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KOPSAVILKUMS

Udenradis ir atjaunojams un tirs energijas nes&js, kuru var iegiit mikrobiologiski
fermentgjot glicerinu.

ST darba mérkis bija pétit Enterobacter aerogenes spéju producét denradi, fermentgjot
glicerinu, ka ar hidridu veidojoSu ABs sakausgjumu sp&ju uzkrat fidenradi, tiem atrodoties
barotné ar bakterijam.

Barotnu gazes fazes sastavu noteica ar masspektrometru un parliecingjas par
Enterobacter aerogenes sp&ju producét udenradi, fermentgjot glicerinu. Tika aprékinats
tdenraza produkcijas iznakums 0,15 moli H> uz molu glicerina. Konstatgja LaNis sakauséjuma
pulvera inhibgjoSo ietekmi uz Enterobacter aerogenes gazu produkciju. Jaukta sastava ABs
pulveris gazu produkciju palielinaja.

Nosakot LaNis sakaus€juma masas zudumu ar termogravimetrijas metodi, Gdenraza

saistiS8anas metala hidridu veida netika parliecinosi konstateta.

Biotudenradis, tdenradi producgjoSas bakterijas, Enterobacter aerogenes, glicerins,

metalhidridi.



SUMMARY

Microbial hydrogen production using Enterobacter aerogenes and its storage in ABs

type alloy

Hydrogen is a renewable and clean energy carrier, that can be produced microbiologically
by fermentation of glycerol.

The aim of this research was to study Enterobacter aerogenes capabilities of producing
hydrogen by fermentation of glycerol and to study hydrogen storage possibilities of hydride
forming ABs type alloys by placing them in the medium with bacteria.

Amount of hydrogen in the gas phase sample of growth media was determined with mass
spectrometer and the results verified Enterobacter aerogenes hydrogen production abilities by
fermentation of glycerol. Yield of 0.15 mol Hz/mol glycerol was calculated. LaNis alloy powder
showed inhibitory effect on FEnterobacter aerogenes gas production. The presence of
multicomponent ABs alloy powder increased gas production.

By determining the mass loss of LaNis alloy with thermogravimetry no convincing results

on metal hydride formation were made.

Biohydrogen, hydrogen producing bacteria, Enterobacter aerogenes, glycerol, metal

hydrides.



IEVADS

Fosilo kurinamo lielo izmanto$anas apjomu dgl tiek plasi pétiti alternativi energijas
iegiiSanas veidi. Viens no tiem ir Gidenraza producé&Sana no biomasas. Udenradis tiek uzskatits
par loti tiru energijas nes&ju, jo ta degSanas procesa ka vienigais reakcijas produkts veidojas
tdens. Nozimigi, ka tidenradis var tikt producéts, mikroorganismiem fermentgjot notekiidenus
un riipniecibas atkritumproduktus (Cardoso et al. 2014). Udenradi var arT iegiit fermentgjot
jelglicerinu — biodizela razoSanas atkritumproduktu, kas ir svarigi, jo biodizela razoSanas
apjomi pasaulé ievérojami piecaug (Yang et al. 2012) un jelglicerina uzkrasana lielos daudzumos
var radit draudus videi (Garlapati et al. 2016).

Liela nozime ir ari Gidenraza uzglabaSanas pétfjumiem. UdenraZa uzglabasana augsta
spiediena gazes vai saskidrinata veida ne vienmér ir labakais risinajums dargo izmaksu un
potencialu nopluzu dél. Lai nodrosinatu nakotnes prasibam atbilstosu tidenraza transportu un
uzglabasanu, tiek aktivi pétita idenraza uzkrasana metala hidridu veida (Sakintuna et al. 2006).

Darba meérkis: pétit Enterobacter aerogenes spé&u produceét udenradi, ferment&jot
glicerinu, ka ar1 hidridu veidojoSu ABs sakaus€jumu sp&ju uzkrat tidenradi, tiem atrodoties
barotng ar baktérijam. Mérka sasniegSanai tika izvirziti uzdevumi:

1) salidzinat Gidenraza produkciju, kultiv€jot Enterobacter aerogenes anaerobos apstaklos
barotnés ar glicerinu un bez glicerina;

2) parbaudit hidridus veidojoSo ABs sakausgjumu sp&ju uzkrat tidenradi, to pievienojot
barotném ar glicerinu, kuras kultivéts Enterobacter aerogenes, un salidzinat to ar
kontroles barotném bez Enterobacter aerogenes;

3) noteikt gazu sastavu barotnu gazes fazeé ar masspektrometrijas metodi;

4) veikt barotnu sastava analizi ar Skidruma hromatografijas metodi;

5) noteikt metalhidridos uzkrata idenraza daudzumu ar termogravimetrijas metodi.

Darbs tika izstradats Latvijas Universitates Mikrobiologijas un biotehnologijas katedra,

Mikrobiologijas un biotehnologijas institiita un Cietvielu fizikas institiita.



1. LITERATURAS APSKATS
1.1. Udenradis un ta iegiisana

Udenradis ir bezkrasaina, degoSa gaze bez smakas ar $kidibu tideni — 21,5 mL Ho uz 1 L
H>0 pie 0°C un 101,3 kPa. Ta kuSanas temperatiira ir -259,2°C. VirSanas temperatiira ir -
252,8°C. Udenraza blivums pie 0°C un 101,3 kPa ir 0,08987 kg/m>, kas ir aptuveni 14 reizes
mazaks par gaisu Sajos paSos apstaklos (Wiberg et al. 2001).

Sobrid tidenradis veido vairak neka 2% no pasaulé sarazotas energijas (Suleman et al.
2016), un tidenraza produkcija parsniedz 1 miljardu m?® sarazota H» diena, no ka 48% iegust no
dabasgazes, 30% no naftas, 18% no akmenoglém un pargjos 4% iegtst, veicot tdens elektrolizi
(Chandrasekhar et al. 2015). Udenradis tiek iegtts ari, izmantojot atjaunojamo resursu,
piem&ram, saules, v&ja un geotermalo energiju. Galvena metode tidenraza iegiSanai ir tvaika
reformacijas metode, kur pie augstas temperatiiras un spiediena tidens tvaiks reagé ar metanu,
radot Gdenradi un oglekla monoksidu. Oglekla monoksids, reaggjot ar Gdeni, rada papildus
tdenradi un oglskabo gazi (Suleman et al. 2016):

CHs + H2O — CO + 3H>
CO +H0 — CO2 + H»

1.2. Bioudenradis

Udenradis var tikt producéts arT biologisku procesu rezultata. Tiek izdaliti Cetri galvenie
bioiidenraza iegtiSanas veidi: tiesa biofotolize, netiesa biofotolize, fotofermentacija un tumsas
fermentacija.

Biofotoliz€ tdenradi spg&j producét mikroskopiskas alges (Chlamydomonas reinhardtii,
Scenedesmus obliquus, Chlorella u.c.) un cianobakt€rijas (Anabaena variabilis, Nostoc
punctiforme, Synechocystis sp. u.c.). Process norisinas mikroskopisko algu hloroplastos.
Cianobaktérijam biofotolize notiek heterocistas (Chandrasekhar et al. 2015).

TieSaja biofotolizé fotosint€zes gaismas reakcijas wdens tiek sadalits par skabekli,
tdenraza joniem un elektroniem. Elektronus fotosistema II un fotosisteéma I transporté uz
ferredoksinu. Ferredoksins reducé hidrogenazi (vai nitrogenazi cianobaktérijas), kas talak
parvers udenraza jonus fidenraza gaze. Tiesas biofotolizes visparigs vienadojums:

gaismas energija

2H,0O 2Hz + O2




Netiesa biofotolize sakas ar fotosintézi, kur gaismas energija tiek parvérsta kimiskaja
energija, reducgjot CO; par organisku savienojumu, no ka vélak tiek iegiits idenradis. Parasti

netiesa biofotolize notiek sekojosi (Azwar et al. 2014):

gaismas energija

6H,0 + 6CO, CsH 1206 + 602
CsH 1206 + 2H>,O — 4H; + 2CH3COOH + 2CO»,

gaismas energija

2CH3COOH + 4H>0O 8H> +4CO2

Fotofermentacija ir process, kura baktérijas, izmantojot gaismas energiju, anaerobos
apstaklos oksidé organiskus savienojumus (acetatu, laktatu, butiratu u.c.), veidojot oglskabo

gazi un tudenradi (Chandrasekhar et al. 2015):

gaismas energija

CH3COOH + 2H>0 4H> + 2CO2

Reakciju katalizé enzims nitrogenaze. Fotofermentacija notiek Iidzigi netiesas
biofotolizes beigu dalai, tikai $aja gadijuma organiskie savienojumi tiek iegiiti nevis
fotosintézes cela, bet no substrata. Fotofermentacijas veida tidenradi producé purpura neséra
bakterijas, piemeéram, Rhodobacter sphaeroides.

Tumsas fermentacija fidenradis veidojas, bakterijam metaboliz&jot organisku substratu
anaerobos apstaklos bez gaismas klatbiitnes. Par substratu var izmantot glikozi, cieti, celulozi,
ksilozi, dazadus partikas atkritumus, ka ari riipniecibas atkritumus, pieméram, j€lglicerinu
(Azwar et al. 2014). Glicerina anaerobas fermentacijas shéma paradita 1. attéla (Clomburg,
Gonzalez 2013).

Tumsas fermentacija visbiezak notiek, substratu katabolizgjot Iidz piruvatam. Tumsas
fermentacijas reakcijas bez tidenraza var papildus veidoties organiskas skabes, pieméram,
etikskabe, propionskabe, sviestskabe, abolskabe, ka ar1 etanols un butanols (Chandrasekhar et
al. 2015). Sos produktus var izmantot kimiskds un partikas riipniecibas un farmacijas
vajadzibam (Clomburg, Gonzalez 2013). Tumsas fermentacija ir raksturiga fakultativi
anaerobam bakterijam (Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Citrobacter intermedius .
c.) un obligati anaerobam bakterijam, piemeram, Clostridium butyricum.

