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ANOTACIJA

Mikroorganismu veidotas biopléves, kas veicina toksisku
savienojumu biodegradaciju un vides bioremediaciju arvien biezak
piesaista pétnieku uzmanibu. Sadas biotehnologiski vértigas un
bagatinatas biopléves var tikt pielietotas dazados vides biotehnologijas
procesos, paaugstinot to efektivitati. Tomér to darbibas uzturéSanai un
aktivitates paaugstinasanai ir nepiecieSami jauni ekonomiski izdevigi un
efektivi risinajumi.

ST darba ietvaros tika pétitas biopléves, kas veidojas uz dazadiem
nesgjiem- kermazita granulam no Zalas Sienas Sistémas moduliem,
biodegradéjamas kasavas izcelsmes bioplastmasas, ka ari polistiréna un
polietiléna tereftalata (PET) plastmasas virsmam. Tika parbaudita
atsevisku savienojumu (triptona, rauga ekstrakta, glikozes, Ca?* un Mg?*
jonu), augu izcelsmes baribas vielu (melases, kapostu lapu ekstrakta,
sintétisko saknu eksudatu) un tadu kompleksu substratu ka atkritumu
poligona infiltratu izmantoSas iesp&jas bioplévju bagatinaSanai un to
aktivitates uzturésanai.

Tika noteikta biopléves kvantitativa veidoSanas, enzimatiska
aktivitate, loma noteiktu piesarnotaju mazinasana, raksturota to
morfologiska struktiira, ka arT potenciala rezistence pret antimikrobialiem
lidzekliem.

Barotnes komponensu statistika optimizacija Pseudomonas putida
kulttrai uzradija triptona lielako ietekmi uz biopléves veidosanos 8 °C un
23 °C temperatiira, savukart 37 °C lielakoties bija atkariga no Mg?* jonu
pievienoSanas. Tika novérota 150 mg/L benzalkonija hlorida stimul&josa
ietekme uz P. putida biopléves veidosanas aktivitati 100% TSB (Trypto-
Casein-Soy Broth) un optimizéta barotné.

Keramzita granulu biopléves bagatinaSana ar sintétiskajiem augu
saknu eksudatiem lielakoties veicinaja enzimatiskas aktivitates
picaugumu un formaldehida biodegradaciju. Biopléves attistiba péc
bagatinasanas notika lokali, picaugot augstuma.

Salidzinot biopléves veidosanos uz PET virsmam p&c 30 dienu
inkubacijas 2% atkritumu poligonu infiltratos un augsng, infiltrats
uzradija stimulgjoso efektu uz mikroorganismu imobilizaciju.

Atslégvardi: biopleves, biopléves bagatinasana, biodegradacija,
atkritumu poligona infiltrati, benzalkonija hlorids, formaldehids,
plastmasa, Pseudomonas spp. 3
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SAISINAJUMI

ATP - adenozintrifosfats

BAC- benzalkonija hlorids

CAS- no kasavas iegiita bioplastmasa
CCD- central composite design

CLSM - konfokalais lazerskengjosais mikroskops
ECP- keramzita granula

EPS - ekstracelulara poliméru substance
FA- formaldehids

FDA- fluorescelna diacetats

GLU- glikoze

GWS- zalas sienas sisteéma

YE- rauga ekstrakts

Pl - propidija jodids

QACs- ¢etraizvietotie amonija savienojumi
TRY - triptons

VOCs- gaistosi organiski savienojumi



IEVADS

Mikroorganismu veidotas biopléves var radit ar partikas drosibu,
veselibas apriipi un ekonomiku saistitos riskus. Turpretim tam ir butiska
nozime komerciali vértigu produktu ripnieciskaja razosana, toksisku
savienojumu  biodegradacija  notekiidenos un  bioremediacijas
veicinasana. Biopléves attistibu nosaka vairaki vides faktori, tostarp,
temperatira, pH, salums, plismas atrums, spiediens un baribas vielu
pieejamiba. Dzilaka izpratne par So faktoru ietekmi uz biopléves
veidoSanos un attistibu, ka ar1 jaunu risinagjumu mekl€$ana biopleves
bagatinaSanai un aktivitates stimuléSanai ir butiska, lai izstradatu
strat€gijas biotehnologiski vértigu bioplévju darbibas optimizesanai.

Zinatniskas literatiras datubazes ir pieejams liels informacijas
daudzums par kaitigu bioplévju inhib&Sanas iespg&jam, bet mazak
pétijumu ir veltiti biotehnologiski vértigu bioplévju darbibas stimulé$anai
un to izmantosanai, pieméram, efektivas biodegradacijas konteksta.

