p < 0,05) from day 0. ** - the significance of the difference could not
be determined.

. KSP, g/L
Dienas | Temperatira
Jelglicerins Analitiskais glicerins™*
0 10,7+ 0,10 11,47
5 20°C 9,10 + 0,29* 11,11
37°C 9,13+ 0,10* 10,67
6 20°C 8,99 + 0,09* 10,16
37°C 9,09+ 0,11* 10,76

Eksperimenta gaita sekots Iidzi ar1 vides pH, ka jau sagaidams biotidenraza iegtiSana
tumsas fermentacija, pH veértiba samazinajusies (10.tabula). Analitiska glicerina fermentacijas
eksperimenta sakuma pH bija 6,5, péc divam dienam 37°C tas samazinajas 4,5, bet sestaja
diena nedaudz palielinajas lidz 4,7. Zemaka pH vertiba bija 20°C — tikai 4,1.

Pirms jelglicerina fermentacijas pH vértiba bija 6,5, tapat ka analitiska glicerina
eksperimenta. Saja gadijuma pH vértiba tik loti nesamazinajas, bet tapat bija zema — aptuveni
5. Seifert et al. (2009) norada, ka pH samazinas, ja samazinas glicerina koncentracija.
Jelglicerina fermentacija sestaja diena noveérota metanogénu darbiba, kuras del arT vides pH
sestaja diena ir palielinajies. Dubrovskis u.c. (2011) min, ka pH samazinas, jo notiek skabju
veidoSanas, bet, ja metanu veidojosas bakterijas ir pietiekosa vairuma, tad tas izmanto procesa
izdalitas skabes, atri neitralize€ vidi, un process optimali notiek pie pH 7-7,2 1idz pat pH 8. pH
samazinoties zem 6, anaeroba fermentacija tiek inhibéta (Angelidaki et al. 2004). Khanal et al.
(2004) petot pH ietekmi anaerobaja fermentacija, norada, ka pH amplitida 4,5-6,5 nodroSina

lielaku Hy ieguvumu, bet 1&énaku razosanu.

31




10.tabula.

pH jélglicerina un analitiska glicerina fermentacija. * - butiski atskiras (p < 0,05) no

0.dienas.
Table 10
pH in crude glycerol and analytical glycerol fermentation. * -significantly different (p <
0,05) from day O.
Dienas | Temperatiira PH
Jelglicerins Analitiskais glicerins
0 6,5 6,5
20°C 5,1+0,1* 48=+0,1*
? 37°C 5,0+ 0,1* 45+0,1*
20°C 49+0,1* 41+0,1*
° 37°C 5,3+0,1* 47+0,1*

Tik liels pH kritums no 6,5 11dz pat 4,1 nozim¢g, ka bakteriju barotnes Skidraja vidé bija
uzkrajies liels daudzums sekundaro metabolitu, tai skaita organisko skabju. Lai precizak

noskaidrotu $o savienojumu koncentraciju, tika veiktas skidruma hromatografijas analizes.

3.5.8kidruma hromatografijas rezultati

Noteikta organisko skabju koncentracija jelglicerina fermentacija (11.tabula). Pirms
eksperimenta paraugos neviena no skabém neparniedza koncentraciju 0,1 g/L, pienskabe un
propionskabe vispar netika atrasta. Fermentacijas laika skudrskabes koncentracija péc divu
dienu inkubacijas bija palielingjusies vairak neka divas reizes gan 20°C, gan 37°C. Sestaja
diena skudrskabes koncentracija turpinaja pieaugt 37°C, sasniedzot gandriz 0,2 g/L. Vienigie
paraugi, kuros novérota pienskabes izdaliSanas, bija péc seSam dienam 20°C.

No visam noteiktajam skabju koncentracijam lielakais kapums noverots etikskabei, kas
sasaucas ar literatlira min&to. Acidogenézes galaproduktu tipiskais daudzums fermentacijas
vide ir 77% etikskabe, 14% sviestskabe, 8% propionskabe, 1% etanola (Mohan et al. 2008).
Lai gan literatiira minéti diezgan augsti sviestskabes un propionskabes procenti, Sajos
eksperimentos So skabju klatbiitne netika novérota, kaut gan mikrobiologiska izpéte liecinaja

par klostridiju vairoSanos.
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11.tabula.