Fakultativi anaerobas baktérijas darbojas enzims piruvat:formiat liaze, kas piruvatu
parveido par acetilCoA un skudrskabi. Skudrskabi formiat:H; liaze parveido par tidenradi un
oglskabo gazi.

Obligati anaerobas bakterijas enzims piruvat-ferredoksin oksidoreduktaze parveido
piruvatu par acetilCoA un oglskabo gazi. Reakcija notiek elektrona atdoSana ferredoksinam,
kas veic hidrogenazes reducéSanu. Reducéta hidrogenaze kataliz€ no NADH/FADH iegiitu

tidenraza jonu reducéSanu par tidenradi (Chandrasekhar et al. 2015).
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1. attéls. Glicerina anaeroba fermentacija. Saisinajumi: DHAP — dihidroksiacetona
fosfats; PEP — fosfoenolpiruvats; 1.2-PDO — 1,2-propandiols; 1.3-PDO — 1,3-propandiols
(Clomburg, Gonzalez 2013).

Figure 1. Anaerobic fermentation of glycerol. Abbreviations: DHAP — dihydroxyacetone
phosphate; PEP — phosphoenolpyruvate; 1.2-PDO - 1,2-propanediol; 1.3-PDO - 1,3-
propanediol (Clomburg, Gonzalez 2013).

Biotidenradi var efektivi producét arT hibridas sistémas, kas satur dazadas bakteriju
kultiiras un apvieno dazadus tidenraza iegtiSanas veidus, pieméram, fotofermentaciju un tumsas
fermentaciju. Sada veida tumsas fermentacija producétas organiskas skabes var tikt izmantotas

par substratu fotofermentacijas reakcijam (Balat, Kirtay 2010).

1.3. Darba izmantoto bakteriju raksturojums

Enterobacter aerogenes (2. att€ls) ir kustigas, nesporul&oSas, Gram-negativas,
fakultativi anaerobas, mezofilas, nijinveida bakterijas. Tas pieder Gammaproteobacteria
klasei, Enterobacteriales rindai, Enterobacteriaceae dzimtai un Enterobacter gintij.

Enterobacter gints bakteriju diametrs ir 0,6 lidz 1,0 um, garums no 1,2 lidz 3,0 um
(Garrity et al. 2006). Tas ir sastopamas augsné, iideni, piena produktos, ka ar1 cilvéka un
dzivnieku zarnu trakta (Atlas, Bartha 1998).

E. aerogenes cilvékam ir nosaciti patogénas bakterijas, kas slimnicu apstaklos sp&j izraisit
infekcijas pacientiem ar novajinatu imunitati, ka ar1 ieglit multirezistenci pret antibiotikam
(Davin-Regli, Pages 2015). E. aerogenes médz izraisit urincelu iekaisumu (Madigan,

Martinkko 2006).



E. aerogenes spéj veikt tumsas fermentaciju. Ferment€jot glikozi, rodas organiskas
skabes un gaze, ko veido idenradis un oglekla dioksids (CO»:H; attieciba parasti ir 2:1) (Garrity
et al. 2006).

SO 3700x 5kV -Image JAN 30 2017 13:52
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2. attels. E. aerogenes LMKK 758 uz LaNis sakaus€juma virsmas. Attéls uznemts ar
sken€joso elektronmikroskopu (A. Gruduls).
Figure 2. E. aerogenes MSCL 758 on the surface of LaNis alloy. Image captured using

scanning electron microscope (A. Gruduls).

Udenraza produkcijai tumsas fermentdcija optimalais pH ir no 6 Iidz 7. Tam
pazeminoties, idenraza produce€sana tiek partraukta. Neitralu pH ir griiti uzturét, jo tumsas
fermentacija rodas organiskas skabes, kas pH pazemina. Ir izoléts E. aerogenes celms HO-39,

kas sp&j producét tidenradi pat pie pH 4,0 (Yokoi et al.1995).



1.4. Udenraza uzglabasanas metodes

Salidzinot ar citam degvielam, tdenradis degSanas procesa izdala visvairak siltuma

energijas uz masas vienibu. Tas arT ir atjaunojams un videi draudzigs energijas nesgjs. Tom&r

tidenraza plasu pielietoSanu ka energijas uzkrajéju apgritina ta uzglabasanas apsvérumi. Lai

palielinatu tidenraza blivumu, tiek izmantotas vairakas metodes, pieméram:

1y

2)

3)

4)

fidenraza uzglabasana augstspiediena balonos, kuros maksimalais spiediens visbiezak ir
20 MPa. Ir raditi arT kompozitmaterialu augstspiediena baloni ar maksimalo spiedienu 80
MPa, pie ka tidenraza blivums ir 36 kg/m?>.

idenraza uzglabasana saskidrinata veida pie temperatiiras -252°C. Skidra agregatstavokli
tidenraza blivums ir 70,8 kg/m?® (Zuttel 2004).

fidenraza adsorbcija uz materialiem ar lielu virsmas laukumu, pieméram, oglekla
nanocaurulitém (Sakintuna et al. 2007).

tidenraza saistiSana metalhidridos vai hidridu kompleksos.

Vislielako tidenraza blivumu var iegit, to uzglabajot metalhidridu vai hidridu kompleksu

veida. Vairaki metali un to sakaus€jumi ir sp&jigi atgriezeniski saistit lielu iidenraza daudzumu,

veidojot metalhidridus (Zuttel 2004). Sp€ju saistit tdenradi nosaka izmantotais metals vai

metalu sakaus€jums, ta tiriba, morfologija un virsmas struktiira. Lai metals butu praktiski

izmantojams tidenraza uzglabasana, tam ir jaatbilst sekojosiem nosacijumiem:

1)
2)
3)
4)
)
6)
7)
8)

liela Gidenraza ietilpiba uz metala masas vienibu;

zema disociacijas temperatiira;

vidgjs disociacijas spiediens;

zema siltuma izdaliSanas hidridu veidoSanas laika;

sp€ja tdenradi saistit un atbrivot atkartoti;

atra reakcijas norise;

augsta metala izturiba pret skabekli un mitrumu;

zemas otrreiz€jas parstrades izmaksas (Sakintuna et al. 2007).

Udenradis pie paaugstinatas temperatiiras sp&j reaggt ar vairakiem parejas metaliem un to

sakaus€jumiem, veidojot metalhidridus. Vislabak reagé elektropozitivie elementi, pieméram,

skandijs (Sc), itrijs (Y), lantanidi, aktinidi, ka arT titana (Ti) un vanadija (V) grupas elementi.

Parejas metalu binarajiem hidridiem (MH,) ir izteiktas metaliskas pasibas, tie bieZi uzrada

lielas novirzes no idealas stohiometrijas (n = 1, 2, 3) un var eksistét ka vairakfazu sistémas. So

savienojumu kristalrezga struktira ir tada ka tipiskam metalam, bet ar Gdenraza atomiem starp

mezglu punktiem. Saja sistéma Gidenradim ir dalgji negativs ladins, kas ir atkarigs no metala,
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bet ir izpemums — PdHo;. Udenraza atomi kristalrezgl var atrasties tukSumos oktaedrska

pozicija, tetraedrska pozicija vai abu poziciju kombinacija (3. att€ls) (Zuttel 2003).

OE0
O30

Mono-hydride (LaH) Di-hydride (LaH,) Tri-hydride (LaH,)

3. attéls. Lantana monohidrida (LaH), dihidrida (LaH>) un trihidrida (LaH3) kristalrezga
struktiira. Lantans — dzeltens; Gidenraza atoms oktaedrska pozicija — gaisi zils; Gdenraza atoms
tetraedrska pozicija — tumsi zils (Machida et al. 2012).

Figure 3. Crystal structure of lanthanum mono-hydride (LaH), di-hydride (LaHz) and tri-
hydride (LaH3). Lanthanum — yellow; hydrogen atom in an octahedral site — light blue;
hydrogen atom in a tetrahedral site — dark blue (Machida et al. 2012).

Udenraza uzglabasana tiek lietoti arT intermetaliskie savienojumi (ABxHy) (Zuttel 2003).
Tie satur elementu ar lielu GdenraZa saistiSanas sp&ju (elements A) un elementu ar zemu
tidenraza saistiSanas sp&ju (elements B). Udenraza saistiSanai izmanto AB> un ABs klases
metalu sakausgjumus, kur A ir retzemju metals vai retzemju metalu sakausgjums, bet B ir
nikelis vai kads cits parejas metals (Rajalakshmi et al. 2000). Par elementu B bieZi izmanto
nikeli, jo tas labi katalizé tidenraza disociaciju atomos. Izmainot intermetalisko savienojumu
sastavu, var pielagot to Tpasibas.

Citas intermetalisko savienojumu grupas (ar piemé&riem) — AB3 (CeNi3, YFes), A2B7
(Y2Ni7, ThoFe7), A¢B23 (YeFeo3), AB (TiFe, ZrNi), AoB (MgoNi, TizNi).

Lielakajai dalai metalhidridu absorb&to tidenraza atomu un metala atomu (H/M) attieciba
neparsniedz 2, bet ir savienojumi ar lielaku attiecibu, pieméram, BaReHo (H/M = 4,5).

