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Kopsavilkums

- =w

Saja darba tika pétita no farmacijas attiriSanas iekartam izdalitu, dabisku
mikroorganismu sp&ja degradét specifiskus farmakologijas savienojumus tirkultiiru

veida, ka ar1 bioaugmentacijas procesa simulétos realos vide apstaklos.

Izmantotas metodes lauj salidzino$i novertét mikroorganismu koncentraciju un
dinamiku vide. Tika paradits, ka mikroorganismu aktivitate testa sist€mas apstaklos ir
butiski atSkiriga no in vitro. Konstatéts, ka bioaugmentacijas celmiem ir augsta
izskaloSanas pakape un ir nepiecieSams veikt papildus pasakumus, lai to samazinatu.
Ir gruti paredz&t pievienoto mikroorganismu efektu uz eksist€josSo mikrofloru. Sénei
Gibberella indica ir augsts potencials tikt izmantotai farmacijas notekudenu

bioaugmentacija.

Atslegas vardi : bioaugmentacija, farmacijas produkti, notekiidenu attiriSana, qPCR



Summary

Title : “The efficiency of bioaugmentation to enchant pharmaceutical wastewater
treatment”

In this work the efficiency of pharmaceutical product biodegradation via
microorganism pure strains, isolated from pharmaceutical wastewater treatment plant ,
was evaluated. The potential of said microorganisms to be used in bioaugmentation in

simulated environment was also tested.

Used methods also allowed for precise measurements of microorganism
concentration and growth dynamic in test surroundings. It was showed that strains
used in bioaugmentation can have drastically adverse effects in simulated real life
habitat than when used in vitro situation. It was also determined that strains used in
bioaugmentation have high risk degree of “washing-out’’ and additional steps are
required to decrease it. It is hard to predict the effect of added microorganism on the
existing microflora. Fungus Gibberella indica was identified to have tremendous
potential to be used as microorganism strain in pharmaceutical wastewater treatment

plant bioaugmentation.

Key words: bioaugmentation, pharmaceuticals, wastewater treatment, g°PCR



levads

Turpinot picaugt cilvéku skaitam pasaulé geometriska progresija ari palielinas
pieprasijums péc esoSiem un jauniem farmacijas produktiem un preperatiem. Tas
stimul€ jaunu zalu sintézes tehnologiju attistibu un produkcijas procesu efektivitates
uzlaboSanu. TaCu tas arl noved pie biitiski paaugstinatas razoSanas gala un
starproduktu nokltSanas notekiideni un apkart§jaja vide. levérojama dala no Stm
vielam ir péc uzbiives biologiski aktivas un toksiskas dziviem organismiem. Ka ari
nav vél pilniba izpétiti ilglaicigie piesarnojamu efekti uz apkartgjo ekosistému. ST
iemesla dél ir nepiecieSams izveidot jaunas un uzlabot eso$as notekiidenu attiriSanas

siste€mas, lai biitu iesp&jams pilniba noverst farmacijas produktu radito piesarnojumu.

Biologiska tidens attiriS8anas metode ir visizplatitakais panémiens, ka tiek
neitraliz€ts veidotais piesarnojums, un procesa efektivitati ir tiesi atkariga no esoSo
mikroorganismu daudzuma un aktivitates. Lidz nesenam laikam zinaSanas par So
organismu dzivotsp&ju vide bija neprecizas vai aptuvenas. Tap&c procesa kontrole vai
darbibas paredz&sana bija apgrutinata. Tacu musdienu jaunas molekularas biologijas
metodes dot iesp&ju precizi kvantificet un sekot lidzi mikrofloras mainibai un
dinamikai. Tad&adi ir iesp&ams atrast kritiskos attiriSanas punktus un uzlabot

visparigo attiriSanas kvalitati

Darba mérkis bija novertét bioaugmentacijas metodes iedarbibas efektu uz

farmacijas notekiidenu attiriSanas efektivitati.
Darba uzdevumi :

1. Identificeét mikroorganismus farmacijas notekiidenu attiriSanas iekartu
vide;

2. Noteikt efektivakos akttvo zalu formu degradét sp&jigos mikroorganismus
laboratorijas apstak]os;

3. Simulét realo attirisanas sistému darbibu testa reaktora méroga;

4. Veikt bioaugmentaciju ar izvéles mikroorganismiem pie realiem vides
apstakliem;

5. Noteikt KSP un farmacijas vielu koncentracijas izmainas;

6. Novertet bioaugmentacija izmantota celma augsanas dinamiku reaktora
sistéma ar RT-qPCR palidzibu.



1. Literaturas apskats

1.1. Farmacijas produktu razoSanas procesu un to veidoto
notekiidenu raksturojums

Farmacijas produktu izveides industrija ietilpst kimisku un biologiska rakstura
materialu razoSana, ekstrakcija, attiriSana un iepakoSana cietvielu vai Skidrumu
forma, kas butu talak pielietojams ka medikaments cilvékiem vai dzivniekiem
(Perez-Vega et al., 2012). Picaugot cilvéku vélmém péc jauniem preparatiem un
zalém, farmacijas uzp@mumi palielina savus razoSanas produktu klastu un
apjomus. Ta rezultatd palielinds gan rupnieciska notekiidens daudzums, gan
unikalo vielu dazadiba taja (Gernaey et al., 2012). Tas rada jaunus izaicinajumus
notekiidenu attirisanas ickartam (NAI) , lai neitralizétu raduos piesarnojumu. So
vielu atdali$ana ir ekologiski kritiska, jo tam piemit augsta biologiska aktivitate
(Van der Ven et al., 2006). Augsta piesarnojuma gadijuma var tikt iznicinatas
veselas dzivnieku sugas regiona. Pieméram, nekontroléts diklofenaka

piesarnojums noveda pie grifu izmirSanas Dienvidazija (Oaks et al., 2004).

Visizplatitakais aktivo zalu formu raZoSanas veids ir ar kimiskas sinté€zes
procesa palidzibu. Taja tiek sajaukti kimiska vai biologiska rakstura elementi
lielos apjomos kontrolétos apstaklos. Sis process parasti tiek veikts tam veidotos
reaktoros periodiskas kultivéSanas rezima (Larsson et al., 2007). Gala kristaliskais
savienojums no maisijuma tiek atdalits ar ekstrakcijas, izskaloSanas, kristalizacijas
un filtréSanas palidzibu. Lai nodroSinatu nepartrauktu procesa darbibu, ir
nepieciesams liels @idens daudzums. Sis ir daudzpakapju process, ar augstu
energijas paterinu, kura gaita veidojas ievérojams skaits starpformu un
blakusproduktu, no kuriem dala vienmér nonaks izejas notekiident ( Huerta et al.,
2012). Péc katra zalu veido$sanas posma paliek neizreaggjosas izejvielu vai
produktu dalinas, tas ietvert lielu spektru ar dazadam krasi atSkirigam kimiskam
vielam — skabes, bazes, nitrati, sulfiti, halogéni, cianidi u.c. (Fatta-kassinos et al.,
2011). Sorbcija izmantotie smagie metali ari nonak notekiidenos — nikelis,

kadmijs, hroms, svins u.c. (Anyakora et al., 2010). Izpliides tidens ar1 var saturét



organiskos §kidinatajus - etanolu, acetonu, cikloheksanu, metanolu u.c. (Takahashi
et al., 2000). Fenols ir viena no galvenajam sastavdalam daudziem pret-izsitumu,
pretickaisuma, pretsapju lidzekliem (Siripattanakul-Ratpukdi, 2014). Ta augsta
koncentracija notekiident sagada nopietnas problémas NAI Ari janem veéra, ka
tiriSanas lidzekli, kuri tiek lietoti reaktoru dezinfekcija pec sint€zes beigam, nonak
notekideni (Lishmana et al., 2006). Sis vielas ir arkartigi kaitigas organismiem.
Kopuma kimiskas sint€zes procesa notekiidens ir augsti toksisks, satur plasu
ksenobiotisku vielu daudzumu, tam ir augsts kimiskais skabekla paterins (KSP) un
biologiskais skabekla patérins (BSP), tdens pH var svarstities robezas no 1 Iidz 11

(Pino et al., 2015).

Fermentacijas process ir ar1 izplatita dazadu medikamentu veidoSanas metode.
Ka nosaukums jau pasaka prieksa, $aja procediira tiek lietoti dzivi organismi -
bakterijas, raugi, micélijsénes, lai iegiitu v€lamas vielas. Process norisinas liela
izméra riipnieciskos bioreaktoros periodiskas kultivéSanas veida. Riupnieciska
citronskabes un penicilina razosana, $1 metode tika pielietota pirmo reizi (Martinez
et al., 2012). RazoSanas procesu var iedalit tris etapos — s€jmateriala sagatavoSana,
fermentacija un produkta attiriSana (Sanchez, 2012). Mikroorganismu kultivacijas
perioda reaktoros tiek pievadits liels daudzums ar baribas vielam, saliem un citam
vajadzigam vielam. Lai atdalito v€lamo savienojumu no gala suspensijas reaktora
ir javeic filtracija, Skidinataju ekstrakcija vai precipitacija ar metalu saliem vai
jonapmainu, atkariba no ieglistamas vielas dabas (Terpe, 2006). Piesarnojums no
fermentacijas un attiriSanas posmiem nonak lielos apjomos notekiident. Ta ka pasi
organismi nesp€j izdzivot palielinoties producgjamas vielas koncentracijai vide,
dala no mikroorganismu biomasas tiek arT novadita notektidenos (Mompelat et al.,
2009). Lai panaktu veélama produkta biosintézi, tiek veikta mikroorganismu
genétiska materiala vai metabolismu ce]u manipulacija. Pirmo reizi ripnieciba tas
tika veikts 1980. gada, izmantojot rekombinantu Escherichia coli celmu, lai razotu
insulinu (Ferrer-Miralles et al., 2009). Kops ta laika dazado izmantoto modificéto
organismu skaits ir tikai pieaudzis. Kameér to ietekme uz dabiski sastopamo
mikrofloru NAI ir maz pétita (Porro et al., 2011). Fermentacija var tikt ari lietoti
patogéni bakteriju celmi, kuri ir sp&jigi izraisit cilvéku saslimSanu, ja tie nonak

tdens apgades tiklos.



Kopuma $§ads zalu veidoSanas notektidens var saturét pari palikusas baribas
vielas no fermentacijas procesa — nitratus, fosfatus, cieti, kuram ir augsts KSP un
BSP limenis. Kamé&r no produkta attiriSanas posma notekiideni nonak metalu sali
un liels apjoms organisko skidinataju (Kessler, 2010). Piesarnojumu dot arT lielais
daudzums dezinfekcijas Iidzeklu kas tiek lietoti, lai nodro$inatu procesa sterilitati
(Deegan et al., 2009).

Farmacijas produktus vel ripnieciski iegiist ar ekstrakcijas metodi no
biologiska materiala, t.i. augiem un dzivniekiem. ST metode lauj iegiit vélamos
ekstraktus ekonomiski izdevigak neka ieprieks aprakstitie panémieni (Bart et al.,
2012). Izplatitakaja procesa papemiena tiek pateréts liels daudzums didens un
Skidinataja. Parasti tiek lietots heksans, kas ir nepiecieSams, lai aizvaktu
lipofiliskos savienojumus no maisfjuma (Oliveira et al., 2013). Tacu ir ari
alternativi metoZu varianti, ko var izmainot, lai iegiitu bioaktivo savienojumu no
augu materialiem — ultraskana (Ghafoor et al., 2011), elektromagnétiskais
starojums (Toepfl et al., 2006), enzimatiskas reakcijas (Gaur et al., 2007),
mikrovilpi (Kaufmann et al., 2002) u.c. Ta ka kopuma S$aja farmacijas vielu
izdaliS8anas metodé tiek patéréts ievérojami mazaks apjoms reagentu un
papildvielu, raditais gala tidens piesarnojums ir parasti ar zemu KSP, BSP un

neitralu vides pH (Bart et al., 2010).