Organisko skabju koncentracija jélglicerina fermentacija. * - butiski atskiras (p < 0,05)

no 0.dienas.
Table 11
Concentration of organic acids in crude glycerol fermentation. * - significantly different
(p < 0,05) from day 0.
Dienas | Temperatiira Koncentracija g/l
Dzintarskabe Pienskabe Skudrskabe Etikskabe
0,028 = 0,005 | 0,000 0,096 = 0,004 | 0,016 + 0,002
20°C 0,025 +£0,010 | 0,000 0,148 £ 0,021* | 0,120 + 0,005*
37°C 0,024 + 0,004 | 0,000 0,170 £ 0,006* | 0,305 +0,011*
20°C 0,046 + 0,004* | 0,020 = 0,001* | 0,169 £0,041* | 0,226 = 0,020*
37°C 0,023 £ 0,007 | 0,000 0,194+ 0,015* | 0,056 + 0,002*

Etikskabes koncentracija sakuma bija tikai 0,016 + 0,002 g/L, tacu jau p&c divam
dienam 37°C koncentracija sasniedza 0,305 + 0,011 g/L, bet peéc sesam dienam etikskabes
koncentracija strauji samazinajas. 20°C varianta etikskabes koncentracija sestaja diena
turpingja palielinaties. Etikskabes koncentracija izskaidro pH izmainas, 20°C pH turpinaja
samazinaties visas dienas, bet 37°C sestaja diena pH palielinajas. Sis izmainas, tapat ka
iepriek$ minéta metana izdaliSanas norada uz metanogénu, konkrétak, acetotrofo metanogénu
darbibu. Acetotrofas metanogénas bakterijas Skel acetatu, veidojot metanu un oglskabo gazi,
augsanai piemérota temperatiira vari€ no 2 lidz 70°C. Daba plasi izplatitas dazados anaerobos
biotopos: saldiidens un salsiidens dinas un nogulas, nagainu spureklos, dzivnieku
ekskrementos, notekiidenu diinas, ka ari dazados citos anaerobos biotopos (Kendall, Boone
2006). Tomér nemot véra iidenraza samazinasanos, visdrizak parauga bija gan acetrofas, gan
hidrogenotrofas metanogénas bakterijas.

Noteikta glicerina un citu spirtu koncentracija paraugos (12.tabula). P&éc Skidruma
hromatografijas datiem, pirms fermentacijas paraugos bija 3,842 £ 0,008 g/L glicerina. Jau
péc divam dienam glicerina koncentracija 37°C samazinajusies par vairak neka 1 g/L un
sestaja diena glicerina koncentracija bija 2,118 + 0,003 g/L. Tatad péc sesam dienam bija
pateréti 44% glicerina 37°C un 32% 20°C. Etanola koncentracija pirms fermentacijas bija
0,228 + 0,140 g/L, 20°C otraja diena ta palielinajas, bet sestaja samazinajas, 37°C etanola

koncentracija pamazam pieauga, [idz sestaja diena sasniedza 0,381 + 0,013 g/L. Fermentacijas
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laika sarazots ne tikai etanols, bet ari izobutanols un n-butanols. Ievérojams koncentracijas
picaugums noverots izobutanolam, it seviski 37°C, kur izobutanola koncentracija atskiriba no
sakotngjas koncentracijas palielinajusies 5 reizes. N-butanola koncentracija attieciba pret
izobutanola koncentraciju bija mazaka, tacu n-butanola koncentracija sestaja diena 37°C

at8kiriba no sakuma koncentracijas palielinajas 10,7 reizes un 20°C — 10,3 reizes.

12.tabula.
Spirtu koncentracija jélglicerina fermentacija. * - butiski atskiras (p < 0,05) no 0.dienas.
Table 12
Concentration of alcohols in crude glycerol fermentation. * - significantly different (p <
0,05) from day O.