Sava viegla svara un lielas Udenraza ietilpibas dél tiek pétiti arT metala hidridu kompleksi.
Tajos metals péc tidenraza saistiSanas veido kompleksu savienojumu, piem&ram, izmantojot
aluminiju vai boru, p&c tidenraza saistiSanas veidojas anjoni [BH4] un [AlH4] , kurus kompensé

katjoni, pieméram, Na (Zuttel 2003).
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Viens no visvairak pétitajiem sakaus€jumiem tdenraza uzglabasanai ir ABs klases
sakausgjums LaNis (Sakintuna et al. 2007). Tas spgj saistit lidz apmeéram 1,8% tidenraza uz
kop&jo masu (Matar 2010). Tomer ta izmaksas ir relativi lielas, un tidenraza saistiSanas spgja
samazinas péc daziem izmantoSanas cikliem (Sakintuna et al. 2007).

Komerciali pieejamajiem ABs sakaus€jumiem parasti ir jaukts sastavs — A pozicija parasti
satur ceriju (Ce), lantanu (La), neodimu (Nd) un prazeodimu (Pr), bet B pozicija ir nikelis (Ni),

aluminijs (Al), mangans (Mn), kobalts (Co), ka arT citi metali (Srinivasan et al. 2014).
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Izmantotas iekartas un piederumi

Barotnu sagatavoSana un baktériju kultivéSana tika veikta, izmantojot Latvijas
Universitates Mikrobiologijas un biotehnologijas katedras laboratorijas iekartas un piederumus
(1. tabula). Barotnu gazes fazes sastava noteikSana ar masspektrometru, elektronmikroskopija
un termogravimetrija tika veikta, izmantojot Latvijas Universitates Cietvielu fizikas institiita

iekartas (2. tabula).

1. tabula

Mikrobiologijas un biotehnologijas katedras laboratorijas iekartas un piederumi.
Table 1

Laboratory equipment of Department of Microbiology and Biotechnology.

Nosaukums

Razotajs, razotajvalsts

Aluminija vacini seruma pudelém

Supelco, ASV

Autoklavs Sanyo Electric Co., Ltd., Japana
Centrifiiga 5417R Eppendorf AG, Vacija
Centriftuiga 5810R Eppendorf AG, Vacija

Fotometrs MD 200 Tintometer GmbH, Vacija

Gumijas aizbazni seruma pudelem

Gotlands Gummifabrik, Zviedrija

Laboratorijas svari

Adrona, Latvija

Laminaras plismas skapis BH-EN 2005

Faster, Italija

Mikrocentrifuiga Sigma 1-14

Sigma Laborzentrifugen GmbH, Vacija

Petri plates

Sarstedt, Vacija

pH metrs AD1405

Adrona, Latvija

PVDF filtri ar poru diametru 0,22 um

Carl Roth GmbH, Vacija

Seruma pudelu aizvakotajs

Supelco Analytical, ASV

Seruma pudelu atvakotajs

Supelco Analytical, ASV

Spektrofotometrs Ultrospec 3100 pro

Amersham Biosciences, ASV

Stikla seruma pudeles (50 mL)

Supelco, ASV

Termoreaktors RD 125

Tintometer GmbH, Vacija

Termostats KB53

Binder, Vacija

Vienreizgjas lietoSanas §lirces

Sagimed, Kina
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2. tabula

Cietvielu fizikas institita laboratorijas iekartas.

Table 2

Laboratory equipment of Institute of Solid State Physics.

Nosaukums Razotajs, razotajvalsts
Diferencialais termogravimetrs DTG-60 Shimadzu, Japana
Laboratorijas svari GR-200 A&D, Japana
Masspektrometrs RGAPro 100 Hy-Energy, Francija

Skengjosais elektronmikroskops Phenom
P Phenom World, Niderlande
i)

Termostats Memmert, Vacija

Abus petijuma izmantotos ABs tipa sakaus€jumus ieguva no Cietvielu fizikas institiita.
LaNis sakauséjumu CFI iegadajas no Treibacher Industrie AG (Vacija), jaukta sastava ABs
sakausgjumu (3. tabula) — no Gesellschaft fur Elektrometallurgie (Vacija). CFI metala
sakausgjumu sagatavoja izmantoSanai, vairakas reizes kars€jot Iidz 170°C un atdzesgjot

tdenraza atmosfera, lidz panaca efektivu idenraza saistisanos.

3. tabula
Jaukta sastava ABs sakaus€juma saturs
Table 3

Contents of multicomponent ABs alloy

Elements Saturs
La (52%)
Ce (30,23%)
Nd (12,93%)
Pr (4,81%)
Co
B Mn
Al
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2.2. Izmantotas bakterijas

Darba tika izmantotas bakterijas no LU Latvijas Mikroorganismu kultiru kolekcijas —

Enterobacter aerogenes LMKK 758 un Pseudomonas putida LMKK 650.

2.3. Bakteriju kultivéSana anaerobos apstaklos

Bakterijas tika kultivétas Skidras, anaerobas 35 mL barotn€s. Bakteriju kultivéSanai
nepiecieSamas barotnes sastavdalas (4. tabula) iz8kidinaja tideni un steriliz&ja autoklava 15

miniites 120°C temperatiira.

4. tabula
Barotnes sastavs.
Table 4

Growth medium ingredients.

Sastavdala Daudzums, g/L Daudzums uz 35 mL Razotajs,
barotni, mg razotajvalsts
Fluka Biochem,
Triptons 1,0 35 .
Sveice
Rauga ekstrakts 2,5 87,5 Sifin, Vacija

Cisteins HC1-H,O

(tiek pievienots

oq Sigma-Aldrich,
atseviski péc 0,5 17,5 .
Vacija
barotnes
sterilizacijas)
Glicerins (noteiktiem -
‘ 6,0 210 Stanlab, Polija
barotnu paraugiem)
Jelglicerins
(noteiktiem barotnu 6,0 210 Bio-Venta, Latvija
paraugiem)

Autoklava steriliz€ja ar1 50 mL stikla seruma pudeles. P&c sterilizacijas seruma pudelés
ielgja 35 mL sterilizétas barotnes un pievienoja 0,1 mL sagatavota cistetna Skidruma ar

koncentraciju 175 g/L, kas tika sterilizets, to filtr€jot caur PVDF filtru ar poru diametru 0,22
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pm. P&c tam noteiktiem barotnu paraugiem nosveéra un pievienoja vienu gramu aktivéta ABs
sakaus€juma pulvera veida, ka ar1 0,2 mL svaigas bakteriju suspensijas. Lai izvairitos no metala
sakaus€juma saskares ar gaisu, ABs pulveris tika pievienots barotném anaeroba boksa, kas tika
izpists ar argona gazi. AtseviSkos eksperimentos, nepartraukti mérot barotnes pH ar pH metru,
barotnei vai kontrolei ar tideni pievienoja HCl (Centro-Chem, Polija) vai NaOH (BDH,
Lielbritanija) lidz ieguva noteiktu pH Itmeni.

P&c barotnu pagatavosanas un bakteriju pievienosanas pudeles hermétiski noslédza ar
sterilu gumijas aizbazni un aluminija vacinu. Gumijas aizbazni caurdiira ar divam adatam — pa
vienu adatu pievadija barotnes Skidruma fazei argonu (SIA AGA, Latvija), pa otru adatu lava
gazei no pudeles izplist, neradot parspiedienu pudel€. Ar argonu katru pudeli izptita apméram
pusotru miniiti. Rezultata barotnes gazes fazi nomainija argons, nodroSinot anaerobus
apstaklus. Dala eksperimentu paraugs tika izpists ar tidenradi (SIA AGA, Latvija). Atseviskos
eksperimentos ar 20 mL Slirci pudelé tika ievadita papildus gaze (argons vai tidenradis), radot
paaugstinatu spiedienu. P&c pudelu izptisanas barotnes sakratija un inkubgja termostata 24 + 2
stundas 37°C temperatiira.

Lai noteiktu bakteriju koncentraciju suspensija, to atSkaidija 1/10 ar sterilu @ideni un ar
spektrofotometru noteica atSkaiditas suspensijas absorbciju pie vilnu garuma 540 nm.

Atseviskos eksperimentos p&c kultivéSanas tika noteikts bakteriju daudzums barotné
(kvv/mL). Lai noteiktu bakteriju daudzumu barotng, no barotnes §kidras fazes panéma paraugu,
pagatavoja piecu atSkaidijumu sérijas un no katra no atSkaidijumiem 100 pl uzs€ja uz Petri
platém ar agarizétu R2A barotni. Barotnes tika kultivétas istabas temperatiira 2 — 3 dienas. Péc
kultivéSanas saskaitija izaugusas kolonijas un aprékinaja kolonijas veidojoSo vienibu (kvv)
skaitu uz mililitru barotnes.

Agarizeéto R2A barotnu pagatavoSanai paredz&to maisjjumu (Difco R2A Agar, Becton,
Dickinson and Company, ASV) suspend&ja tideni (18,2 grami uz vienu litru tGdens) un
autoklaveja 15 miniites 121°C temperatiira. Pec autoklavésanas barotnes I€ja Petri platés ar

diametru 9 cm — uz vienu Petri plati aptuveni 25 mL barotnes.
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4. attels. Eksperimentos izmantotas barotnes péc 24 h kultivacijas. Paraugu sastavs: 1. —
E. aerogenes, barotne, glicerins; 2. — E. aerogenes, barotne, glicerins, LaNis; 3. — E. aerogenes,
barotne, glicerins, jaukta sastava ABs.

Figure 4. Growth media used in experiments after 24 h of cultivation. Components of
samples: 1. — E. aerogenes, growth medium, glycerol; 2. — E. aerogenes, growth medium,

glycerol, LaNis; 3. — E. aerogenes, growth medium, glycerol, multicomponent ABs alloy.

2.4. Gazu analizes

P&c 24 stundu inkubacijas barotn€m noteica gazes fazes sastavu, caurdurot seruma
pudeles gumijas aizbazni ar adatu un ievadot gazes paraugu masspektrometra. Gazu spektra
analizei izmantoja programmu rga 3.0 (Stanford Research System, ASV).