Neatkarigi no aktivo farmaceitisko vielu iegiiSanas metodes, raZzoSanas gala
etaps ir zalu formulacija. Saja solf vielas tiek parveidotas gatava, cilvekam
lietojama forma — tabletés, kapsulas, pilienos, ziedés u.t.t. Produktam tiek
pievienoti dazadi antioksidanti, konservanti, saistvielas, aromatiskas vielas
(Pingalia un Mendezb et al., 2014). Formulacijas procesa notiek gala reagentu
kimiska sajaukSana vai dozeéSana, ka art fizikali procesi — filtracija, kapsulacija,
7zaveSana, sijasana un fasé€Sana. Procesa sterilitate it viena no galvenajam
prioritatém Saja etapa, tadel tiek lietots liels daudzums kimisku (Tim Sandle ,
2013) un fizikalu (Parsons, 2012) dezinfekcijas Iidzeklu. ArT Saja soli iegtie
notekiideni ir sp@jigi saturét augstu piesarnojuma koncentraciju. Analizgjot
pétijuma datus par zalu riipnicu NAI ASV no 2004. Iidz 2009. gadam, tika
konstatéts 1 000 reizu lielaks aktivo farmaceitisko vielu piesarnojums formulacijas

izpliides tidenos neka parastos komunalos notekiidenos (Phillips et al., 2010).



Kopuma var redzet, ka farmacijas razotnes notekiideniem piemit augsts KSP
un BSP Iimenis, tie satur ievérojamu koncentraciju ar ksenobiotiskam un
potenciali toksiskam vielam un to nonakSana tidens apgades tiklos var bt kaitiga

dabai un cilvékam.

1.2. Notekiidenu attiriSanas pamatmetodes

Ka jau iepriek§ aprakstits, veidotais notekiidens no farmacijas produktu
razoSanas satur lielu daudzumu dazadu biologisku aktivu un kaitigu vielu, lai tiktu
gala ar So piesarnojumu ir javeic specifiski prieksSattiriSanas soli pirms ir atlauts

tos novadit centralajos tidens apgades tiklos (Eggen un Vogelsang, 2015).

Visizplatitakais attiriSanas veids ir biologiskais process izmantojot aktivas
diinas (Raj et al., 2005). Tas parasti sastav no liela izm@ra aeroba un/vai anaeroba
reaktora, kas pildits ar mikroorganismu biomasu. KSP aizvakSanas efektivitate
biologiskajai attiriSanas sistémai var bt robezas 60 — 90 % (Aguado et al., 2008).
Faktori, kas tieSi ietekmé farmaceitisko notekidenu attiriSanas procesa darbibu, ir
pH, iz8kiduSais skabekla daudzums, temperatiira, hidrauliskais aiztures laiks,
iepludes oglekla slodze, toksicitates limenis (Chen et al., 2008). Aktivo dinu
izmantoSana ir viena no ekonomiski I&takajam videi draudzigakajam un tehniski
vieglak izveidojamam un uzturamam notekiidenu attiriSanas metodém (Sreekanth
et al., 2009). Tacu tai ir arT vairaki trikumi — augsts biomasas produkcijas apjoms,
liels attiriSanas iekartu izmérs, nepatikamu aromatu izdaliSana, pastaviga procesa
kontrole un apripe. Aktivo dinu reaktoriem ir griitibas attirit piesarnpojumu
sistémas, kur KSP slodze iepliides tidenos parsniedz 4 000 mg/l (Suman Raj un
Anjaneyulu, 2005). Mikroorganismiem ir arT Joti liela efektivitates svarstibu

dazadu savienojuma degradacijas sp&ja (Deegan et al., 2011).

P&dgjo gadu laika ir populariz&jusies jauna notekiidenu attiriSanas tehnologija,
kas apvieno aktivo dinu un ultrafiltracijas pamatprincipus — membranu
bioreaktori (MBR; Chang et al., 2008; Calabro, 2013). Ta darbibas princips ir
analogs aktivo dunu, bet ka butiskaka atskiriba ir iegremdéta membrana tvertné,

kas veic papildus @idens filtraciju izplide no reaktora (Calabro et al., 2013). Si
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metode sniedz vairakas prieksrocibas par klasisko. Pirmkart tiek samazinati
kopgjie iekartas izméri, tiek ari ierobezots mikroorganismu aizskaloSanas
daudzums no sisteémas tad€jadi palielinot kop€jo biomasas daudzumu, kas ir
sp&jigs veikt degradaciju. Filtracijas izmantoSana ari spg ierobezot lielu
daudzumu farmacijas vielu aizpliSanu (Urase et al., 2005). P&tijumos ir pieradita
KSP aizvaksanas efektivitate no farmacijas notekiideniem lidz 95% un BSP Ilidz
99% (Chang et al., 2008). Tacu absoliita aktivo farmacijas vielu degradacija ir
arkartigi reta (Helmig et al., 2007). Lai So situaciju labotu, biitu nepiecieSams
lietot membranas ar mazakiem poru izmé&riem, kas butu sp&jigas aizturét pat
sikakos savienojumus, tacu $ada metode paslaik ir ekonomiski neizdeviga (Clara
et al., 2005). Kaut gan §1 metode ir uzlabojums salidzinajuma ar aktivo dinu
sist€ému, tai tapat piemit vairaki trikumi. Pirmkart augsts energijas patérins, lai
nodroSinatu reaktoru aeraciju (Judd un Judd 2011). Paaugstinatais skabekla
daudzums vidé (vairak par 4 mg L' ) arl nelabvéligi ietekm& anaerobos
mikroorganismus, kas ir primarie slapekla aizvacgji no vides (Chu un Li 2005).
Galvena MBR probléma ir membranu apaugSana, kad makromolekulas, biomasa
vai metalu joni aizsedz vai pilniba bloké filtru poras (Le-Clech et al., 2006). Filtru
tiriSana tiek lietoti fizikali papemieni — reversa plisma, ultraskana, mehaniska
tiriSana (van den Brink et al., 2013), kimiski — lietojot dazadas skabes, bazes vai
oksidantus (hipohlorids un tdenraZa peroksids) (Liu et al., 2001), bioktmiski —
lietojot biologiski aktivas vielas/enzimus vai pat plésigus mikroorganismus (Kim
etal., 2013).

Farmaceitisko vielu aizvakSanu no notekiidens var veikt izmantojot tikai
membranu tehnologijas bez akfivo diinu izmanto$anas. Sads risinajums tiek
izmantots galvenokart pie zema kop€ja plismas daudzuma vai limitéta telpas
daudzuma (Shivajirao 2012). Ipass uzsvars ir likts uz nanofiltraciju (NF) un
reverso ozmozi (RO), ka augsti efektivas metodes, lai aizturétu tident izskidusas
vielu dalinas (Kosutic et al., 2007). P&tijjumos ir pieradita So metozu augsta spgja
aizvakt farmacijas produktus no notekiidens pat augstas to koncentracijas (Snyder
et al., 2007; Watkinson et al., 2007). Membranu tehnologiju lielaka ekologiska
probléma ir ta, ka praktiski nenotiek aizvakto vielu degradacija, bet gan tiek iegtts

tikai to koncentrats, kuram vajag veikt vél talaku attiriSanu. NF un RO viena no
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galvenajam ekonomiskajam problémam ir augstais tidens un energijas patérins,

kas nepiecieSams procesa darbiba (Ravikumar et al., 2014).

Aktivas ogles (AC) izmantoSana tiek uzskatita par universalu, bet ekonomiski
dargu metodi, ka tikt gala ar piesarpojumu avotiem dazadas vidés gan Skidruma,
gan gazes (Zhang et al., 2014). AC ir efektivs adsorbents sakara ar tas attistito
porainibu, lielu virsmas laukumu (Iidz pat 3000 m? g!) , virsmas kimiskajam un
reaktivajam ipaSibam (Rodri'gues-Reinoso 1997). AC tiek pievienota reaktora
sist€émai pulvera vai granulu forma. Notekiidenu attiriSanas iekartas ta kalpo ka
papildus adsorbcijas un filtracijas slanis (Snyder et al., 2007). AC spgj vienlidz
efekttvi adsorb&t gan aktivas farmacijas vielas, gan smagos metalus 11dz pat 99%.
Tacu tdeni izskidusas organiskas dalinas, huminskabes un surfaktanti konkuré ar
saistiSanas vietam un sp€j pilniba noblokét ogles poras (Zhang un Zhou, 2005).
Sie iemesla dgl ir ieteicams izmantot AC sistéma tikai péc Gidens pricksattirisanas

(Hartig et al., 2001).

Galvenas metodes probléma ir limitétais AC adsorbcijas daudzums un to
izdaliSanas no reaktora. Tiek veikta vai nu sedimentacija vai filtracija, lai iznpemtu
AC no attiriSanas iekartas, kas ir energijas prasigs process (Westerhoff et al.,
2005). Kad piesarnojama daudzums sasniedz maksimalo piesatinatibu, aktivas
ogles daudzums tiek parasti sadedzinats vai deponéts, kas var radit sekundarus
piesarnojuma avotus (Dias et al., 2007). Tapéc ekonomiski un ekologisku iemeslu

del ir stimuls attistit AC regeneracijas metodes.

Regeneracija var tiek veikta fizikali ar zavéSanu, pirolizi un gazifikaciju
(Maroto-Valer et al., 2006). Sis process prasa lielu daudzumu elektroenergijas un
siltuma, ka ari tam ir augsts materiala zudums (5-15%) un pazeminata talaka
efektivitate. Izmantojot mikrovilnu starojumu ir iespgams samazinat metodes
izmaksas un un saglabat kvalitati (Liu un Yu 2006). Ir iesp&jams veikt ari AC
regeneraciju izmantojot mikroorganismus, ja ir zinams, ka visi adsorbétie
savienojumi ir biodegradéjami (Yaghmaeian et al., 2014). Visizplatitakais AC
regeneracijas veids izmantojot kimiskos reagentus, lauj atri un ar maziem
zudumiem veikt So procesu (Lu et al., 2011). Parasti tiek izmantoti skabi vai
baziski savienojumi, lai izSkidinatu adsorbétas vielas (Karanfil un Dastgheib

2004).
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Jauna notektidenu attiriSanas metode, kas ir populariz&jusies pédéjo gadu laika
ir uzlabotie oksidacijas procesi (AOP - Advanced oxidation processes). AOP var
tikt visparigi aprakstiti, ka $kidras tGdens fazes oksidacija izmantojot energiski
aktivus radikalus (-OH), lai degradétu piesarnojuma avotu (Klavariotia et al.,
2009). ST metode tick galvenokart lietota apvienojuma ar citu attiriSanas
panémienu, AOP palidz veikt augsti toksisku, savadak griiti degradeéjumu
savienojumu aizvakSanu pirms biologiskas procesa vai péc filtracijas (Balcioglu
un Otker, 2003). Reakcijas gala veidojas vienkar$i savienojumi — tidens, oglekla
dioksids un mineralizéti sali (Rosal et al., 2009). AOP ir vairaki paveidi kuru
darbibai ir nepiecieSami dazadi kimiskie reagenti - Gdenraza peroksids, ozons,
metalu oksidi; ka arT energijas avoti — ultraskana, ultravioletais starojums,
elektriskais ladin$, gamma starojums (Ikehata et al., 2008). Izplatitakie panémieni
ir Fentona oksidacija un hetorogéna katalize. Fentona process norisinas izmantojot
dzelzs jonus ka katalizatoru un udenraza peroksidu (Saritha et al., 2007).
Reakcijas optimalais pH limenis ir 2 — 4 , papildus izmantojot UV starojumu ir
iespgjams paaugstinat oksidacijas efektivitati (Shemer et al., 2006). Fentona
oksidacija ir spgjiga mineralizét lielu daudzumu no piesarnojuma, kas sastopams
farmacijas notekiidenos, atvieglojot talaku biodegradaciju (Kulik et al., 2008).
Heterogeénaja katalize tiek izmantots titana dioksids (TiO2) ka fotokatalizators, lai
veiktu savienojumu oksidaciju. Lidzigi ka citas metod€s, procesa efektivitati
nosaka katalizatora koncentracija un izmantotas gaismas vilpa garums (Doll un
Frimmel 2004). ST metode salidzinot ar citaim AOP ir gan ekonomiski, gan

ekologiski izdevigaka (Munoz et al., 2004).