Promocijas darba meérkis - izpétit dazadas izcelsmes
mikroorganismu biopléves bagatinasanas un aktivitates stimuléSanas
iesp&jas organisku savienojumu biodegradacijai un bioplévju uzturésanai.

Mérka sasniegSanai tika izvirziti $adi uzdevumi:

1. Salidzinat biopléves attisttbu uz polistirola virsmas
baktériju kultiras Pseudomonas putida LMKK 650, Escherichia coli
LMKK 332, Staphylococcus epidermidis LMKK 333, atkariba no baribas
vielu koncentracijas un temperatiiras.

2. Optimizet temperatiiras un bagatinasanas komponensu
kombinaciju P. putida LMKK 650 biopléves attistibas veicinasanai uz
polistirola virsmas.

3. Novertet  imobilizéto  bakteriju  antimikrobialas
rezistences paaugstinasanas riskus atkariba no bagatinaSanas veida, ka
antimikrobialo lidzekli izmantojot benzalkonija hloridu.

4, Raksturot keramzita granulu biopléves bagatinaSanas
iespgjas efektivakai formaldehida biodegradacijai.
5. Salidzinat biopléves veidoSanas aktivitati uz PET

plastmasas virsmas péc 2 % atkritumu poligonu infiltratu un augsnes
iedarbibas.

6. Raksturot atkritumu poligonu infiltratu izmantoSanas
iespgjas ka vertigu mikroorganismu bioplévju avotu plastmasas
biodegradacijai.



1. LITERATURAS APSKATS
1.1. Bakteriju biopleves

Daba bakteriju Stnas var pastavet divos atseviskos stavoklos-
planktoniska ka brivi peldosas formas un piestiprinajusas pie virsmas,
veidojot biopléves. Biopléves ir kompleksas struktiras, kas sastav no
vienas vai vairakam mikroorganismu sugam, saimniek$inam un $tnu
sintez&tajiem produktiem. Siinas bioplévés ir saistitas ar bakteriju
sarazoto ekstracelularo poliméru substanci (EPS) un ir piestiprinatas pie
biotiskas vai abiotiskas virsmas (Bogino et al., 2013; Sharma et al., 2023).

Dabiskos apstaklos bakteriju Sionas reti eksiste atsevisku
planktonisku stinu veida. Bioplévés bakterijas ir izturigakas pret fizikalu
faktoru iedarbibu, tajas tiek kavéta toksisku vielu, piem&ram, antibiotiku
vai dezinficgjoso lidzeklu, ieklaana. Stinas ir noturigas pret protozoju un
imansistémas $tnu fagocitozi (Matz and Kjelleberg, 2005; Sing et al.,
2017). Baktgriju §tnas biopléve atrodas ciesa kontakta, kas atvieglo §inu
savstarp&jo komunikaciju, sniedz vairak iesp&ju baribas vielu, genétisko
elementu apmainai un kopuma palielina bakteriju izdzZivosanas iespgjas
(Mirghani et al., 2022; Fazeli-Nasab, 2022).

Bakteriju spgja koloniz&t virsmas un veidot biopleves tiek uzskatita
par nopietnu problému un ir asoci€ta ar zinamiem riskiem daudzas
nozares, kas saistitas ar partiku, Gdensapgadi, farmaciju un veselibas
aprupi. Biopléves veidoSanas uz implantu un katetru virsmam ir viens no
biezakajiem pé&coperaciju infekciju iemesliem (Jamal et al., 2018).
Biopléves uz caurulvadu sisttmu iek$€jam virsmam var veicinat
biokoroziju, siltummainas efektivitates samazinasanos, nevélamas tdens
kvalitates izmainas un infekcijas slimibu uzliesmojumus (Prest et al.,
2016).

Neskatoties uz daudziem ar bioplévju veidosanos saistitiem
negativiem aspektiem, ir zinami daudzi piemeéri ar biotehnologiski vertigu
bioplévju izmantoganas iesp&jam. Sadas biopléves var bagatinat augsni,
veicinat augu augSanu caur slapekla fiksaciju, mineralvielu uznemsanu,
fitohormonu producgSanu un nodroSinat augu aizsardzibu pret
fitopatogéniem mikroorganismiem (Bais et al., 2004; Khan et al., 2018).
Salidzinot ar to planktoniskam formam, bioplévés dzivojosie
mikroorganismi uzrada lielaku izturibu pret piesarnotajiem un augstakas
sp&jas tos degradét caur dazadiem katabolisma celiem (van Dillewijn et
al., 2009). Baktériju kopienas tiek izmantotas organisku un neorganisku