Katru paraugu gatavoja 2 atkartojumos. Otrajam barotnu atkartojumam neveica
masspektrometriju, bet noteica izdalitas gazes tilpumu, péc 24 stundu inkubacijas caurdurot
seruma pudeles gumijas aizbazni ar 20 mL vienreizgjas lietoSanas Slirci. Ja barotnes gazes faze
bija parspiediens, tad gaze iepliida Slirce, kur var€ja nolasit inkubacijas laika izdalitas gazes

tilpumu.
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2.5. Hromatografija

Dala eksperimentu p&c inkubacijas un gazu analiz€m pudel@s esosa barotne tika parlieta
ependorfa mégenés un centrifugéta, lai no barotnes atdalitu baktérijas un suspendéto ABs
sakaus¢jumu. Ieghtais supernatants tika ar pipeti parnests uz citam mégeném, kuras sasaldéja
1idz barotnes sastava analizu veikSanai ar hromatografu LU Mikrobiologijas un biotehnologijas
instititd. Hromatografija tika veikta ar augstefektigo Skidruma hromatografu Agilent 1100
(Agilent Technologies, ASV), izmantojot Shodex Asahipak SH1011 (Showa Denko, Japana)
kolonnu (kolonnas garums — 300 mm, ieks§€jais diametrs — 8,0 mm) ar priekSkolonnu SH-G
(garums — 50 mm, iek$€jais diametrs — 6 mm), pie temperatiiras 50°C. Mobila faze — 0,01 N
H>SO4. Mobilas fazes atrums — 0,6 mL/min. Kolonna ievadama parauga daudzums — 5 pl.
Glicerina un etanola noteikSanai tika izmantots diferencialais refraktometrijas detektors RID
G1362. Organiskas skabes noteiktas, izmantojot diodu matricas detektoru (DAD) G1315B,

vilna garums — 210 nm.

2.6. Termogravimetrija

P&c barotnu inkubacijas un gazu analiz€m barotnes saturu parlgja varglaze un gaidija, [idz
ABs pulveris nosédas varglazes apaksa. Lieko barotnes skidrumu nol&ja nost un ABs pulveri
vairakas reizes skaloja ar iideni. leguva metala sakaus€juma pulvera suspensiju ident, ko filtréja
caur filtrpapiru. Filtrpapirus ar metala sakauséjumiem Zav€ja 1 lidz 12 stundas istabas
temperatiira vai ledusskapi pie 4°C ar ventilatoru lidz termogravimetrijas veikSanai. Péc
nozavésanas nosvéra aptuveni 70 mg parauga un ievietoja aluminija tigeli, ko p&c tam ievietoja
termogravimetra. Ar termogravimetru paraugam noteica sakotn€jo masu un masas zudumu

karsgjot Iidz 155°C. KarséSana notika, temperatiirai paaugstinoties par 10°C minttes laika.

2.7. Datu statistiska apstrade

Statistiskaja apstrade un datu att€losana tika izmantota programmas R versija 3.2.3. Par
rezultatu butiskuma Itmeni pienéma 0,05. Vid€jo aritmétisko salidzinasanai tika izmantota
funkcija t.test. Pirsona korelacijas koeficients tika noteikts, izmantojot funkciju cor.test. Vidgjas

vertibas un to standartnovirzes grafiski tika att€lotas izmantojot funkciju plot.
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3. REZULTATI UN DISKUSIJA

3.1. Barotnu gazes fazes masspektrometriska analize

Ar masspektrometru nosakot barotnu gazes fazes sastavu péc 24 stundu kultivéSanas (5.
attels), vislielako tidenraza daudzumu konstatgja 4. parauga, kas satur barotni, glicerinu, E.
aerogenes un jaukta sastava ABs sakaus€jumu — maksimalais Gidenraza daudzums 23,1%.
Kontroles paraugi, kam netika pievienotas bakterijas, uzradija niecigu tidenraza daudzumu

(0,0% — 0,2%).
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5. attéls. Vidgjais tdenraza daudzums (%) barotnu gazes fazeé pec 24 h kultivacijas.
Paraugu sastavs: 1. — E. aerogenes, barotne; 2. — E. aerogenes, barotne, glicerins; 3. — E.
aerogenes, barotne, glicerins, LaNis; 4. — E. aerogenes, barotne, glicerins, jaukta sastava ABs;
5. — barotne, glicerins; 6. — barotne, glicerins, LaNis.

Figure 5. Average amount of hydrogen (%) in the gas phase sample of growth media after
24 h of cultivation. Components of samples: 1. — E. aerogenes, growth medium; 2. — E.
aerogenes, growth medium, glycerol; 3. — E. aerogenes, growth medium, glycerol, LaNis; 4. —
E. aerogenes, growth medium, glycerol, multicomponent ABs alloy; 5. — growth medium,

glycerol; 6. — growth medium, glycerol, LaNis.
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Salidzinot 1. un 2. paraugu, tika noteikta statistiski biitiska ietekme glicerina
pievienosanai uz Udenraza daudzumu gazes faze (p =0,0195). Parauga, kas nesatur&ja glicerinu,
procentualais fidenraza daudzums vidgji bija 7,1%, parauga, kas saturgja glicerinu — 16,3%.
Salidzinot 2. un 3. paraugu, tika noteikts, ka LaNis sakaus€juma pievienoSana barotnei
statistiski butiski samazinaja tidenraza procentudlo daudzumu gazes fazé (p = 0,00016).
Paraugs, kas saturgja LaNis, uzradija vidgjo fidenraza procentualo daudzumu 6,7%. Jaukta
sastava ABs sakaus&juma pievienosana barotnei uzradija statistiski biitisku (p = 4.7 x 10©)
tdenraza procentuala daudzuma palielinasanos salidzinajuma ar 2. paraugu, kas ABs pulveri
nesaturgja. Vidgjais Udenraza procentualais daudzums paraugd ar jaukta sastava ABs
sakausgjumu — 22,9%.

Atseviskos eksperimentos ka kontroli termogravimetrijas meérfjumiem izmantoja
Pseudomonas putida, kas ir aerobas nijjinveida bakterijas (Garrity et al. 2006) — anaerobos
apstaklos tdenradi nerazo. Visi paraugi, kas satur€ja E. aerogenes (1. — 4.), péc udenraza
procentuala daudzuma uzradija statistiski biitisku atSkiribu no kontroles paraugiem (5. un 6.),
kas E. aerogenes nesaturgja, ka arl no parauga, kas saturja Pseudomonas putida kontroli.
Parauga ar Pseudomonas putida noteiktais idenraza daudzums bija 0,1%.

Paraugos, kas satur€ja E. aerogenes, tika konstatéts ar1 palielinats CO, daudzums (6.
attels) — oglskaba gaze ir viens no tumsas fermentacijas produktiem, kas veidojas reiz€ ar
udenradi. Oglskabas gazes procentuala daudzuma rezultati liela méra atkartoja Udenraza
procentuala daudzuma rezultatus. Statistiski batiski atSkiras 1. un 2. paraugs — ar un bez
glicerina pievienosanas (p = 0,000176), 2. un 3. paraugs — ar un bez LaNis pievienoSanas (p =
0,00185), ka ar1 2. un 4. paraugs ar un bez jaukta sastava ABs pievienoSanas (p = 0,00619). Visi
paraugi, kas satur€ja E. aerogenes (1. — 4.), statistiski biitiski atS8kiras no abiem kontroles

paraugiem (5. un 6.) un no Pseudomonas putida kontroles.
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6. attels. Vidgjais oglskabas gazes daudzums (%) barotnu gazes faze péc 24 h kultivacijas.
Paraugu sastavs: 1. — E. aerogenes, barotne; 2. — E. aerogenes, barotne, glicerins; 3. — E.
aerogenes, barotne, glicerins, LaNis; 4. — E. aerogenes, barotne, glicerins, jaukta sastava ABs;
5. —barotne, glicerins; 6. — barotne, glicerins, LaNis.

Figure 6. Average amount of carbon dioxide (%) in the gas phase sample of growth media
after 24 h of cultivation. Components of samples: 1. — E. aerogenes, growth medium; 2. — E.
aerogenes, growth medium, glycerol; 3. — E. aerogenes, growth medium, glycerol, LaNis; 4. —
E. aerogenes, growth medium, glycerol, multicomponent ABs alloy; 5. — growth medium,

glycerol; 6. — growth medium, glycerol, LaNis.

Visos paraugos izméritais CO2 procentualais daudzums bija lielaks par Hz procentualo
daudzumu. So sakaribu var skaidrot ar to, ka péc seruma pudelu izpuidanas viss skabeklis nebija
pilniba apmainijies ar argonu. Rezultata E. aerogenes veica aerobo elpoSanu, metabolizgjot
nedaudz pari palikuso O; par CO2. Tomér visos paraugos, iznemot 3. paraugu ar LaNis (p =
0,0377), §1 sakariba nebija statistiski butiska. Tresaja parauga vid€jais H> daudzums bija 6,7%,
vidgjais CO2 daudzums — 11,5%. Tika arT konstateta cieSa pozitiva statistiski bitiska korelacija
(p=0,916, p =2.24 x 10) starp izmérito H> un CO» procentudlo daudzumu.

Viena no eksperimenta veikSanas reizém tika noteikts H> un CO> procentualais daudzums

parauga ar E. aerogenes, barotni un j€lglicerinu — 15,5% un 19,3%. Izmeéritais H» un CO»
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procentualais daudzums bija nedaudz augstaks parauga ar E. aerogenes, barotni un glicerinu
Saja pasa eksperimenta veikSanas reiz€ — 17,1% un 19,8%.

Gandriz visos eksperimentos izm@ritaja gazes sastava tika konstatéta neliela O, N», ka
ar1 H>O klatbiitne. To var izskaidrot gan ar nepilnigu seruma pudelu izpiiSanu ar argonu, gan
arl ar to, ka pirms gazes parauga ievadiSanas nevar€ja nodroSinat pilnigu vakuumu
masspektrometra — taja nelielos daudzumos iekluva gaiss un tidens no argjas vides.