Pagaidam eksperimentala farmacijas un citu toksisku notekiidenu attiriSanas
tehnologija ir izmantot specifiskas Udens T1paSibas, kad tas atrodas
subkritiska/kritiska  punkta  (Tc =647.1 K, Pc =22.1 MPa, pc = 0.322 g/cm?®)
(Weingértner un Franck 2005). Sada stavokli palielinas @idens pasasociacijas
sp€jas un tas var kalpot ka skabes vai bazes prekursors sakara ar augsto HzO" un
OH™ jonu daudzumu (Kruse un Dinjus 2007). Papildus samazinas tdens
dielektriska konstante, kas paliclina hidrofobisku organisko savienojumu $kidibu
tideni un Jauj veikt to oksidaciju (Brunner 2009). Izmantojot So metodi ir
iesp&jams degradet lidz pat 98% farmacijas notekiident esoSos atkritumproduktus

20 mint$u laika (Falamarziana et al., 2014). Kopvértéjuma $1 metode ir ekologiski
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pozitiva, jo ta nerada nekadus sekundarus piesarnojama avotus. Bet ta ka procesa
veikSanai ir nepiecieSams arkartigi liels daudzums energijas un specifiskas
tehnologijas, liela apjoma notekiidens attiriSana, izmantojot superkritisko tidens
stavokli, pagaidam nav vél praktiski vai ekonomiski pielietojama (Marulanda un
Bolanos 2010).

1.3. Mikroorganismu aktivitates palielinasanas panémieni

1.3.1. Bioaugmentacija

2009. — 2010. gada valdija panika pasaulé par potencialu putnu gripas
pandémiju, ka rezultata pieaugama pretgripas lidzekla Oseltamivir (Tamiflu®)
lietojums ikdiena. Lai tiktu gala ar pieprasijumu, farmacijas uznpémumi palielinaja
lidzekla razosanas apjomus, kas veicinaja lielaku ta koncentraciju notekiident, kas
beigas noveda pie pasliktinatas vai pilniba izjauktas NAI reaktoru darbibas (Slater et
al., 2011). Lai novérstu $adu problému nakotné biitu potenciali izmantojot

bioaugmentacijas pagpémienu.

Bioaugmentacija ir process, kura tiek pievienotas specifiskas mikroorganismu
kultira/s biologiskajam notekiidenu attiriSanas iekartam, lai stimulétu konkréta
savienojuma biodegradaciju vai uzlabotu vispargjo KSP aizvaksanas efektivitati. ST ir
potenciala metode, lai atrisinatu dazadas problémas, kas var rasties fidens attiriSanas
procesa darbiba (Herreroa un Stuckeya, 2014). Bioaugmentaciju ir ari iesp&jams
pielietot, lai samazinatu atveselosanas laiku biologiskajos reaktoros péc akiita toksiska

Soka vai Tslaiciga parsloga perioda (Tale et al., 2011).

Pareto 80/20 sadalijuma princips ekonomika postule, ka 20 % no visiem
dalibniekiem sanem 80 % no visas kop€jas patérétas energijas. Balstoties uz $o
principu Mertens et al. (2005) paradija, ka tikai loti neliels daudzums amonija
oksidetaju baktériju veica lielako dalu nitrifikacijas procesa augsné. Wittebolle et al.
(2005) petijums, analiz€jot amonija oksidetajbakteriju darbibu farmacijas notekiidenu
attiriSana, konstatéja, ka dazam skaitliski nelielam bakteriju sugam bija butiski
paaugstinata rRNS/enzimatiska aktivitate. Sie pétfjumi parada bioaugmentacijas
centralo domu, ka neliels vienas vai vairaku kultiiru pievienoSanas efekts attiriSanas
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sistémai ir sp&jigs krasi mainit notiekoSo procesu. Galvenais iemesls kapéc in situ
apstaklos bioaugmentacija neuzrada tadus paSus rezultatus ka in vivo, ir zema
mikroorganismu dzivotsp&ja vai aktivitate realaja vidé (El Fantroussi un Agathos,

2005).

Izv@loties mikroorganismu kultiru ar kuru veikt bioaugmentaciju ir janem véra
tris pamatkriteriji: 1) Tai ir jaspg kataboliski degradét merka savienojumus realaja
vid€ un potencialu inhibitoru klatbiitn€ ; 2) Tai ir jaspgj iedzivoties un biit konkuréet
sp&jigai konkrétaja vide; 3) Tai ir jabiit saderigai ar esoSo mikrofloru, lai novérstu
antagonisma reakcijas (Yu un Mohn, 2002). Bioaugmentacija laboratorijas apstaklos
parasti tick panakta pievienojot sisteémai ieprieks adaptétu mikroorganismu tirkultiiru,
pieméram, hloraromatiskie degradétaji (Dybas et al., 2002); ir ar iesp&jams pievienot
veselas mikroorganismu konsorcijas (Da Silva et al., 2004); genétiski modificétu
hibridorganismu pievienoSana ari ir sp&jiga degradét toksiskos savienojumus vidé
(Reineke, 2008); vai ir arT iespgjams pievienot tikai plazmidas, kas satur génus ar
biodegradésanai svarigo informaciju, un tada veida transformét jau eksistjoso kulttru
(Dejonghe et al., 2001). Kaut gan gala rezultati ar katru metodi nav konstanti visos
gadijumos, pétijumi ar tiem ir paradijusi vairakus kritiskus bioaugmentacijas punktus.
Svarigs ir ne tikai augment€tas biokultiiras sastavs un koncentracija, bet arl jau
eksistéjosas mikrofloras sadalijums eso$aja biologiskaja sisttma (Tale et al., 2011).
Piesarnojumu veidojosa viela var sastadit tikai nelielu dalu no kopg€ja organiska
oglekla daudzuma vidg, tacu tas augsta toksicitate var krasi ietekmét visu mikrofloru
(Wang et al., 2009). Ka viena no lielakajam bioaugmentacijas problémam ir kultiiras
izskaloSanas no testa sistémas. Tadgjadi iegiitais efekts ir tikai Tislaicigs un
nesaglabajas pastavigi (Boon et al., 2000). So problému ir iespgjams novérst veicot
papildus regularu dozéSanu ar izvéleto kultiru, tadgjadi palidzot tai sasniegt
pietickami augstu un stabilu biomasas koncentraciju vidé (Saravanane et al., 2001).
Vai arl alternativi ir iesp€jams veikt Stnu imobilizaciju uz virsmas/nesgjiem
attirisanas reaktora, imobilizétas kultiiras izskaloSanas risks biis zemaks un

bioaugmentacijas efektivitate vares saglabaties (Boon et al., 2002).

Lai uzlabotu potencialo bioaugmentacijas efektivitati ir ieteicams veikt kultiru
priek$sagatavoSanu (priming). Metodes doma ir kultivét izvéles mikroorganismus
pavajinata mérka vide, tada veida uzlabojot to adaptacijas sp&jas. Tas, piem&ram, tiek

darits ar Lactococcus vai Bifidobacterium baktériju sugam, kad tas audzé paskabinata
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jogurta vidg, lai sagatavotu tos cilvéka kunga zemajam pH (O’Sullivan 2001). Prieks
sagatavoSanas metodes efekts uz kompleksu un toksisku vielu degradaciju ir ari
pieradits eksperimentos ar augsnes bakterijam. Periodiski pievienojot nelielu
daudzumu hlorobenzola tirai augsnei, tika uzlabotas esoSo bakteriju konsorcija spgjas
degradé€t savienojumu un izdzivot vidé ar paaugstinatu piesarnojuma avotu pretstata
tirkulturai (Gentry et al., 2004). Papildus paaugstinatai dzivotsp&jai un adaptacijai, ka
vél viens ieguvums pétijuma tika mingts potencials pievienot nekultivéjamus

mikroorganismus videi, kuri spetu biit efektivi piesarnojuma aizvacgji.

Ir svarigi sekot 11dzi bioaugmentétas kultiras aktivitatei un dzivotspgjai izvéles
vidé. Zinot Sos parametrus ir iesp&jams noteikt kultiiras dinamiku, Kritiskos punktos
un iegit pilnvertigaku priekSstatu par metodes darbibu. To var panakt izmantojot
molekularas biologijas metodes, temperatiiras géla gradienta elektroforézi (TGGE)
(Fouratt et al., 2003) vai denaturgjosa g€la gradienta elektroforézi (DGGE) (Watanabe
et al., 2002), dazadas kvantitativa PCR metodes ka RT-gPCR (Morris et al., 2014).
Izmantojot fluoresc€joSas markieru zondes, ka fluorescenta in situ hibridizacija
(FISH) (Patureau et al., 2001) vai iezim&tus markiera génus (gpf) (Yu et al., 2010) . Ir
iesp&jams ar1 veikt pliismas citometriju, lai kvantificetu baktériju skaitu vidé (Bressan
et al.,, 2015). Zinot bioaugment€tas mikroorganismu kultiiras génu aktivitati vai
dzivotsp&ju, ir iesp&jams fikseét un labot eksperimenta parametrus un uzlabot metodes

efektivitati (Dueholma et al., 2015).

1.3.2. Biostimulacija

Biostimulacija ir papildus elementu pievienoSana biologiskajai sistémai, lai
uzlabotu mikroorganismu augSanu un piesarnojuma aizvakSanu. Parasti tiek
pievienots papildus viegli degradéjams oglekla, slapekla, fosfora avots vai arl
mikroelementi, var tikt ari padots papildus skabeklis. Ripnieciskos razoSanas
notekiidenos biezi vien var noverot butisku baribas vielu trikumu, kas nelabveligi
ietekm& mikroorganismu aktivitati (Di Toro et al., 2006). Paaugstinatais biomasas
daudzums ir spgjigs veikt tieSu piesarnojuma biodegradaciju, izmantojot to par

oglekla un energijas avotu, vai netie$i ar kometabolisma starpniecibu, kad
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mikroorganismu sintez&tie enzimi primara substrata degradacija sp€j reaget ar

sekundarajiem/piesarnojuma substratiem ( Semranya et al., 2012).