) Koncentracija g/L
Dienas | Temperatiira
Glicerins Etanols Izobutanols n-butanols

3,842+ 0,008 | 0,228 +£0,140 | 0,174 + 0,011 0,019 + 0,001
20°C | 3,148 £0,005* | 0,289 +0,021 | 0,240 £ 0,012* | 0,030+ 0,011
37°C | 2,511 +£0,083* | 0,378 £ 0,038 | 0,364 + 0,044* | 0,163 + 0,003*
20°C | 2,598 £0,175* | 0,216 = 0,043 | 0,599 +£0,072* | 0,195 + 0,006*
37°C | 2,118 +0,003* | 0,381 +£0,013 | 0,875+ 0,017* | 0,204 +0,013*

Veicot aprékinus, noskaidrots, ka no 1 g glicerina péc sesam dienam 37°C bija radies
0,41 g izobutanola un 0,11 g n-butanola, bet 20°C — 0,34 g izobutanola un 0,14 g n-butanola.
Izobutanols un n-butanols ir perspektivas alternativas naftas degvielai. Etanols ir pirmas
paaudzes biodegviela, un to izmanto galvenokart ka piedevu benzinam, izobutanols ir otras
paaudzes biodegviela ar vairakam ipasibam, kas to padara izdevigaku neka etanolu.
Izobutanolu var jaukt ar benzinu dazadas proporcijas, izobutanols slikti absorbé tideni no
gaisa un tam ir relativi augsts energijas blivums — 98% no benzina energijas blivuma (Peralta-

Yahya et al. 2012). N-butanola razosana no biomasas un lauksaimniecibas atkritumiem tiek

uzkatita par ekonomiski efektivaku neka etanola vai metanola razosana (Zheng et al. 2016).

3.6.Udenraza iznakums

Lai aprékinatu fidenraza iznakumu, sarazotais tidenraza tilpums izteikts molos, iegtta
vertiba izdalita ar pateréto glicerina daudzumu molos, kas aprekinati péc Skidruma
hromatografijas datiem (Sen et al. 2008). Analitiska glicerina fermentacijas tdenraza

iznakumu nevaréja noteikt, jo nebija noteikts gazu procentualais sastavs un tritkka Skidruma

34




hromatografijas datu vairakiem paraugiem. Noteikts maksimalais tidenraza iznakums
jelglicerina fermentacija, un 20°C tas bija 0,59 £+ 0,01 mol Hy/ mol glicerina. 37°C udenraza
iznakums bija 2,7 reizes lielaks — 1,57 £ 0,10 mol Hy/ mol glicerina. Qin & Li (2012) par
optimalo temperatiiru maksimala tidenraza iznakuma iegtSanai min 35°C, Wang & Wan
(2011) — 37,4°C un Abdeshahian et al. (2014) nosauca temperatiiras diapazonu 34-37°C,
noradot ka augstaka vai zemaka temperatiira inhib& tdenraza produc€Sanu. Teorétiskais
tidenraza iznakums no glicerina tumsas fermentacija ir 3,0 mol Hy/mol glicerina (Maru et al.,
2013). 37°C fermentacija sasniegti 52% no teorétiska rezultata, bet 20°C tikai — 20%,

iesp&jams jelglicerina esosie piemaisijumi inhib€ fidenraza veidoSanos.
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SECINAJUMI

1. Neapstradatas ezera dinas ir piemérots mikrobiologiskais materials tidenraza
iegtiSanai no glicerina.

2. Ezera dinu mikroorganismi spgj producét bioudenradi no jelglicerina 37°C
temperatiira, domingjot Clostridia klases bakterijam.

3. 20°C tumsas fermentacijas procesam ir mazak pieméroti neka 37°C, jo dominé
Bacillus, kam ir zemakas biotidenraza producéSanas sp&jas neka Clostridia.

4. Glicerina fermentaciju nodroSinaja galvenokart anaerobi — Clostridia un
Gamma-Proteobacteria klases baktérijas. Aerobiem (Bacillus spp.) bija lielaka nozime
jéglicerina neka analitiska glicerina fermentacijas procesos.

5. Mikroorganismu izdalito gazu sastavs un Udenraza daudzums batiski
neatskiras jelglicerina un analitiska glicerina fermentacija.

6. Ezera dinu mikroorganismi fermentgja glicerinu 37°C, 6 dienas Samazinot
glicerina koncentraciju par 45 %, un uzkraja galvenokart neitralus metabolisma produktus —
izobutanolu un n-butanolu.

7. Jelglicerina fermentacija 37°C temperatiira maksimalais Gidenraza iznakums

bija 1,57 £ 0,10 mol Hy/ mol glicerina, kas ir 52 % no teorétiski iesp&jama.
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