Netika konstatéta statistiski butiska korelacija starp péc absorbcijas noteikto relativo
baktériju koncentraciju suspensija (5. pielikums), ko pievienoja barotném, un H> procentualo
daudzumu paraugos ar E. aerogenes, barotni un glicerinu (p = 0,8366). H> procentuala
daudzumu varig€Sanu starp paraugiem var skaidrot arT ar citiem faktoriem — pudelu izpiiSanas ar
argonu efektivitati, atSkirigu ilgumu starp bakt€riju pievienoSanu un paraugu ielikSanu
inkubgties, ka arT nelielam inkubacijas ilguma izmainam.

Fakts, ka pec LaNis pulvera pievienoSanas barotnu gazes faz€ samazinajas gan H», gan
CO; procentualais daudzums, norada uz LaNis inhib&joSo ietekmi uz bakteriju augSanu vai
anaeroba metabolisma celu, kura rodas Hz un CO». Jaukta sastava ABs pulvera pievienoSana
savukart atstaja pozitivu ietekmi uz H> un CO; producgsanu. leprieks§€jos petijumos ir izvirzita
hipotéze, ka pozitivie rezultati paraugos ar jaukta sastava ABs pulveri ir saistiti ar to, ka
bakterijas aug labak, ja tam ir substrats pie ka piekerties (Valucka 2015). Tom&r nav pieejams
pietieckami daudz informacijas, lai hipot€zi parliecinosi apstiprinatu.

Viena no eksperimenta veikSanas reizém tika veikti mérjjumi paraugam, kura LaNis
pulveris tika pievienots barotnei pirms sterilizacijas autoklava, un pirms inkubacijas barotne
tika atbrivota no LaNis pulvera, kas bija nos€dies pudeles apaksa. legitie H, un CO»
procentuala daudzuma merijumi Saja parauga (9,5% un 11,6%) uzradija vel lielaku inhib&josu
ietekmi par paraugu, kas saturgja LaNis pulveri inkubacijas laika (13,0% un 15,4%). Parauga,
kas hidridus veidojoSos metalus nesaturgja, H> un CO, daudzums bija 15,4% un 17,1%,
savukart parauga ar jaukta sastava ABs pulveri — 22,7% un 23,5%. legiitie rezultati norada uz
to, ka LaNis pulveris, tam atrodoties barotn€, izmaina tas sastavu, inhib&jot Udenraza
producesanu vai bakteriju augSanu, tacu taja pasa laika savu fizikalo 1pasibu dé] metala pulvera
(LaNis vai jaukta sastava ABs) klatbiitne baktériju augSanu uzlabo.

Tomer iegiitie masspektrometrijas rezultati neizslédz tidenraZa saistiSanos metala hidridu
veida, jo LaNis sakaus€juma pievienosana samazinaja vidéjo H> procentualo daudzumu par

58,5%, tacu videjo CO; procentualo daudzumu tikai par 35,6%.
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3.2. Izdalitas gazes tilpums

Ta ka galvenas gazes, kas izdalas E. aerogenes anaeroba metabolisma procesa, ir H> un
COa», sakaribas starp paraugiem H> un CO; procentualajos daudzumos atkartojas ari izdalitas
gazes tilpuma rezultatos (7. attéls). Tika konstat€ta cieSa pozitiva statistiski biitiska korelacija
starp izdalitas gazes tilpumu un H, procentuilo daudzumu (p = 0,934, p = 2.08 x 10°'%), ka ar1
starp izdalitas gazes tilpumu un CO, procentualo daudzumu (p = 0,957, p = 3,57 x 107?).
Konstatéto korelaciju var izmantot, ja ir nepiecieSams atri noteikt aptuveno tdenraza

producésSanas efektivitati, jo masspektrometrijas metode ir laikietilpiga.
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7. att€ls. Vidgjais izdalitas gazes tilpums (mL) p&c 24 h kultivacijas. Paraugu sastavs: 1.
— E. aerogenes, barotne; 2. — E. aerogenes, barotne, glicerins; 3. — E. aerogenes, barotne,
glicerins, LaNis; 4. — E. aerogenes, barotne, glicerins, jaukta sastava ABs; 5. — barotne,
glicerins; 6. — barotne, glicerins, LaNis.

Figure 7. Average gas production volume (mL) after 24 h of cultivation. Components of
samples: 1. — E. aerogenes, growth medium; 2. — E. aerogenes, growth medium, glycerol; 3. —
E. aerogenes, growth medium, glycerol, LaNis; 4. — E. aerogenes, growth medium, glycerol,
multicomponent ABs alloy; 5. — growth medium, glycerol; 6. — growth medium, glycerol,

LaNis.
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Vislielakais izdalitas gazes tilpums tika konstatéts 4. parauga, kas satur€a barotni,
glicerinu, E. aerogenes un jaukta sastava ABs sakaus€jumu. Maksimalais izdalitas gazes
tilpums — 26,5 mL.

Statistiski butiski at$kiras 1. un 2. paraugs — ar un bez glicerina pievienoSanas (p = 5,51
x 10), 2. un 3. paraugs — ar un bez LaNis pievienosanas (p = 0,00015), ka ari 2. un 4. paraugs
ar un bez jaukta sastava ABs pievienosanas (p = 1,56 x 10°). Visi paraugi, kas saturéja E.
aerogenes, iznemot 1. paraugu, statistiski buitiski at$kiras no abiem kontroles paraugiem un no
Pseudomonas putida kontroles.

Ta ka masspektrometrijas meérijumu veikSana samazina gazes spiedienu pudel€, vienam
un tam pasam paraugam nevargja reiz€ veikt masspektrometriju un noteikt precizu no parauga
izdalitas gazes tilpumu. Tade] katrs paraugs tika taisits 2 atkartojumos, kur vienam
atkartojumam veica masspektrometriju, otram — izdalitas gazes tilpuma mérjjumus. Lai ari
atseviSki eksperimenta apstakli (precizs inkubacijas ilgums, Stinu skaits baktériju suspensija un
barotnes izptiSanas ar argonu efektivitate) starp eksperimenta veiksSanas reizém nedaudz varigja,
apstakli bija diezgan nemainigi vienas eksperimenta veikSanas reizes ietvaros. Tadgl, ja pienem,
ka no barotnes izdalitas gazes tilpums ir vienads abos atkartojumos, var izdarit secinajumus par
izdalito Hz un COz tilpumu uz 35 mL barotnes (8. attéls).

Uz 35 mL barotnes vislielakais vidgjais H» tilpums barotnes gazes faze tika noteikts 4.
parauga ar jaukta sastava ABs — 9,5 mL (par 93,9% vairak neka parauga bez ABs). Paraugs bez
metala hidridus veidojoSu sakaus€jumu pievienoSanas uzradija vid€jo H: tilpumu 4,9 mL,
paraugs ar LaNis — 1,6 mL (par 67,3% mazak neka parauga bez LaNis). Parauga bez glicerina
uz 35 mL barotnes vid€ja H> produkcija bija tikai 1,3 mL — glicerina pievienoSana palielinaja
E. aerogenes 1zdalita tidenraza daudzumu par 276,9%.

Viena no eksperimenta veikSanas reizé€m tika noteikts izdalita idenraZa tilpums parauga
ar E. aerogenes, barotni un jélglicerinu — 4,6 mL. Saja pasa eksperimenta veikSanas reizé
parauga ar E. aerogenes, barotni un glicerinu noteica izdalita Gidenraza tilpumu 5,2 mL, kas ir

par 13,0% vairak.
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8. attels. Vidgjais producéta H> un CO: tilpums (mL) barotnu gazes fazé péc 24 h
kultivacijas. Paraugu sastavs: 1. — E. aerogenes, barotne; 2. — E. aerogenes, barotne, glicerins;
3.— E. aerogenes, barotne, glicerins, LaNis; 4. — E. aerogenes, barotne, glicerins, jaukta sastava
ABs; 5. — barotne, glicerins; 6. — barotne, glicerins, LaNis.

Figure 8. Average gas production volume (mL) of Hz and CO» after 24 h of cultivation.
Components of samples: 1. — E. aerogenes, growth medium; 2. — E. aerogenes, growth medium,
glycerol; 3. — E. aerogenes, growth medium, glycerol, LaNis; 4. — E. aerogenes, growth
medium, glycerol, multicomponent ABs alloy; 5. — growth medium, glycerol; 6. — growth

medium, glycerol, LaNis.

3.3. Bakteriju daudzums barotnes

Lai noteiktu, vai LaNis un jaukta sastava ABs sakausgjuma ietekme uz gazu izdaliSanos
ir saistita ar bakteriju daudzuma izmainam barotné vai ar1 izmainam metabolisma, tika veikta
kolonijas veidojoSo vienibu skaita noteikSana uz mililitru barotnes (5. tabula). Kolonijas
veidojoSo vienibu skaita izmaina tika noteikta gan E. aerogenes, gan P. putida, lai zinatu, vai
metala hidridu veidojoSo sakaus€jumu ietekme uz bakteriju daudzumu izpauzas dazadu
taksonomisko grupu baktérijam.