Dazadu surfaktantu pievienoSana iev€rojami samazina virsmas spraigumu
Skidruma un  padara piesarnojuma  veidotajus  vieglak  izmantojamus
mikroorganismiem (Ju et al., 2011). Tween 80 pievienoSana paaugstinaja insekticida
DDT degradaciju par 90% no piesarnotas augsnes salidzinot ar kontroli (Betancur-
Corredor et al.,, 2015). Biosurfaktanti tiek plasi pielietoti, lai stimulétu naftas

piesarnojuma degradaciju augsné (Mulligan 2005).

1.3.3. Mikroorganismu imobilizacija

Lai uzlabotu biologisku notekiidenu attiriSanas efektivitati, ir iesp&jams veikt
mikroorganismu imobilizaciju uz dazada veida substratiem. Sis metodes pielietojums
sniedz vairakus pozitivus uzlabojumus - lielaka biomasas aizture/lénaka izskaloSanas,
paaugstinata procesa stabilitate un izturiba pret strauju iepliides slodzes Soku, mazaks
suspendétu dunu daudzums, paaugstinata rezistence pret toksiskiem savienojumiem,
palielinats efektivais virsmas laukums mikroorganismiem, atvieglota Iéni augoSu

mikroorganismu kultivacija (Chen et al., 2005).

Ir divu veidu imobilizacijas panémieni — adhézija un iekapsulacija. Adhézijas
gadijuma notiek biomasas saskarsme un augSana uz porainas atbalsta struktiiras.
Imobilizacija var notikt uz poliuretana putam (Quezada et al., 2009), polipropiléna
nesgjiem (Chang et al., 2001), mala bumbinam (Bajaj et al., 2008), var tikt pat
izmantotas no sénu micélija veidotas lodites, ka biomasas nes€js (Chen et al., 2014).
Iekapsulacijas tehnika tiek izmantoti poraini polim&ru savienojumi, ka alginats, agars,
poliakrilamids, karaginats, celulozes acetats un poli-vinilalkohols, lai parklatu
mikroorganismu biomasu un ierobezotu to kustibu (Kim et al., 2000). Poraina vielu
struktiiru lauj notikt savienojumu diftizijai caur to un ieslégtie mikroorganismi spgj
veikt biodegradaciju. Adh&zijas metode ir tehnologiski un ekonomiski izdevigaka,
kamér iekapsulacija uzrada augstakus efektivitates uzlabojuma rezultatus (Rostron et

al., 2001).
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2. Metodes un materiali

2.1. Izmantotie mikroorganismi

Eksperimentos izmantotie mikroorganismi tika izol&ti no A/S Grindex aktivo dinu
notekiidenu attiriSanas iekartam. IepriekS€jos pétijumos ar tiem (Rozitis un Strade
2015) tika noteikti un atlasiti efektivakie farmacijas notekiidens KSP samazinataji,
kuri tika talak izmantoti $a darba ietvaros. Kultiiras tika regulari pars€tas uz
agariz€tam barotn€m un turetas 8 °C gradu temperatiira; bakterijas uz R2A (proteazes
peptons 0.5 g/l, ciete 0.5 g/l, glikoze 0.5 g/, raugu ekstrakts 0.5 g/l, kazeina
hidrolizats 0.5 g/I, dikalija fosfats 0.3 g/, natrija piruvats 0.3 g/l, magnija sulfats
0.024 g/1, agars 15.0 g/l; Condo, Spanija), micglijséném/raugiem uz Sabourand
glikozes agara ar hloramfenikolu (kazeina peptons 5 g/l, peptons 5 g/l, dekstroze 40
g/l, hlorfenikols 0.05 g/1, agars 15.0 g/1, pH 5.6 £+ 0.2; Fluka, Indija).

2.2. Mikroorganismu identificeéSana ar Biolog sistemu

Biolog sistémas MicroPlate™ (Biolog, ASV) testa panelis lauj veikt standartizetu
mikroorganismu noteikSanu izmantojot 94 biokimisku testus, kas ir sp&jigi analiz€t un
identificét plaSu apjomu ar gramnegativam un grampozitivam bakterijam,

micélijséném un raugiem.

Sisteémas pamata ir mikroorganismu kultivéSana uz mikroplates ar 94 fenotipiskiem
testiem; 71 oglekla avota izmantoSanas parbaudes un 23 kimisko vielu jutibas testi.
Platés ir papildus Siinas ar negativo kontroli (bez oglekla avota), ka ar1 pozitiva
kontrole, kas kalpo ka kvalitates raditaji. Katra mikroorganisma kultivéSana veido
unikalu fenotipisko pirkstu nospiedumu, ar kuru ir iesp&jams identificét tos 1idz sugas
limenim. Papildus testa vielam iedob@s atrodas ari redoks krasviela tetrazolijs, kas

kalpo ka galvenais indikators par procesa efektivitati.

Gatavo firkultiiras suspensiju speciala géla inokulacijas skiduma (IF) (Biolog,

ASV). Suspensijas blivums ir atkarigs no izvéléta protokola, un Stnu koncentracija
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tiek noteikta ar turbidimetru (C 3531- 110, Biolog, ASV). Katra plates iedobg tiek
inokul&ti 100 pl suspensijas un atstats kultivéties 28°C gradu temperatiira. ledobgs,
kuras organisms ir spg€jigs izmantot oglekla avotu vai izdzivot, ir paaugstinata
elposana, kas rada tetrazolija krasvielas redukciju un iekrasojas violeta krasa. Pec 24 —
192 stundam tiek nolasitas visas iekrasotas $tinas (1. att€ls) un salidzinatas ar datu

bazes datiem un sniegti rezultati ar ticamibas pakapi.

1. attels MicroPlate™ gala rezultats

Figure 1 MicroPlate™ final result

2.3. Genomiskas DNS izdaliSana mikroorganismu identifikacijai

Genomiskas DNS izdaliSana veikta no svaigi uz baribas vielu agara (baktériju
gadijuma) vai iesala ekstrakta agara (mikroskopiskas micélijsénes un raugi) parsétam
mikroorganismu tirkultiram. DNS izdalita no aptuveni 0,25 g mic€lija vai baktériju
biomasas, izmantojot Cenis (1992) metodi. Nelielam daudzumam bakt€riju vai sénu
biomasas 2 ml Ependorfa mégené pievieno 300 pl ekstrakcijas buferskiduma, kas
satur 200 mM Tris HCI pH 8,5, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0,05 M SDS.
Paraugiem pievieno sterilas kvarca lodites un homogeniz& horizontalajas dzirnavas
Mixer Mill MM 301 (Retsch, Vacija) 10 min pie maksimalas frekvences 30 Hz 3
minites baktérijam vai 10 mindtes séném; Inkubé 30 min 65 °C; Pievieno 1 tilpumu
hloroforma proteinu izgulsnéSanai; M&genes 10 min centrifugé pie 14 000 apgr.;
Pievieno identisku daudzumu izopropanola, DNS izgulsné centrifugg€jot 12 min pie
14 000 apgr.; DNS nogulsnes 1 reizi mazga ar 300 ul 70 % etanolu, centrifugé 5 min.;

Nogulsnes izzavé vakuuma vai 37 °C termostata.
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Iegiitie DNS skidumi satur ari RNS. Tad€] nepiecieSams veikt to apstradi ar

RNaziA, kam seko attiriSana ar hloroformu un izopropanolu.

legiitajiem genomiskas DNS skidumiem noteikta koncentracija un tiriba ar
spektrofotometru Ultrospec 3100 Pro (Amersham Biosciences, Lielbritanija) pie vilnu
garumiem 230 un 280 nm, ka arT tie tika vizualizéti 1 % agarozes g€la elektroforézg.
P&c elektroforézes geli krasoti EtBr skiduma apm@ram 15 min, tad fotograféti un
apstradati ar datorprogrammu VisionWorksLS Image Acquisition and Analysis

Software.

2.4. Polimerazes kédes reakcijas un identifikacija

Genomiskas DNS paraugi tika amplificéti polimerazes k&des reakcijas (PCR) ar
praimeriem ITS4 (White et al. 1990) un ITS1F (Gardes and Bruns 1993)
mikroskopiskajam micelijséném un raugiem vai FORB un REVB bakteriju izolatiem
(Yeates et al. 1998; Edwards et al. 1989). Séném tika amplificéts ITS1-5.8S-1TS2,
dalgji ietverot arT1 SSU 18S rRNS génu. Baktérijam tika amplific€ts fragments no 16S

rRNS. Izmantoto praimeru saraksts dots 1. tabula.

1.tabula Izmantoto praimeru saraksts

Table 1 List of used primers

Praimera nosaukums Sekvence

ITS4 5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'

ITS1F 5'-CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTAA 3'
FORB 5-AGA GTT TGATCCTGG CTCAG 3’
REVB 5'-GGT TACCTT GTTACG ACTT 3’

PCR veiktas, izmantojot Mastercycler Personal (Eppendorf, Vacija) 25 pul
reakcijas tilpuma. Reakcijas maisijums sastavéja no 0,2 ul Hot Start Tag DNS
polimerazes, 2,5 ul 10X Hot Start PCR bufer§kiduma, 2,5 pl ANTP maisijuma, 2 mM
katrs, 2 ul 25 mM MgClp, 0,375 pl Bovine Serum Albumin 20 mg ml? (visi reagenti
no Thermo Scientific Fermentas Molecular Biology Solutions, Lietuva), 0,5 pl katra
25 uM praimera (OPERON Biotechnologies, Vacija), 15,425 pl sterila destiléta idens
un 1 pl of DNS parauga. PCR apstakli bija sekojosi: sakotng€ja denaturacija 4 min pie
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95 °C, 40 s denaturacija pie 95 °C, 40 s praimeru piesaistisanas 52 °C (séném) and 56
°C (bakterijam), 1 min sintéze 72 °C (p&dgjie tris soli atkartoti 30 ciklos) un beigu
elongacija 10 min pie 72 °C. PCR produkti vizualizéti 1 % agarozes g€la

elektroforeze.

legiitie DNS fragmenti apstradati ar FastAP™ Thermosensitive Alkaline
Phosphatase un Exonuclease | (Thermo Scientific Fermentas Molecular Biology
Solutions, Lietuva) atbilstosi reagentu razotaja rekomendacijam. Péc tam sagatavoti
sekvengsanai, pievienojot attiecigos praimerus un nosutiti sekvenésanai uz Macrogen
Europe (Amsterdama, Niderlande) ar Sangera sekveng$anas metodi. legiitas sekvencu
hromatogrammas tika apstradatas ar Staden Package 1.6.0., lai no divam sekvencém
ieglitu vienu sekvenci. Ar So sekvenci tika veikti homologijas mekl&jumi pret
National Centre for Biotechnology Information (NCBI) GenBank nukleotidu datu

bazi, izmantojot mekléSanas riku Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).

Ar iegiitajam paraugu sekvencem, tiem homologajam sekvencém un radniecigam
sekvence€m no attiecigas mikroorganismu gints tika veikts daudzkartSjs sekvencu

salidzinajums, izmantojot brivpieejas programmu TCOFFEE (http://tcoffee.crg.ca).