Barotnés ar E. aerogenes kolonijas veidojoSo vienibu skaitu statistiski biitiski samazinaja

gan LaNis pievienoSana (p = 0,0389), gan jaukta sastava ABs pievienosana (p = 0,0412).
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Barotnés ar P. putida gan LaNis pievienoSana, gan jaukta sastava ABs pievienoSana statistiski
butisku ietekmi uz kolonijas veidojoSo vienibu skaitu neatstaja.

legiitie rezultati diemzel neatklaj patieso kolonijas veidojoSo vienibu skaitu barotn&s, jo
uznemtie elektronmikroskopijas atteli (2. att€ls) liecina, ka petijjuma izmantotas bakterijas
dzivo un aug arT uz metala hidridus veidojoSo sakauséjumu dalinu virsmas. Lai ar1, pagatavojot
atSkaidijumu s€rijas, pirms katra nakama atSkaidijuma veikSanas mégenes tika vorteksétas, ABs
pulveris atri nosédas mégenes apaksa, pirms suspensija tika ar pipeti parnesta uz nakamo
atSkaidijumu. Rezultata pedgejos atskaidijumos gandriz nemaz nebija ABs dalinu, un tas art var
izskaidrot mazaku kolonijas veidojoSo vienibu skaitu paraugos ar hidridus veidojoSajiem

sakausgjumiem — bakterijas nogulsngjas kopa ar metala dalinam.

5. tabula

Kolonijas veidojoSo vienibu skaits barotnés péc 24 h kultivéSanas. Paraugu sastavs: 1. —

E. aerogenes, barotne, glicerins; 2. — E. aerogenes, barotne, glicerins, LaNis; 3. — E. aerogenes,

barotne, glicerins, jaukta sastava ABs; 4. — P. putida, barotne, glicerins; 5. — P. putida, barotne,
glicerins, LaNis; 6. — P. putida, barotne, glicerins, jaukta sastava ABs.

Table 5

Colony forming units in growth media after 24 h of cultivation. Components of samples:

1. — E. aerogenes, growth medium, glycerol; 2. — E. aerogenes, growth medium, glycerol,

LaNis; 3. — E. aerogenes, growth medium, glycerol, multicomponent ABs alloy; 4. — P. putida,

growth medium, glycerol; 5. — P. putida, growth medium, glycerol, LaNis; 6. — P. putida,

growth medium, glycerol, multicomponent ABs alloy.

Kolonijas veidojoSo vienibu skaits, kvv/mL
Parauga numurs
1. atkartojums 2. atkartojums Vidgja vertiba
1. 6,60 x 107 5,70 x 107 (6,15+0,64) x 107
2. 3,30 x 107 2,30 x 107 (2,80 £0,71) x 10’
3. 1,58 x 107 1,91 x 107 (1,75 +0,23) x 107
4, 0,97 x 10’ 1,53 x 10’ (1,25+0,40) x 10’
5. 8,64 x 10° 7,84 x 10° (8,24 £0,57) x 10°
6. 1,44 x 107 2,26 x 107 (1,85 +0,58) x 107
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3.4. Barotnu hromatografiska analize

Lai var€tu spriest par metaboliskajiem procesiem barotné un lai noteiktu metaboliz&ta

glicerina daudzumu, tika veikta barotnu hromatografiska analize (6. tabula).

6. tabula

Barotnu hromatografisko analizu rezultati peéc 24 h kultivéSanas. Paraugu sastavs: 1.

barotne; 2. — E. aerogenes, barotne; 3. — barotne, jelglicerins; 4. — E. aerogenes, barotne,

jelglicerins; 5. — barotne, glicerins; 6. — E. aerogenes, barotne, glicerins; 7. — E. aerogenes,
barotne, glicerins, LaNis. nn — nav noteikts.

Table 6

Chromatographic analysis results of growth media after 24 h of cultivation. Components

of samples: 1. — growth medium; 2. — E. aerogenes, growth medium; 3. — growth medium,

crude glycerol; 4. — E. aerogenes, growth medium, crude glycerol; 5. — growth medium,

glycerol; 6. — E. aerogenes, growth medium, glycerol; 7. — E. aerogenes, growth medium,

glycerol, LaNis. nn — not quantified.

Koncentracija, g/L
. | E | o o 2 | 4 | .
=2 2|8 2|22 2 2 2 2
s & 7 ia 2 S o <
1. 0,013 | nn 0,068 | 0 nn 0,098 | nn 0 nn
. 2. 0,018 | 0,018 | 0,067 |0 nn 0,078 | nn 0 nn
1. 0,036 | 0,020 | 0,064 | 0,079 | nn 0,167 | nn 0 nn
> 2. 0,060 | 0,008 | 0,090 | 0,085 | nn 0,122 | nn 0 nn
1. 0,016 | nn 0,031 |0 nn 0,086 | nn 2,003 | nn
> 2. 0,014 | nn 0,063 [ 0,011 [nn 0,072 | nn 2,013 | nn
1. 0,050 | nn 0,077 | 0,015 | nn 0,138 | nn 1,501 | nn
+ 2. 0,196 | nn 0,147 | 0,082 | nn nn nn nn nn
1. 0,024 | nn 0 0,009 | nn 0,050 | nn 3,208 | nn
> 2. 0,016 | nn 0,059 | 0,007 | nn 0,050 | nn 3,214 | nn
6 1. 0,046 | nn 0,076 | 0,017 | nn 0,070 | nn 2,632 | nn
2. 0,049 | 0,134 | 0,072 | 0,016 | nn 0,080 | nn 2,608 | nn
1. 0,034 | 0,170 | 0,080 | 0,021 | nn 0,100 | nn 2,956 | nn
k 2. 0,041 | 0,175 | 0,070 | 0,021 | nn 0,080 | nn 2,901 | nn
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legttie rezultati uzrada dzintarskabes, skudrskabes un etikskabes klatbiitni barotné, kas
bija paredzams, jo Sis vielas ir Enterobacter aerogenes glicerina anaerobas fermentacijas
produkti (1. attels).

Tika konstatéta arT pienskabes un izobutanola klatbiitne. Lai ar1 E. aerogenes nepieder
pie pienskabes bakterijam, ir informacija par atsevisku E. aerogenes celmu, pieméram, HU-101
(Rachman et al. 1997) un ATCC 29007 (Thapa et al. 2017) sp&ju producet pienskabi. Par E.
aerogenes sp&ju razot izobutanolu informacijas triikst. Ar génu inZenierijas palidzibu ir raditi
mikroorganismi, kas ir spgjigi veikt izobutanola produc€Sanu, tacu daba tikai dazi
mikroorganismi sp€j razot izobutanolu nelielos daudzumos (Felpeto-Santero et al. 2015).

Dzintarskabe, skudrskabe, etikskabe, pienskabe un izobutanols tika konstatets ari
paraugos, kas bakt€rijas nesaturgja, lickot apSaubit hromatografijas rezultatu ticamibu. legiito
rezultatu ticamibu liek arT apSaubit merijjumos noteikta vidgja glicerina koncentracija 5. parauga
(3,21 g/L), kam butu jabit 6 g/L, jo paraugs nesaturéja E. aerogenes, un netika konstateta ari
izteikta gazes izdaliSanas un palielinats H» procentualais daudzums $aja parauga.

Paraugs ar E. aerogenes, barotni, glicerinu un LaNis sakausg€jumu uzradija palielinatu
vidgjo glicerina koncentraciju (2,93 g/L) salidzinajuma ar paraugu bez LaNis (2,62 g/L), kas
apstiprina pec gazu analizém konstatéto LaNis inhib&joso ietekmi uz glicerina fermentaciju.

Pec iegiitas glicerina koncentracijas tika izrékinats tdenraza produkcijas aptuvenais
iznakums. No sakotngjas glicerina koncentracijas (6 g/L) atn€ma vid€jo glicerina koncentraciju
6. parauga ar E. aerogenes, barotni un glicerinu péc inkubacijas (2,62 g/L). leguva, ka uz litru
barotnes eksperimenta tika metabolizeti 3,38 grami glicerina. Ta ka tidenradis izdalijjas ar1 2.
parauga, kas glicerinu nesatur€ja, no izdalita idenraZa tilpuma 6. parauga (5,22 mL) atnéma
izdalito Gidenraza tilpumu 2. parauga (0,83 mL) un rezultatu parrékinaja uz litru barotnes.
Ieguva, ka metabolizgjot glicerinu, paraugos uz 1 L barotnes izdalijjas 0,13 L tGdenraza. No
ieglitajam vertibam izrékinaja Gidenraza produkcijas aptuveno iznakumu — 0,15 moli tidenraza
uz molu glicerina, kas ir diezgan zems iznakums. Ieprieks€jos pétijumos (Dimanta 2015) Sim
paSam E. aerogenes celmam LMKK 758 tika ieglts iznakums 0,24 moli tidenraza uz molu
glicerina (parauga ar analitisko glicerinu pie koncentracijas 15 g/L). Jitrwung un Yargeau
(2011), izmantojot E. aerogenes ATCC 35029, ieguva tidenraza produkcijas iznakumu 0,85
mol/mol. P&c glicerina anaerobas fermentacijas shé€mas (1. att€ls) teortiski maksimalais
iznakums ir 1 mol/mol.

Glicerina koncentracija petjjuma izmantotaja jelglicerina, kas tika iegiits no SIA Bio-
Venta, nebija zinama. Ta ka jelglicerina koncentracija 3. parauga, kas nesatur€ja E. aerogenes,
bija 6 g/L, un ar hromatografiskajam analizém noteikta vidgja glicerina koncentracija $aja

parauga bija 2,01 g/L, var secinat, ka glicerina saturs izmantotaja jelglicerina ir 33,5%.
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3.5. Termogravimetrija

Sakotngjos eksperimentos paraugos ar LaNis, barotni, glicerinu un E. aerogenes ieguva
termogravimetrisko masas zudumu LaNis pulverim no 0,06% lidz 0,16% (karsgjot LaNis Iidz
155°C). Tomér paraugi, kas nesaturéja E. aerogenes, ar1 uzradija ievérojamu masas zudumu —
no 0,08% lidz 0,12%. Turpmakajos eksperimentos tika parbaudita dazadu faktoru (spiediena
barotnes gazes faz€ un pH) ietekme uz termogravimetrisko masas zudumu LaNis pulverim.

Barotnu inkubacijas laika E. aerogenes izdala gazes hermétiski noslégtas seruma pudelgs,
rezultata paaugstinot tajas spiedienu. Lai noskaidrotu, vai paaugstinats spiediens ietekmé
termogravimetrisko masas zudumu LaNis pulverim, veica eksperimentu (9. attéls), kura
paraugiem netika pievienotas bakterijas, kas varétu izmianit gazes sastavu un spiedienu, un dala
paraugu tika nodroSinats paaugstinats argona vai H» spiediens. Pus€ paraugu LaNis pulveris
atradas pudel@ kopa ar barotni un glicerinu, pargjos paraugos ar tideni. Metala sakaus€juma

pulveris p&c iznems$anas un barotnes un skaloSanas ar tideni tika zavéts ledusskapi 7 stundas.
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9. attéls. Termogravimetriskais LaNis sakauséjuma masas zudums (% no kop&jas masas),
karsgjot paraugu lidz 155°C. (Argons) — pudele izpiista ar argonu. (H2) — pudele izptsta ar
tdenradi. (p1) — pudel€ paaugstinats spiediens.

Figure 9. Thermogravimetric mass loss of LaNis alloy (% of total mass) in temperature
up to 155°C. (Argons) — bottle flushed with argon gas. (H2) — bottle flushed with hydrogen gas.
(p?T) — elevated pressure in bottle.
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Iegiitie termogravimetrijas rezultati neuzrada pamanamu ietekmi uz LaNis masas zudumu
ne paaugstinatam spiedienam, ne tam, ar kadu gazi (argonu vai H») tika izpiista pudele, kur
atradas metala sakauséjums. Tomeér izteikta ietekme ir novérojama tam, vai LaNis bija pudele
ar barotni un glicerinu vai pudelé ar tideni — abu paraugu grupu vidéjo termogravimetrisko
masas zudumu starpiba eksperimenta beigas bija 0,029%. Iegiitie rezultati liecina, ka pat pec
noskaloSanas ar iideni LaNis pulveri paliek glicerins vai vielas no barotnes, kas karséSanas laika
izdalas, samazinot LaNis pulvera masu.

E. aerogenes sava anaerobaja metabolisma rada dazadas organiskas skabes, kas samazina
vides pH, ko arT apstiprina iepriekS€jo petijumu pH mérijumi Sai pasSai barotnei (Valucka 2015).
Lai noskaidrotu vides pH ietekmi uz LaNis termogravimetrisko masas zudumu, tika veikts
eksperiments (10. att€ls), kura LaNis pulveris bija pudele kopa ar HCI skidumu tident (pH 4,7),
NaOH skidumu tident (pH 7,7), barotni ar glicerinu (pH 5,8) vai barotni ar glicerinu un NaOH
(pH 7.8). LaNis paraugi péc skaloSanas ar tideni tika zaveti 1 stundu.

legiitie rezultati uzrada nelielu pH ietekmi uz LaNis termogravimetrisko masas zudumu
paraugos, kur LaNis atradas ar argonu izpiistas pudel€s kopa ar barotni un glicerinu — pH
samazinasanas palielinaja masas zudumu par aptuveni 0,01%. lesp&jams, NaOH pievienoSana
barotnei padara to vieglak noskalojamu, samazinot LaNis termogravimetrisko masas zudumu.
Pargjie paraugi nesniedza parliecinosus rezultatus par pH ietekmi, jo paraugos ar LaNis, barotni
un glicerinu, kas tika izpsti ar idenradi, tika konstatéta baktériju kontaminacija (barotnes kluva
necaurspidigakas, tumsakas un izdalija gazi), ko, visticamak, izraisija nepietickama adatu
sterilizacija paraugu izpuSanai ar H». Paraugi ar LaNis un tdeni, kas tika izptsti ar Ha,
savstarp€ji maz atskiras, savukart paraugi, kas tika izptsti ar argonu, 11dz 100°C uzradija nelielu
masas zuduma starpibu, bet, turpinot paraugus karsét, rezultati uzradija masas pieaugumu. Lai
parliecino$i spriestu par pH ietekmi uz termogravimetrisko masas zudumu LaNis pulverim,

nepiecieSami papildus eksperimenti.
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10. attels. Termogravimetriskais LaNis sakaus€juma masas zudums (% no kopgjas
masas), kars€jot paraugu lidz 155°C. (Argons) — pudele izpiista ar argonu. (Hz) — pudele izpiista
ar Udenradi. * — paraugs kontamingts.

Figure 10. Thermogravimetric mass loss of LaNis alloy (% of total mass) in temperature
up to 155°C. (Argons) — bottle flushed with argon gas. (H2) — bottle flushed with hydrogen gas.

* — sample contaminated.

Elektronmikroskopijas atteli (2. att€ls), parada, ka pat péc noskaloSanas ar tideni petijjuma
izmantotas bakterijas ir sastopamas uz metala hidridus veidojoSo sakaus€jumu dalinu virsmas.
Lai noteiktu, vai baktériju klatbiitne LaNis pulverT palielina termogravimetrisko masas zudumu,
kars€jot paraugu, tika veikts eksperiments (11. attéls), kura LaNis, atradas barotné kopa ar
Pseudomonas putida, kas idenradi anaerobos apstaklos neproducé. Saja parauga tidenradis
nevaréja bt saistijies metala hidridu veida un izdalijies parauga karsé€Sanas laika, radot masas
zudumu. Saja eksperimenta LaNis paraugi péc skaloganas ar ideni tika zavéti 12 stundas istabas
temperatiira.

legiitie rezultati neuzrada izteiktu ietekmi Pseudomonas putida klatbiitnei parauga uz
LaNis termogravimetrisko masas zudumu — paraugs ar LaNis, barotni, glicerinu un P. putida
eksperimenta beigas uzradija tikai aptuveni par 0,003% lielaku masas zudumu par paraugu bez

bakterijam.
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11. attels. Termogravimetriskais LaNis sakaus€juma masas zudums (% no kopgjas
masas), karsgjot paraugu lidz 155°C. (Argons) — pudele izpiista ar argonu.
Figure 11. Thermogravimetric mass loss of LaNis alloy (% of total mass) in temperature

up to 155°C. (Argons) — bottle flushed with argon gas.

P&c rezultatiem var secinat, ka maksimalais termogravimetriskais masas zudums, ko
vargja bt izraisjjusi idenraza izdaliSanas, paraugu karsgjot, ir aptuveni 0,0389% — atSkiriba
starp E. aerogenes un P. putida paraugu pie 150°C. legiitais rezultats ir daudz zemaks par
literattiras datos minéto 1,8% tdenraza kapacitati (Matar 2010).

Ta ka paraugiem tika pievienots 1 grams LaNis sakaus€juma, var aprékinat, ka maksimali
iesp&jama hidridu veida saistita idenraza masa Saja eksperimenta ir 0,389 mg, kas atbilst 4,32
mL tdenraza pie 0°C un 101,325 kPa. DiemZel Sim konkrétajam eksperimentam nebija
izdevuSies masspektrometrijas meérfjumi, kas nelauj salidzinat péc masspektrometrijas
rezultatiem noteikto izdalita tidenraza tilpuma samazinaSanos LaNis ietekmé ar iegiito 4,32 mL
vertibu. Rezultatu salidzinaSanu ar1 apgriitinatu konstatéta LaNis inhib&josa ietekme uz gazu
produkciju. Lai varétu ticami spriest par hidridu veida saistita idenraZa masu, javeic karséSanas
laika izdalito gazu sastava merijumi.

Viena no eksperimentiem (12. att€ls) tika salidzinats termogravimetriskais masas zudums
LaNis un jaukta sastava ABs pulverim. Paraugi péc noskaloSanas tika zavéti 1 stundu. legutie
rezultati neuzradija atSkiribu masas zuduma starp LaNis un jaukta sastava ABs pulveri paraugos

ar barotni, glicerinu un E. aerogenes. Noteiktais maksimalais termogravimetriskais masas
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zudums parauga ar jaukta sastava ABs sakaus€jumu, barotni, glicerinu un E. aerogenes —
0,101%. Iegiita masas zuduma vertiba bija mazaka par ieprieksgjos petijumos (Dimanta et al.
2016) iegiitajiem jaukta sastava ABs sakaus€juma termogravimetriska masas zuduma
rezultatiem péc barotnes 24 stundu inkubacijas, fermentgjot jelglicerinu (0,38 + 0,16%).
Dimanta et al. (2016) salidzinaja ar1 palladija (Pd), LaNis, ABs un AB; sakaus€juma
termogravimetrisko masas zudumu p&c 72 stundu inkubacijas barotng ar jelglicerinu un E. coli.
Vislielakais saistita H> daudzums tika notekts palladijam, kam sekoja ABs, AB> un LaNis.
Veicot karséSanas laika no ABs sakaus€juma izdalito gazu masspektrometrisko analizi péc
inkubacijas barotn€ ar j€lglicerinu un E. coli, konstatéja Ho, ka ari nelielu O, CO2 un H,O

izdaliSanos no parauga.
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12. attéls. Termogravimetriskais LaNis un jaukta sastava ABs sakauséjuma masas zudums
(% no kop@jas masas), karsgjot paraugu lidz 155°C. (Argons) — pudele izpista ar argonu.
Figure 12. Thermogravimetric mass loss of LaNis and multicomponent ABs alloy (% of

total mass) in temperature up to 155°C. (Argons) — bottle flushed with argon gas.