2.5. DNS izdaliSana prieks RT-qPCR

Lai noteiktu mikroorganismu koncetraciju videé, biomasas paraugi tika
nogadati Rigas Tehniskas universitaites Udens inZenierijas un tehnologijas
laboratorija, kur tika veikta DNS izdaliSana. Imobilizétas biomasas paraugi pirms
DNS izdaliSanas tiek apstradati ar ultraskanu, lai nonemtu materialam piesaistitos
mikroorganismus. Materials tiek ievietots vienreizlietojamaja 20 ml plastmasas trauka
un suspendéts 10 ml sterila destiléta tidens. Sonific€ 3 min pie 40% amplitiidas (Cole-
Parmer, ASV). Skidrajiem paraugiem priek3apstradi neveic. DNS izdali$anai izmanto
GeneJET Genomic DNA Purification Kit (Thermo Scientific, Lietuva), kas sastav no
gataviem buferiem, Skidumiem (mazgasSanas, atgiiSanas, RNazes, SkelSanas), un
proteinazes K. IzdaliSanu 1 ml parauga suspensijai veic atbilsto§i razotaja
noradijumiem (http://www.thermoscientificbio.com/nucleic-acid-purification/genejet-
genomic-dna-purification-kit/#ProductStrip-5). Izdalisanas laika tiek veikta parauga

lizeéSana ar proteinazi K, RNS un inhibitoru atdaliSana, mazgasana un DNS atgtiSana.
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Lai novértétu DNS izdaliSanas kvalitati, atseviskiem paraugiem tika veikta DNS
izdaliSana ar Qiagen QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, ASV) un fenola metodi.
Izdalitas DNS kvalitate tika novértéta ar nanoDROP 2000c (Thermo Scientific)
mikrospektrofotometru, kur, izdarot mérjjumus pie 260, 280 un 230 nm, iesp&jams
noteikt DNS daudzumu un tiribu. Parauga mé&rijuma attiecibas pie 260/280 nm un pie
260/230 nm lauj novertet izdalita DNS tiribu. Tira DNS parauga 260/280 attieciba ir
> 1.7. Ja §1 attieciba mazaka par 1.7, tas liecina par proteinu vai fenola
piemaistjumiem izdalitaja DNS parauga. Attieciba 260/230 jabiit robezas no 2 lidz
2.2, bet, ja ta ir mazaka, tas liecina par fenola vai citu vielu piesarnojumu, kas absorbé

pie 230 nm (Sambrook un Russell 2001).

2.6. RT-gPCR

Rigas Tehniskas universitaites Udens inZenierijas un tehnologijas
laboratorija tika arT nogadats izdalitais paraugu DNS, kur tam tika pagatavots qPCR
metodei nepiecieSamais PCR maisjjums. Pagatavoto PCR maisjjumu sapilda 96
bedriSu PCR platé un pievieno 5 pL izdalito DNS. Plati ievieto reala laika PCR
iekarta (7300 Real Time PCR System, Applied Biosystems, ASV) un ievada

atbilstoSos programmas parametrus (2. tabula).

2.tabula Izmantotie praimeru pari

Table 2 Used primer pairs

Nosaukums | Merkorganisms Sekvence gPCR cikli RaZotajs
Fusorev F. solani 5- 50°C 2 min Intedrated
CCAATGCCC _ DNS
Fusofor (565 bp) TCCGGGGCT | 90°C 10 min Technologies,
(Jaeger et al, | AAC-3 95°C 15 sek | 40cikli | US4
2000) 5.
GCATAGGCC | 84°C 30 sek
TGCCTGGCG | 790C 30 sek
-3\
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Nosaukums

Merkorganisms

Sekvence

gPCR cikli

Razotajs

ITS-Fu-f
ITS-Fu-r

Fusarium solani,
Fusarium udum

(Abd-Elsalam et
al., 2003)

5-CAACTC
CCAAACCCC
TGTGA-3

5
GCGACGATT
ACCAGTAAC
GA-3°

Forwl

Rewl

Sphingobacterium
thalpophilum

(Fabig 2011)

5.
ATCTCGATGC
CGAGTCGTT
G-3'

5.
GCGTGAGCA
ACCTACCCAT
A-3'

TRF
(forward)
TRR
(reverse)

Trichosporon
domesticum

(Sugita et al.,
1998)

5
AGAGGCCTA
CCATGGTATC
A-3

5°-
TAAGACCCA
ATAGAGCCC
TA-3

50°C 2 min
90°C 10 min

95°C 15 sek
55°C 30 sek }40 cikli
72°C 30 sek

Metabion
International
AG, Vacija

Metabion
International
AG, Vacija

Sigma-Aldrich,
ASV

Univ343F
Univ534R

Bacteria

(Lui et al., 2007)

5’-
TACGGRAGG
CAGCAG -3
5- ATTA

CCGCGGCTG
CTGGC -3’

50°C 2 min

90°C 10 min

95°C 15 sek

X°C 30 sek } 40 cikli
72°C 30 sek

X- temp atkariga no

salidzinama praimeru
para

Metabion
International
AG, Vacija
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Nosaukums | Meérkorganisms Sekvence gPCR cikli Razotajs
. ] , 50°C 2 min
TEF-Fu3r Fusar!um solani, | 5°- 90°C 10 min Intedrated
TEF-Fu3f Fusarium udum | TAGTAGCGG 95°C 15 sek | 40 DNS _
(420bp) iiAﬁTCTCG 58°C 30 sek [ cikli 'LI'JeS(f\nologles,
(Arif et al., 2012) 72°C 30 sek
5-
GGTATCGAC
AAGCGAACC
AT-3’
HFUSR1 F. udum grupa 5- Intedrated
CGCCACATC DNS
HFUSF (200 bp) AACCACAGC Technologies,
(Mesapogu et al., TFAACACT ) USA
2011) 3 _
. 50°C 2 min
5-
ATCATCACTA | 90°C 10 min
ACTTCATCAC
CAAT -3° 95°C 15 sek 40 cikli
54°C 30 sek
ITS4 Fungi (no 420 bp | 5'- 72°C 30 sek Intedrated
lidz 825 bp) TCCTCCGCTT DNS
ITS1-F ATTGATATG Technologies,
(Manter et al, c-3 USA
2007 ; Renker et
al., 2003) 5-
CTTGGTCAT
TTAGAGGAA
GTAA -3
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2.7. Kimiska skabekla patérina noteikSana

Prieks KSP noteikSanas tiek nemts 2.0 ml suspensijas un filtréts caur 0.45 pm
PVDF membranu filtru. Filtrats tad tiek pievienots KSP testa mégeném (Lange,
Vacija), kas satur HgSOs4, K:Cr.O7, H2SO4. Saturs tiek samaisits un ievietots
termostata (HT-2005, Lange, Vacija) 150 °C temperattira 15 min. Tad tam lauj atdzist
lidz istabas temperatiirai. M&gene tiek ievietota spektrofotometra (HACH PR 5000,
Lange, Vacija), kas analiz€ paraugu péc krasas izmaindm un parada oglekla

savienojumu koncentraciju, ka mg/l.

2.8. Farmacijas vielu degradacijas parbaude ar mikroorganismu

tirkultaram

Lai parbauditu katra  mikroorganismu  sp&u  biodegradeét farmacijas
savienojumus tika pagatavotas barotnes péc Quintana (2005) aprakstitas metodes.
Zopiklons, mildronats, oksitocins un arbidols (2. att€ls) tika izvéléti ka parbaudamie

farmacijas produkti.

250 ml Erlenmeijera kolbas tika pagatavotas mikroorganismu barotnes, kas
saturgja 20 mg/L katras parbaudamas vielas, 20 ml 0.1 M NaH2PO; buferSkiduma ar
pH=7 bakteriju gadijuma un pH=5.6 sénu varianta. Skidumam tika pievienots sterils

tdens, 11dz kopégjais tilpums bija 100 ml.
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Tika pagatavota arl otra barotnu serija, lai izpétitu farmaceitisko vielu
kometaboliskas biodegradacijas ipasibas. Barotnes tika veidotas analogiski pirmajam
variantam, vienigas atSkiribas bija zemaka parbaudamo vielu koncentracija — 5 mg/L
un papildus tika pievienots oglekla avots piena pulvera (Merck, Vacija) veida ar

koncentraciju 50 mg/L.
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2. attéls. Izmantotie farmacijas produkti — (A) Oksitocins , (B) Mildronats , (C) Arbidols , (D) Zopiklons.

Figure 2 Used pharmaceutical products (A) Oksitocin, (B) Mildronate , (C) Arbidol , (D) Zopiclone.

Katrai barotnei pievienoja izv€l€to mikroorganismu
suspensiju 2 ml; OD = ~0.4 (950 nm) un kolbas ievietoja
kratitaja (3. attéls) inkubatora (28°C, 160 rpm; ES-20,
Biosan, Latvija). Paraugi analizém tika ievakti péc 24, 48, 72,
96 un 168 stundam. Parauga tilpums - 1.5 ml, pirms
test€Sanas visi paraugi filtréti caur 0.2 pm PES Slircu filtru.
Papildus tika pievienots ari 1 ml acetonitrila uz 100 ml
barotnes, lai palielinatu vielu $kidibu un novérstu to
izgulsnésanos. Parbaudamo farmaceitisko vielu koncentracija

paraugos tika noteikta ar masas spektrometrijas palidzibu.

Tika nemts 1.5 ml parauga un filtréts caur 0.2 pm PES

$lircu filtru, kuru pievienoja Skidruma hromatografam (HPLC 3- 3ttels Parbaudes barotnes kratitaja

Figure 3 Batch cultures in shaker
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system Waters 2695, ASV) ar Waters XTerra MS C18 3.0 X 150 mm kolonnu, darba
temperattira 30 °C. Parauga injic€Sanas tilpums bija 20 pul. Mobilas fazes maisijums
bija (A) Amonija acetata Skidums, skudrskabe pievienota Ilidz pH 4.0; (B)
Acetonitrils. Sastava koncentracija noteikta ar (Micromass Quattro API, ASV) masas

spektrometru.

2.9. Kultiveésana bioreaktora testa sistema

Lai simulétu realo notekiidenu attiriSanas stavokli, tika izveidots testa
reaktors (EDF-5.4, Biotehniskais centrs, Latvija; 4. attéls). Galvenais energijas avots
fermentacija tika lietots reals AS ,,Grindeks” rtpnieciskas farmacijas notekiidens.
Tam eksperimentu gaita tika papildus pievienots fosfora avots (HsPOs4 — 0,2 ml uz 5 |

farmacijas notekiuidens), un aktivas farmacijas vielas - mildronats un zopiklons 20

mg/l.

Kopégjais bioreaktora efektivais tilpums bija 4
1, pusi no tilpuma sastadija augsta blivuma polietiléna
biopléves nesg€ji K1 (Anoxkaldnes, Zviedrija) (5.
attels). Pirms katra eksperimenta uzsakSanas nesé&ji
tika nomainiti un tika Jauts tiem apaugt ar biomasu no
realajam attiriSanas iekartam (trauki ar nes€jiem bija
iegremdéti AS ,,Grindeks” notekiidenu attiriSanas
iekartu 1. reaktora apméram 4 ned€las). Vides
parametri eksperimenta bioreaktoros bija uzstaditi, lai
péc iesp€jas precizak simulétu faktisko attiriSanas
iekartu stavokli, un tie bija: temperatira 28°C; pH 7.0
+0.2 baktérijam un 5.6 +0.2 sénem; gaisa padeve 2
I/min; plismas atrums no 60 lidz 180 ml/h.
Eksperimenta gaita tika parbaudita sistémas darbiba

pie dazadam iepludes slodzém. ST mérka sasniegSanai

tika kontroléts kimiska skabekla patérins iepliides
Figure 4. Test bioreactor
fidenos. Lai modelétu zemu piesarnojuma slodzi,
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iepludes tdeni tika atSkaiditi ar Gdeni ta, lai KSP biitu ~
3 000 mg/l, bet, modelgjot augstu piesarnojuma slodzi, KSP
tika paaugstinats lidz ~ 8000 mg/l, pievienojot noteiktu

daudzumu izopropilspirta.