Vienadu paraugu termogravimetriskais masas zudums dazadas eksperimenta veikSanas
reiz€s loti vari€ja. Viens izskaidrojums tam varétu biit dazads gaisa mitrums paraugu zavésanas
un uzglabasanas laika. Paraugu zavéSanas un uzglabaSanas ilgums pirms meérjjumiem ari
atSkiras starp eksperimenta veikSanas reizé€m — lai paraugs tiktu izzavets, Zzavejot ar ventilatoru,
pietika ar 1 stundu, bet vairakas eksperimenta veikSanas reiz€s paraugi pirms
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termogravimetrijas veikSanas tika pa nakti uzglabati ledusskapi, kas tika darits, jo viena parauga
termogravimetriskie mérjjumi aizn€ma aptuveni 1 stundu — ja paraugu skaits bija liels, bija
grutibas 1 dienas laika paspét veikt gan masspektrometrijas, gan termogravimetrijas merjjumus.
Termogravimetriskie mérjjumi arT bija loti jutigi pret vibracijam telpa, kurd atradas
termogravimetrs. Lielakas vibracijas telpa izraisija augSup vai lejup verstus pikus

termogravimetriska masas zuduma grafikos.
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4. SECINAJUMI

Glicerina pievienoSana barotném statistiski bitiski (p < 0,05) par 276,9% palielinaja
E. aerogenes izdalita tidenraza daudzumu inkubacijas laika.

P&tijuma izmantota LaNis sakaus€juma pievienoSana izmainija glicerinu saturosas
barotnes sastavu, statistiski bitiski (p < 0,05) par 67,3% samazinot tidenraza
daudzumu barotnes gazes faze.

Jaukta sastava ABs pulvera pievienoSana glicerinu saturosai barotnei statistiski
butiski (p < 0,05) par 93,9% palielinaja idenraza daudzumu barotnes gazes faze.
legttais wdenraza produkcijas iznakums bija 0,15 moli @idenraza uz molu
metabolizeta glicerina.

Udenraza saistiSanas metala hidridu veida, barotném pievienojot ABs tipa
sakaus€juma pulveri, netika parliecinos$i konstatéta.

Kultivésanas laika notika barotnes sastavdalu un bakt€riju $tinu adsorbcija uz LaNis
dalinam.

Maksimalais iegtitais LaNis sakaus€juma termogravimetriskais masas zudums, ko

var€ja but izraisfjusi idenraza izdaliSanas, bija 0,039%.
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PIELIKUMI



1. pielikums

Gazes fazes sastavs (%) barotnés péc 24 h kultivésanas. Atkartojumi 1. — 5. Paraugu
sastavs: 1. — E. aerogenes, barotne; 2. — E. aerogenes, barotne, glicerins; 3. — E. aerogenes,
barotne, glicerins, LaNis; 4. — E. aerogenes, barotne, glicerins, jaukta sastava ABs; 5. — barotne,
glicerins; 6. — barotne, glicerins, LaNis.

Gas phase composition (%) of growth media after 24 h of cultivation. Repetitions 1. — 5.
Components of samples: 1. — E. aerogenes, growth medium; 2. — E. aerogenes, growth medium,
glycerol; 3. — E. aerogenes, growth medium, glycerol, LaNis; 4. — E. aerogenes, growth
medium, glycerol, multicomponent ABs alloy; 5. — growth medium, glycerol; 6. — growth

medium, glycerol, LaNis.

Atkartojums Parauga Gazes sastavs, %

numurs Ar H> CO2 03 N> H,O

1. 63,6 10,2 5,5 2,9 14,1 3,5

3 79,5 1,5 42 1,9 9,6 3,3

t 5. 67,7 0,1 0,8 5,0 23,7 2,7
6 64,2 0,1 0,8 5,6 26,7 2,7

1. 83,4 6,2 8,0 0,3 1,0 0,8

2. 69,9 13,9 14,7 0,2 0,5 0,6

2. 3 87,7 0,3 5,2 1,0 5,2 0,6
5. 89,1 0,1 1,9 1,5 7,0 0,4

6. 90,0 0,0 1.5 1.4 6,6 0,4

2. 64,8 17,2 16,3 0,0 0,1 0,6

3, 3 76,7 9,5 12,1 0,0 0,4 0,7
6. 88,6 0,0 0,5 1,6 8,7 0,5

2. 64,6 15,4 18,0 0,4 0,6 0,4

3 74,9 9,2 14,1 0,1 0,8 0,4

* 5. 92,8 0,0 1,9 0,9 3,8 0,3
6. 94,4 0,1 1,7 0,5 2,7 0,4

2. 64,8 14,9 16,3 0,0 2,2 0,4

3, 69,5 43 11,4 0,8 13,2 0,7

> 5. 83,1 0,1 0,9 2,6 12,9 0,4
6. 73,9 0,1 0,8 4.4 20,5 0,5




2. pielikums

Gazes fazes sastavs (%) barotnés péc 24 h kultivésanas. Atkartojumi 6. — 9. Paraugu
sastavs: 1. — E. aerogenes, barotne; 2. — E. aerogenes, barotne, glicerins; 3. — E. aerogenes,
barotne, glicerins, LaNis; 4. — E. aerogenes, barotne, glicerins, jaukta sastava ABs; 5. — barotne,
glicerins; 6. — barotne, glicerins, LaNis.

Gas phase composition (%) of growth media after 24 h of cultivation. Repetitions 6. — 9.
Components of samples: 1. — E. aerogenes, growth medium; 2. — E. aerogenes, growth medium,
glycerol; 3. — E. aerogenes, growth medium, glycerol, LaNis; 4. — E. aerogenes, growth
medium, glycerol, multicomponent ABs alloy; 5. — growth medium, glycerol; 6. — growth

medium, glycerol, LaNis.

Atkartojums Parauga Gazes sastavs, %

numurs Ar H> CO2 Oz N2 H>O

1. 83,9 4,9 8,1 0,0 1,0 0,7

2. 60,9 17,1 19,8 0,0 0,2 0,5

° 3. 72,0 3,1 10,8 0,0 12,9 0,8
5. 93,4 0,1 1,7 0,8 3,5 0,5

2. 59,7 18,2 20,0 0,0 0,0 0,5

7. 3. 72,2 8,0 13,6 0,0 4,8 0,7
6. 88,1 0,1 0,5 1,7 9,0 0,7

2. 60,1 17,9 20,3 0,0 0,0 0,6

3. 70,5 11,8 16,4 0,0 0,0 0,6

> 4. 50,5 23,1 25,0 0,0 0,0 0,6
6. 93,7 0,2 0,7 0,9 4,0 0,6

2. 65,3 15,4 17,1 0,0 0,0 0,5

3. 70,1 13,0 15,4 0,0 0,0 0,6

9. 4. 52,3 22,7 23,5 0,0 0,0 0,5
5. 95,4 0,1 0,4 0,6 2,9 0,5

6. 96,0 0,1 0,4 0,5 2,3 0,7




3. pielikums

Izdalitas gazes tilpums (mL) p&c 24 h kultivacijas. Atkartojumi 1. — 5. Paraugu sastavs:

1. — E. aerogenes, barotne; 2. — E. aerogenes, barotne, glicerins; 3. — E. aerogenes, barotne,

glicerins, LaNis; 4. — E. aerogenes, barotne, glicerins, jaukta sastava ABs; 5. — barotne,

glicerins; 6. — barotne, glicerins, LaNis.

Gas production volume (mL) after 24 h of cultivation. Repetitions 1. — 5. Components of

samples: 1. — E. aerogenes, growth medium; 2. — E. aerogenes, growth medium, glycerol; 3. —

E. aerogenes, growth medium, glycerol, LaNis; 4. — E. aerogenes, growth medium, glycerol,

multicomponent ABs alloy; 5. — growth medium, glycerol; 6. — growth medium, glycerol,

LaNis.

Atkartojums

Parauga numurs

Izdalitas gazes tilpums, mL

1.

4,0

11,0

0,0

0,0

SO el I

0,0

—_—

5,0

11,0

0,0

0,0

0,0

13,0

4,0

0,0

15,0

8,0

1,5

1,5

13,0

5,0

0,0

SN el I S Bl Bl B BT ol I IR Il e I

2,0




4. pielikums

Izdalitas gazes tilpums (mL) péc 24 h kultivacijas. Atkartojumi 6. — 9. Paraugu sastavs:

1. — E. aerogenes, barotne; 2. — E. aerogenes, barotne, glicerins; 3. — E. aerogenes, barotne,

glicerins, LaNis; 4. — E. aerogenes, barotne, glicerins, jaukta sastava ABs; 5. — barotne,

glicerins; 6. — barotne, glicerins, LaNis.

Gas production volume (mL) after 24 h of cultivation. Repetitions 6. — 9. Components of

samples: 1. — E. aerogenes, growth medium; 2. — E. aerogenes, growth medium, glycerol; 3. —

E. aerogenes, growth medium, glycerol, LaNis; 4. — E. aerogenes, growth medium, glycerol,

multicomponent ABs alloy; 5. — growth medium, glycerol; 6. — growth medium, glycerol,

LaNis.

Atkartojums

Parauga numurs

Izdalitas gazes tilpums, mL

1.

2,0

15,5

6,5

0,5

17,5

9,0

1,5

19,5

12,5

26,0

1,5

17,0

9,0

26,5

0,5

AL AN Bl el B BN Bl ol B R RS ol I Il B ol B
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5. pielikums

Udenraza procentuala daudzuma parauga ar barotni, glicerinu un E. aerogenes saistiba ar
spektrofotometriski noteikto paraugam pievienotas bakteriju suspensijas absorbciju pie vilnu
garuma 540 nm. Bakt&riju suspensija pirms mérjjumiem atSkaidita 1/10.

Percentage of hydrogen in sample with growth medium, glycerol and E. aerogenes in
relation to spectrophotometrically measured absorbance of added bacterial suspension at

wavelength of 540 nm. Before measurements bacterial suspension was diluted 1/10.

- . . H> daudzums parauga ar barotni, glicertnu
Baktg@riju suspensijas absorbcija
un E. aerogenes, %

0,014 14,9
0,063 18,2
0,073 15,4
0,145 17,1
0,223 17,9

0,302 15,4
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