5. attels biopléves nes¢ji

Figure 5 biofilm carriers

2.10. Tirkultiiru sagatavosana bioaugmentacijai

Izveletos bioaugmentacijas mikroorganismus
sakotngji kultivgja 500 ml skidraja bakteriju (R2A) vai
sénu (Sabourand dekstrose liquid medium) barotné
istabas temperatiira uz magnétiska maisitaja aptuveni 2-
3 nedélas ar 200 ml autoklavétiem, steriliem un
mehaniski iezim&tiem biopléves nesgjiem (6. attéls).
Papildus tika periodiski pievienotas parbaudamas
aktivas farmacijas vielas 2 mg/l diena, Iidz kopgja
koncentracija barotné saniedza 20 mg/l, un pedgjas 4
dienas tika arT pievienots 125 ml caur 0.45 um PVDF
membranu filtru filtréts iepliides notekiidens. Tas tika
veikts ar meérki, lai aklimatiz€tu mikroorganismus
reaktora videi, lai tie sp&tu darboties nekavejosi, bez
nobides perioda. Iezim@tie nes€ji ar parjo barotnes
Skidrumu tad tika pievienoti bioreaktoram (vienlidz
liels nes€ju daudzums tika iznemts no reaktora), kur tos
atstaja bez caurpludes (batch rezima) uz 5-7 dienam,

tada veida nodroSinot maksimalo iesp&jamo izvéeletas

6. attels bioaugment&jama organisma
kultivacija

Figure 6 cultivation of
bioauamentation strain

mikroorganismu kultiiras koncentraciju reaktora vidé. Péc tam tika palaists reaktors

caurplides rezima ar hidraulisko aiztures laiku 1.5 — 2 dienas
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3. Rezultati un analize

3.1. Mikroorganismu daudzveidiba

Izmantoto mikroorganismu tirkultiiras tika izol€tas no A/S Grindex aktivo dinu
notekiidenu attiriSanas iekartam. Precizak, no pirma attiriSanas reaktora, kas veic
vislielako iepliides tidens KSP Soka samazinajumu Iidz pat 75 %, $aja sist€ma esosie
mikroorganismi ir efektivak adapt&jusies specifiskajai notekiidenu videi un vajadzetu
uzradit vislabakos radijumus. Ta ka galvenokart oglekla piesarnojums tiek likvidéts ar

oksidativo reakciju starpniecibu, visi izvéles mikroorganismi tika kultivéti aeroba vidé

un atbilstosas agara barotngs.

Sakotngji visas kultiiras tika identificétas ar Biolog™ sistémas palidzibu, tacu tika
ar1 izlemts veikt precizaku mikroorganismu klasific€Sanu, lai uzlabotu rezultatu
ticamibu. Tas tika darits Sangera sekveng€Sanas metodi. legitie identific€Sanas
rezultati (1. tabula) uzradija lielu mikrofloras daudzveidibu notekiidenu attiriSanas
iekartu vide. Liela bakteriju, raugu un micélijsénu dazadiba varétu palielinat iesp&ju

atlasit efektivakos un bioaugmentacijai sp&jigakos mikroorganismu celmus.

1. tabula. No notekaidenu attirisanas iekartam izdalitie un identific&tie mikroorganismi. Tikai ar Biolog sistémas metodi identificétie
organismi atziméti - B

Table 1 Identification of used microorganisms isolated from watertreatment plant. Strains identified only with Biolog system are
marked by - B

Bakterijas Raugi Micélij sénes
Pseudomonas aeruginosa -B Geotrichum gigas Talaromyces radicus
Moraxella osloensis -B Trichosporon domesticum Fusarium solani
Pseudomonas putida Trichosporon montevideense  Gibberella indica
Chryseobacterium balustinum Candida inconspicua Pseudallescheria boydii
Acinetobacter schindleri -B Rhodotorula mucilaginosa

Comamonas testosteroni -B Trichosporon asahii

Sphingobacterium thalpophilum  Cryptococcus arboriformis -B
Aeromonas caviae Rhodotorula acheniorum -B
Bacillus cereus -B Trichosporon cutaneum

Myroides odoratus -B
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3.2. Farmacijas vielu biodegradacijas parbaude

Ka iepriekS bija aprakstits, Saja darba tika veikta aktivo zalu vielu
biodegradacijas parbaude laboratorijas apstaklos. Tas tika parbaudits izmantojot
mikroorganismu tirkultiiru kultivéSanu periodiskas barotnés, farmakologijas vielam
kalpojot ka oglekla substratam. Ka ar1 tika izveidota otra barotnu s€rija ar papildus
pievienotu viegli degradéjamu energijas avotu piena pulvera veida. Tas bija veikts ar
mérki parbaudit vielu kometabolisma degradacijas efektivitati. Kometabolisms ir
nespecifiska sekundara substrata enzimatiska noardisana primara substrata klatbiitng,
pieméram, trihloretiléna degradacija metana klatbutn€ (Shukla et al., 2009). Ka ar1
vieglak izmantojams energijas avots var arl stimulét griutak Skelamu savienojumu
izmantoSanu. Ka parbaudamas vielas tika izvélets mildronats, zopiklons,oksitocins un
arbidols, balstoties uz to biezo sastopamibu attiriSanas iekartu ieplides notekiidenos
un to razoSanas apjomiem. To koncentracijas izmainas barotns tika méritas un

analizetas ar Skidruma hromatografijas un masas spektrometrijas palidzibu.

Mildronats un oksitocins bija tident $kistoSi savienojumi, kamér zopiklonam
bija nepiecieSamas pievienot 1 ml acetonitrila uz 100 ml barotnes tilpuma katru
dienu, lai nodroS$inatu ta $kidibu barotné. P&c pirmajiem analiZu rezultatiem péc 24 h
kultivéSanas tika noverots gandriz pilnigs arbidola zudums kontroles paraugos, bez
mikroorganismu pievienosanas lidz pat 95%. Tas tika skaidrots ar savienojuma
izgulsnéSanos un kristalizaciju uz kolbas virsmam, tada veida tas netika fikséts
massasspektrometrijas mérijumos. Tika secinats, lai nodro$inatu vielas pilnigu Skidibu
barotnes videé biitu nepiecieSams izmantot ievérojamu daudzuma skidinataja, acetona,
~ 40 ml. Sadas savienojuma koncentracijas pievieno$ana varétu nelabveligi ietekmat
mikroorganismu augSanu un attiecigi ar1 rezultatu ticamibu, tade] arbidols talakajos

eksperimentos vairs netika izmantots ka mérka farmacijas savienojums.

Eksperimenta mérkis bija atlasit efektivakos farmacijas vielu biodegradétajus,
kurus velak butu iesp&jams izmantot bioaugmentacijas veikSanai simul€tos testa
reaktoros. Kopuma tika parbauditi 23 identificétie mikroorganismi (7.-9. att€ls) — 10

bakterijas, 9 raugi un 4 micélijsénes.
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7. attels. Parbaudito bakteriju sp&ja degradét merka savienojumus vide ar un bez piena pulvera (pp) péc 168 h kultivacijas

Figure 7 tested bacteria biodegradation efficiency of target pharmaceuticals with and w/o skim milk powder (pp) after 168 h
cultivation
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Figure 8 tested yeast biodegradation efficiency of target pharmaceuticals with and w/o skim milk powder (pp) after 168
h cultivation
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9.attels. Parbaudito micélijsénu sp&ja degradét mérka savienojumus vide ar un bez piena pulvera (pp) péc 168 h kultivacijas

Figure 9 tested mycelium fungi biodegradation efficiency of target pharmaceuticals with and w/o skim milk powder (pp)
after 168 h cultivation

Oksitocins ir ktmisks hormons, kas sastav no devinam aminoskabém (2. attgls;
Malenka et al., 2009), tadel bija jau sakotngji paredzams, ka mikroorganismiem
vajadzetu spét efektivi metabolizét So savienojumi. Gala rezultati to apstiprindja,
vidgji oksitocina koncentracija samazinajas par 77% barotn@s tikai ar aktivajam zalu
formam, bet piena pulvera klatbiitn€ samazinajums bija vidgji 81%. Liels daudzums
mikroorganismu, - Fusarium solani, Gibberella indica, Acinetobacter schindleri,
Aeromonas caviae, Bacillus cereus, Myroides odoratus, Trichosporon domesticum,
Trichosporon asahii - sp&ja pilniba izmantot visu oksitocina daudzumu barotng 48
stundu laika. Tikai neliels daudzums mikroorganismu nebija spgjigi efektivi
biodegradét $o hormonu, un tie arT uzradija zemus aktivitates merjjumus pargjo
farmacijas vielu noardiSana. Kopuma tika parliecino$i secinats, ka oksitocina
piesarnojums var tikt efektivi neitralizéts ar mikroorganismu tirkultiiru starpniecibu

laboratorijas apstaklos pat bez papildus apstrades.

Zopiklons ir policiklisks aromatiskais ogliidenradis, kas satur vairakus benzola
gredzenus (2. attels), tadel tas ir arT papildus strukturali noturigaks savienojums
(Gaillot et al., 1983). Sada veida savienojumi var noturties apkartgja vide
paaugstinati ilgaku laiku un izraisit negativas sekas. Sajos eksperimentos zopiklona
degradacija starp dazadam organismu grupam bija ar mainigiem rezultatiem. Vidgjie
noardiSanas radijumi savienojumam bija 49 % ar farmacijas vielam ka vienigo

oglekla avotu un 61 % ar piena pulvera klatbiitni. Raugiem bija uzskatami redzams
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degradacijas efektivitates uzlabojums péc papildus viegli izmantojamu oglekla avotu
pievienoSanas. Zopiklona zudums barotn€s ar piena pulveri bija vidgji divas reizes
lielaks visiem raugiem. Tacu uz kop&ja fona raugi tik un ta uzradija vissliktakos
rezultatus ~ 44%, un tikai viens celms Trichosporon domesticum bija spgjigs
biodegradet visu vielas daudzumu kultivacijas laika. Taja pasa laika visi baktériju
celmi uzradija zopiklona degradacijas efektivitati virs 60 % barotn€s ar piena pulveri.
No baktérijam Pseudomonas putida un Sphingobacterium thalpophilum veica

savienojuma noardiSanu vislabak, 11dz pat 85%.

Sénes Fusarium solani un Gibberella indica uzradija vislabakos rezultatus un
bija sp&jigas pilniba izmantot visu zopiklona substratu pat barotn€s bez papildus piena

pulvera pievienosanas.

Kopuma tika novérots, ka zopiklons ir griitak biodegrad&jams savienojums
neka oksitocins un mikroorganismiem ir nepiecieSams papildus vieglak ieglstams
energijas avots, lai uzlabotu ta uzpemsSanas efektivitati. Papildus tika arT atlasiti
vairaki raugu un bakteriju celmi, kuri nesp&ja izmantot So policiklisko aromatisko
ogludenradi un kuru izmantosana par potencialu bioaugmentacijas organismu bija

attiecigi zema.

Mildronats sastav no vienkarSas k&des struktiiras ar ¢etraizvietoto amonija sals
katjonu grupu (2. attéls; Leung et al., 2010). Kaut gan ta kimiska struktiira ir
vienkar§aka no pargjam parbaudes vielam, mikroorganismi uzradija vislielakas

griitibas biodegradét $o savienojumu.

NoardiSanas efektivitate bija videji 31 % variantos ar piena pulveri un tikai 11
% barotn€s bez ta. Vienigi Sphingobacterium thalpophilum no visam baktérijam
uzradija augstu degradéSanas pakapi péc 192 stundu inkubacijas perioda — 91.4 %.
Nakamais labakais rezultats bija Moraxella osloensis tikai ar 39.6%, bet Aeromonas
caviae var€ja izmantot tikai 1.5% savienojuma.

No raugiem vienigi Trichosporon domesticum uzradija augstus rezultatus
mildronata degradacija — 65%, kamér pargjiem celmiem Sie rezultati bija zem 20%.
Sakotngji micelijsénes F. solani un Gibberella indica barotnés tikai ar aktivo zalu
formam spéja degradet 20% un 45% mildronata attiecigi. Tacu piena pulvera substrata
klatbiitne ievérojami paaugstinaja So celmu sp&ju biodegradét mildronatu, Iidz pat

90%.
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Sie dati liecina, ka daudziem no parbaudamajiem mikroorganismiem
visticamak nav atbilstoSu enzimatisku celu kompleksu, lai skeltu So savienojumu. Bet
tiem organismiem, kuriem Sie hidrolizes celi ir pieejami, tie actmredzami ir
energgtiski maz efektivi un organismam ir nepiecie$ams papildus energijas avotas lai
nodroSinatu savienojuma degradaciju. Par to liecina piena pulvera kometabolisma

efekts Fusarium gints sénu varianta.

Izpétot sikak pieejamo informaciju par Fusarium sénem (Gibberella indica ir
F. udum teleomorfa stadija). Par efektivo biodegradacijas aktivitati varétu bt
atbildigs Fusarium gints sintez&tais lakazes enzims. Tas ir oksidoreduktazes grupas
enzims, kas ir sp&jigs kataliz€t tadu aromatisko un ksenobiotisko savienojumu ka
fenoli, anilini, benzéntioli u.c. biodegradaciju (Suresh et al., 2008). Vielas enzimatiska
efektivitate celulozes (Wong et al., 2000), tekstila (Novotny et al., 2000) riipniecibas
noteklidenu attiriSana ir pieradita, kamér ta mijiedarbiba ar farmacijas produktiem ir
mazak izpétita (de Cazes et al., 2015). Lai noskaidrotu enzima darbibu $aja p&tijuma
izmantoto mérka savienojumu degradacijai, biutu nepiecieSams veikt papildus

parbaudes ar molekularas biologijas metodém.

Talakajiem bioaugmentacijas eksperimentiem tika izveéleéti mikroorganismi,
kas uzradija augstus rezultatus zopiklona un mildronata degradacija. Tie bija bakterija
Sphingobacterium thalpophilum, raugs Trichosporon domesticum un micglijsénes

Fusarium solani, Gibberella indica.

3.3. Bioaugmentacija testa reaktoros

veikta realas vides simulétu testa bioreaktoru izveide péc iepriek$ aprakstitiem
parametriem. Sakotngji tie tika pilditi ar Skidrumu un biopléves nesgjiem no AS
,,Grindeks” notekiidenu attiriSanas iekartu 1. reaktora. Tiem tika dots laiks 1 — 2
nedélas, lai pielagotos videi un iestatos lidzsvara stavoklis. Kad tika fikséta ta
sasniegSana, vienam no reaktoriem tika pievienota tirkultiras suspensija papildus ar

nes€jiem, uz kuriem bija veikta biomasas imobilizacija. Sakotn&jais inokulacijas

tilpums sastadija aptuveni 10% no kop€ja reaktora efektiva tilpuma.
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Ka vienigais baribas vielu substrats tika lietots faktiskais AS ,,Grindeks”
farmacijas ripniecibas notekiidens. Papildus tam tika pievienots mildronats un
zopiklons 20 mg/l, lai parbauditu So vielu biodegradacijas dinamiku reaktoru vide.
Tika arT parbaudita reaktoru darbibas izmainas pie mainiga KSP iepliudes slodzes Soka
koncentracijam. Zema ieplides KSP slodze ~ 3 000 mg/l; augsta ~ 8 000 mg/I.

Paraléli tika arT izveidots analogs kontroles bioreaktors ar identiskiem vides un
piebaroSanas apstakliem bez izv€l€to organismu pievienosSanas. Hidrauliskais aiztures

laiks (HRT) bija 48 h abam testa sisteémam.

3.3.1. Fusarium solani

Pirmais organisms, ar kuru tika veikta bioaugmentacija, bija micélijséne F.
solani. Ilgstosi kultivacijas rezultati (10. attéls) gan pie zemas, gan augstas slodzes
bija pielidzinami kontrolei. Lidzigus rezultatus uzradija ar1 aktivo farmacijas lidzeklu
degradacijas mérjjumi (11. att€ls). F. solani pievienosana paaugstingja vielu
biodegradaciju tikai par 1%, kas ir neliels un statistiski nebiitisks daudzums. Sie dati

liecina, ka bioaugmentacijas efektivitate bija zema vai pat neesosa.
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10. attels. KSP samazinajums starp iepladi un izpladi testa reaktoros pie dazadam slodzeém ar F.solani
bioaugmentaciju un kontrol€ 40 kultivacijas dienu perioda.

Figure 10 COD removal efficiency during 40 day cultivation period between influent and effluent wastewater in
test bioreactor system with F.solani bioaugmentation and w/o during variable loading stress.
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11. attéls Mildronata un zopiklona vid&jais degradacijas daudzums testa reaktoros ar F. solani bioaugmentaciju
un kontrolg.

Figure 11 Average degradation efficiency of mildronate and zopiclone during fermentation in test reactors with
F.solani bioaugmentation and wi/o.

Ka viens no galvenajiem bioaugmentacijas neizdoSanas iemesliem realos vides
apstaklos ir bioaugment€ta celma biomasas izskaloSanas no testa sistémas (El
Fantroussi un Agathos, 2005). Veicot F. solani kvantificéSanu reaktora suspensija ar
RT-qPCR (12. attels), tika apstiprinats Sis novérojums. Jau péc pirmajam 10 dienam
no bioaugmentacijas sakuma sénes daudzums reaktora kritas par vairak neka 90%.
Tas nozimé, ka S$ai kultirai ir loti liels izskaloSanas risks un ta nebija sp&jiga
iedzivoties dotaja vide. Par iemeslu tam vargja biit parak l1eéns augSanas atrums, vidé
esoSo savienojumu toksiska iedarbiba vai nesekmiga konkurence ar pargjiem
mikroorganismiem, kas liedza ieglit vajadzigo energijas un biomasas daudzumu. Lidz
ar to séne F. solani nespgja atkartot augstos rezultatus, kadus ta uzradija laboratorijas
eksperimentos. F. solani bija novérojams ari kontroles parauga, kas bija pilniba
sagaidami, jo visas eksperimentos izmantotas mikroorganismu sugas tika sakotngji
izol&tas no So notekiidenu vides.

Kaut gan Saja eksperimenta tika veikta ieprieks€ja kultiiras imobilizacija uz
biopléves nes€jiem, tas izradijas nepietickams solis, lai noverstu So atro izkaloSanas

paradibu.
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12. attéls RT-qPCR rezultati par F. solani $tinu koncentraciju testa un kontroles reaktora suspensija kultivacijas
perioda

Figure 12 RT-gPCR results about F. solani concentration in test and control reactor suspension during cultivation

Sakotngjie eksperimenta ar F. solani rezultati deva ieskatu bioaugmentacijas
metodes principa un nepilnibas. Ilglaicigai un pastavigai bioaugmentaciajs efekta
darbibas ir nepiecieSama regulara metodes atkartoSana. Jo jauniem, attiriSanas
sistémai pievienotiem mikroorganismu celmiem bis pagaidu nobides, nestabilitates
periods, kura tie biis paklauti lielakam izskaloSanas riskam (Boon et al., 2000). Lai
uzlabotu nakamo eksperimentu rezultatus un nodroSinatu pastavigu augmenteta
organisma koncentraciju vidé, tika veikta papildus mikroorganisma pievienoSana

kultivésanas laika (Saravanane et al., 2001).

Tadel, lai nodroSinatu biomasas koncetraciju nakamajos eksperimentus tika
veikta papildus kultiiras pievienoSanas fermentacijas laika. Attiecigd izvéles
mikroorganisma tirkultira tika audzeta Skidraja sénu vai baktériju barotné optimalos
vides un substratu apstak]os, ka ar1 zopiklona un mildronata (20 mg/1) klatbiitn€. Visu
kultivacijas laiku tika veikta periodiska doz€Sana no bagatinatas barotnes testa
reaktora. Nedélas laika tika pievienots aptuveni 1 L barotnes ar mikroorganismu ar

regularu pliismas atrumu.
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3.3.2. Sphingobacterium thalpophilum

Pé&c sakotngjas kulttiras inokulacijas reaktors tika atstats bez caurplades, batch
rezima, 7 dienas. Tada veida tika dots laiks mikroorganismam palielinat savu biomasu

un labak aklimatiz&ties jaunajai videi.
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13. attéls KSP samazinajums starp ieplidi un izpladi testa reaktoros pie dazadam slodzeém ar S. thalpophilum
bioaugmentaciju un kontrol€ 45 kultivacijas dienu perioda.

Figure 13 COD removal efficiency during 45 day cultivation period between influent and effluent wastewater in test
bioreactor system with S. thalpophilum bioaugmentation and w/o during variable loading stress.

Baktérijas Sphingobacterium thalpophilum pievienosanas efekta (13. attéls)
uzlabojums péc visu So papildus solu veikSanas bija izteiktaks neka ieprieks€jajos F.
solani eksperimentos. Novértgjot KSP izmainu datus vargja novérot nelielu

efektivitates uzlabojumu bioaugmentétaja sistéma.

Kopuma augmentéta sisteéma sp&ja degradet videji par 4% vairak KSP no vides
neka kontrole. Pie mazas ieplides slodzes (KSP ~ 3 000 mg/l) ar S. thalpophilum
augmentgetais reaktors uzradija vid€ji par 8% labaku aizvakSanas efektivitati neka
kontroles sisttma. Pie augstas iepliides slodzes uzlabojums bija zemaks, tikai 2%.
Kopuma bioreaktors sp&ja samazinat ieplides KSP vidgji par 80%. Bioaugmenteta
sistéma ar1 uzradija labaku izturibu pret strauju iepliides slodzes Soku ar mazaku

attiriSanas efektivitates svarstibu un stabilaku visparigo darbibu.

RT-qPCR dati uzradija (14. att€ls), ka sakotngji, péc batch stadijas nosléguma

un caurplides rezZima palaiSanas, S. thalpophilum daudzums bioreaktora strauji
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samazindjas pirmajas piecas dienas par gandriz 90 %. Tacu vélak izskaloSanas
apstajas un baktérijas koncentracija saka stabili pieaugt. Fermentacijas beigas S.

thalpophilum daudzums bija pieaudzis reaktora par 70% no sakotngja daudzuma.
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14. attels RT-qPCR rezultati par S. thalpophilum $Gnu koncentraciju testa un kontroles reaktora suspensija
kultivacijas perioda
Figure 14 RT-gPCR results about S. thalpophilum concentration in test and control reactor suspension during

cultivation

Papildus biomasas regulara dozeésana ir visticamak atbildiga par So augSanas
dinamiku. Tas parada, ka mikroorganismiem ir griittbas nekav€&josi pec inokulacijas
veikSanas pielagoties Sai farmacijas notektidenu videi un noveérst savu izskaloSanos.
Ir nepiecieSams laiks, lai tie spetu izveidot savu biofilmu vai imobiliz€tos uz nesgjiem

(Boon et al., 2002).

Neskatoties uz bioaugment€tas kultiras piecaugumu vidé un kopgja KSP
samazinasSanas efektivitates uzlabojumu, meérka farmacijas vielu biodegradacija
saglabajas zema. Zopiklona un mildronata degradacijas pieaugums augmentétaja
sisttma bija tikai par 3% un 5% attiecigi lielaks neka kontrolei. Laboratorijas
eksperimentos ar tirkultiiru bakterijas sp&ja metabolizet Sos savienojumus bija saméra
lena, tai bija nepiecieSamas vismaz 72 h, lai saktu degradét Sos savienojumus.

Reaktora hidrauliskais aiztures laiks 48 h visticamak ir par Tsu, lai ta sp&tu uzradit
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tadu pasu efektivitati. Tik gruti izmantojumu substrata uznemSana ir energgtiski

neizdeviga konkurences apstaklos un tie paliek notektidenu izplides vide.

3.3.3 Trichosporon domesticum

Bioaugmentacija, izmantojot T. domesticum, neuzradija biitiskus uzlabojumus
KSP atdalisana no notekiidens (15. attéls). Dati liecinaja, ka velamais KSP
aizvakSanas uzlabojums netika sasniegts. Gan pie augstas, gan zemas iepliides slodzes
noteiktie me&rjjumi bija vai nu pielidzinami vai pat, atseviskos gadijumos, sliktaki
neka kontroles varianta. Saja eksperimenta bioaugmentacijas veik3ana radija sistémai

negativu kopgjo efektu.

100

95

90

s
é

ajums,

85
——T. domesticum

§

Zema slodze

80 - Kontrole

75

KSP samazin
Augsta slodze
Augsta slodze

70 |
14 15 18 19 20 21 22 25 26 27 28 29 32

Diena

15. attels KSP samazinajums starp ieplidi un izpldi testa reaktoros pie dazadam slodzeém ar T. domesticum
bioaugmentaciju un kontrole 32 kultivacijas dienu perioda.

Figure 15 COD removal efficiency during 32 day cultivation period between influent and effluent wastewater in test

bioreactor system with T. domesticum bioaugmentation and w/o during variable loading stress.
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Parsteidzosa karta biomasas koncentracijas analizes uzradija augstus
dzivotsp&jas rezultatus raugam (16. attéls). Kulttira atri atguvas no sakotngjas
izskalosanas stadijas un progresivi palielinaja savu daudzumu vidé. Tacu T.

domesticum daudzums neietekméja mérka farmacijas vielu degradaciju (17. attéls).
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16. attels RT-qPCR rezultati par T. domesticum $tnu koncentraciju testa un kontroles reaktora suspensija
kultivacijas perioda

Figure 16 RT-gPCR results about T. domesticum concentration in test and control reactor suspension during

cultivation
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17. attéls Mildronata un zopiklona vidgjais degradacijas daudzums testa reaktoros ar T. domesticum
bioaugmentaciju un kontrolg.

Figure 17 Average degradation efficiency of mildronate and zopiclone during fermentation in test reactors with T.
domesticum bioaugmentation and w/o.
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Ta bija vidgji fermentacijas laika 1 — 2 % robezas ar kontroles variantu. Sie
rezultati uzskatami parada, ka raugam T. domesticum piemit augsta dzivotsp&ja Sadu
notektidenu vide, tacu nebija noverojama saistiba starp S$iinu koncentraciju reaktora
un KSP vai farmacijas vielu degradéSanas efektivitati. To var skaidrot ar vieglak
degrad€jamu baribas vielu klatbiitni reaktora, kuru dél raugam nav vajadzibas
izmantot griitak Skelamas farmacijas vielas. Papildus ari ieprieks€jie eksperimenti
uzradija, ka raugs sak veikt bitisku vielu degradaciju tikai péc 48h, tadgjadi

caurpliides sist€ma varetu bit nepiem&rota Sim organismam.

Pievienota organisma mijiedarbiba ar vides biologiskajiem un abiotiskajiem
elementiem ir svarigs tas efektivitates faktors. Jauna celma pievienoSana var
dramatiski ietekmét esoSo mikrofloru ar inhibicijas vai konkurences apstakliem (EI
Fantroussi un Agathos, 2005). Iesp&jams tas notika bioaugmentacija ar T.
domesticum. Lielais rauga daudzums izveidoja nelabvéligu vidi citiem
mikroorganismiem, kuri varétu piedalities farmacijas vielu metabolisma un attiriSanas
efektivitates uzlaboSana. Tas apstiprina apgalvojumu, ka bioaugmentacijas celmu

aktivitate un darbiba in situ apstaklos var bt pret&ja in vitro (Boon et al., 2000).

3.3.4 Gibberella indica

Sénes G.indica bioaugmentacija pozitivi ietekméja KSP samazinasanas (18.
attels)
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18. attels KSP samazinajums starp iepliidi un izpludi testa reaktoros pie dazadam slodzeém ar G.indica
bioaugmentaciju un kontroles, 54 kultivacijas dienu perioda.

Figure 18 COD removal efficiency during 54 day cultivation period between influent and effluent wastewater in
test bioreactor system with G.indica bioaugmentation and w/o during variable loading stress.
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efektivitati simulétaja testa reaktora. Sis sénes pievienosana vidéji palielinaja
KSP samazinasanos par 6% lidz kopgjai efektivitatei 85% pretstatd kontroles 79%.

Pieaugums bija pastavigs, novérojams gan pie zemas, gan augstas ieplides slodzes.

Papildus tika ari fiks€ts palielinats vidgjais zopiklona un mildronata
koncentracijas samazinajums testa reaktora (19. att€ls). Augmentgtais reaktors spgja
noardit par 20 % vairak mildronata un par 10% vairak zopiklona neka kontrole. Tas ir
ievérojams uzlabojums par iepriek$gjiem eksperimentiem, kur atSkiriba starp aktivo

farmacijas vielu degradacija bija tikai paris procenti.
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19. attels Mildronata un zopiklona vid&jais degradacijas daudzums testa reaktoros ar G.indica bioaugmentaciju un
kontroles.

Figure 19 Average degradation efficiency of mildronate and zopiclone during fermentation in test reactors with
G.indica bioaugmentation and w/o.

Diemzel qPCR dati paradija, ka notiek kultiiras izskalo§anas no reaktora (20.,
21. attéls). Eksperimenta beigas G.indica daudzums bija krities suspensija par 90% no
sakotngja. Augmentetaja reaktora izskaloSanas atrums bija 1€naks pateicoties papildus

dozesanai, bet tapat salidzinosi loti augsts.

Sénes koncentracijas daudzums, p&c sakuma kultiras inokulacijas un
kultivéSanas bez caurpliides, bija testa reaktora zems un pat pielidzinams kontoles
paraugam. Tas liecina, ka eso$a vide vai mikrofloras stavoklis nebija optimals §is
sénes ilgsp&jigai augSanai un tai ir nepiecieSami papildus faktoru uzlabojums, lai

stimul&tu tas dzivotspgju.
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20. attéls RT-qPCR rezultati par G.indica $tnu koncentraciju testa un kontroles reaktora suspensija kultivacijas
perioda

Figure 20 RT-gPCR results about G.indica concentration in test and control reactor suspension during cultivation
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21. attels RT-qPCR rezultati par G.indica $anu koncentraciju uz sakotngji augmentétajiem, eso$ajiem un kontroles
reaktora nesgjiem
Figure 21RT-gPCR results about G.indica concentration on initialy bioaugmented , native and control biofilm

carrier

Kaut gan $iinu daudzums uz augment€tajiem nes€jiem eksperimenta beigas uz
nes€jiem bija palielingjies, G.indica nebija sp&jigs imobiliz&ties uz pargjiem reaktora
esosajiem nes€jiem. Uz tiem sénes daudzums samazinajas par 95% no sakotngja.
Neskatoties uz to, ka §1 notekiidenu vide nebija ideali piemérota G.indica, tika iegits
paaugstinats KSP un aktivo farmacijas vielu degradacijas Itmenis testa sistéma. Tas
nozimé, ka pat nelielais, izdzivojoSais sénes daudzums bija sp&jigs pozitivi ietekmét

visu sistému un veiksmigi realizét bioaugmentaciju.

44



Tika ar1 veikta parbaude, lai parliecinatos, ka par iegiitu uzlabojumu, nav
atbildiga baribas vielu biostimulacija, kas iegiita no $kidras barotnes , kura tika
audzeti mikroorganismu regularajai papildus dozeSanai. Tas bija noteikts jaunai, bez
papildus bioaugmentacijas , reaktoru sist€mai dozg&jot klat tikai bagatinoSo Skidro
barotni (sabouraud dextrose liquid medium) ar identisku eksperimenta izmantoto
plusmas atrumu. Reaktors tika darbinats tris ned€las, papildus ar kontroli. Kultivacijas
perioda netika novérota ne KSP aizvaksanas , ne aktivo famacijas vielu uzlabojums
testa siteémai ar kontroli. Vieniga atSkiriba bija picaugums testa reaktora suspendéto
diinu biomasas par 10% (dati nav paraditi). Tas lauj dro$i secinat, ka eksperimenta

iegttie uzlabojumi ir pateicoties G.indica bioaugmentacijai.

Kopvertejuma skatoties, Saja petijjuma tika noteikts, ka augsta farmacijas vielu
biodegradacija, lidzigi ka tirkulttru in vitro apstaklos, ir griti panakama simul&tos
realos apstaklos. Labakos rezultatus uzradoSie mikroorganismi ne vienmér ir pasi
produktivakie, nonakot in situ apstaklos. Bioaugmentacijas celmu efektivitati batiski
ietekmg@ lielais izskaloSanas atrums. Ta nov@rSanai ir iesp&jams veikt regularu kulttiras
pievienoSanu un/vai imobilizaciju uz biopléves nes€jiem. Tacu tas arl negaranté
ilgtsp&jigu mikroorganismu sp&ju izdzivot un augt vidé. Molekularas biologijas
metodes qPCR pielietojums lava precizi noteikt un analizét ve€lama celma augSanas
dinamiku vidg. Ir sarezgiti paredzet pievienoto mikroorganismu mijiedarbibu ar eso$o

mikrofloru pirms bioaugmentacijas veikSanas.
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Secinajumi

No farmacijas notekiidenu attiriSanas iekartas izdalitas un identificétas 10

bakteriju, 9 raugu un 4 micéelijsénu tirkultiiras.

Izdalito mikroorganismu tirkultiras (Sphingobacterium thalpophilum,
Trichosporon domesticum, Fusarium solani, Gibberella indica) sp&j efektivi
noardit farmacijas vielas (zopiklonu, mildronatu un oksitocinu) in vitro

apstak]os.

Seéném Fusarium solani un Gibberella indica piemit augsts bioaugmentacijas
potencials. G. indica izmanto$ana uzlabo notekiidens KSP samazinaSanos un

farmacijas vielu degradaciju.

Papildus viegli izmantojama oglekla avota (piena pulvera) pievienosSana

butiski uzlabo farmacijas produktu degradaciju.

Raugam Trichosporon domesticum ir negativa ietekme uz bioreaktora KSP

samazinasSanas efektivitati.

Izmantojot RT-qPCR, konstatéts, ka bioaugmentacija izmantotajiem bakteriju
un sénu celmiem ir augsts izskaloSanas risks no testa reaktoriem, seviski 1sa

hidrauliskas aiztures laika (Iidz 48 h) rezima.
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