savienojumu neitralizéSanai un noardiSanai notektidenos, izmantojot
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notekiidenu attiriSanas tehnologijas, kuru pamata ir biopléves (Murshid et
al., 2023). Pateicoties to efektivitatei, nekaitigumam un zemam
izmaksam, ir palielindjusies interese par labveligo bakteriju bioplévju
izmantoSanu gaisa biofiltracija, lai samazinatu gaistoSo organisko
savienojumu (Volatile organic compounds, VOCs) radito piesarnojumu
ickstelpas (Sheoran et al., 2022). Lai labak izprastu $adu labvéligu
bioplévju bagatinasanas un aktivitates stimul€Sanas iespgjas, jaapzinas to
veidoSanas mehanismi.

1.2. Biopléves veidosanas posmi

Biopléves veidoSanas gaita mikroorganismu §Gnas no
planktoniskam formam pariet imobiliz&ta stavoklt (1.attels). Biopleéves
veido$anas norit vairakos posmos, kas ietver sakotngjo $tinu adsorbciju
pie virsmas, mikrokolonijas izveidi, biopléves trisdimensiju struktiiras
veido§anos ar sekojosu nobriesanu un $tnu dispersiju (Muhammad et al.,
2020).

Biopléves veidosanas sakas ar atgriezenisku planktonisko $tnu
piestiprinasanos virsmai. So procesu nodrosina tadas adhezivas struktiiras
ka barkstinas, pili, fimbrijas vai proteini uz $tnu virsmas (Donlan and
Costerton 2002; Berne et al., 2015). Siinu piestiprinasanas pakape ir
atkariga arT no dazadiem vides apstakliem, taja skaita, virsmas materiala
sastava, temperatiras, spiediena, plismas atruma u.c. (Speziale and
Geoghegan, 2015; Fu et al., 2021).
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Stinas piestiprinasands pie virsmas kalpo ka signals biopléves
specifisku génu ekspresijai. Tas nodrosina starp$tinu signalmolekulu un
EPS sintgzi, kas ierosina biopléves matriksa veidosanos (Toyofuku et aé.,



2016). Saja posma planktoniskie mikroorganismi var piekerties viens
otram, veidojot $tinu agregatus uz substrata. Tadgjadi baktériju $tinas
paliek stingri piesaistijusas virsmai un adhé&zija kltst neatgriezeniska, ja
nav notikusi fizikala vai kimiska iejauksanas (Dunne 2002; Flemming
and Wingender, 2010).

Péc matriksa veidosanas bioplévé veidojas ar tdeni piepilditi
kanali. Tie izplata dazadas baribas vielas un izvada atkritumproduktus no
biopléves mikrokoloniju kopienam. Dispersijas gaita mikroorganismu
Stinas pamet nobrieduso bioplévi, kas lauj baktériju §inam veidot jaunas
mikrokolonijas uz citiem substratiem (Singh et al., 2017; Diaz- Salazar et
al., 2017).

Nemot veéra bioplévju nopietno ietekmi uz cilveku veselibu,
zinatnieki jau sen ir pieversusies to attistibas profilaksei un kontrolei.
Potenciali kaitigu bioplévju kontrolei un inhib&Sanai ir izstradatas
dazadas metodes un pieejas, kas galvenokart ir meérketas uz bakteriju
adh@zijas mazinasanu, komunikacijas sist€mas (quorum sensing)
darbibas kavésanu vai biopléves iznicinasanu (Muhammad et al., 2020).
Tomér tehnologiski vertigu bioplévju funkcionalitates un aktivitates
virziSanai ir nepiecieSami jauni ekonomiski izdevigi un efektivi
risinajumi.

1.3. Dazadas izcelsmes biopléves bagatinaSanas un aktivitates
stimuléSanas iespgjas

Biopléves bagatinasanas stratégijas ir dazadas, un tas var veikt
dabiskaja vide (in situ), pieméram, bakteriju slazdos (Gavrish et al.,
2008), difuzijas kameras (Nichols et al., 2010) un ex situ, taja skaita,
bagatinasanas sisteémas laboratorijas apstaklos, pieméram, $kidra barotng,
kokultivacijas sist€mas, nodrosinot optimalo augSanas faktoru klatbutni
(D'Onofrio et al., 2010).

Biopléeves attistibu ir iesp&jams veicinat vairakos veidos -
kontroléti mainot argjas vides apstaklus, piegadajot Stinu agregaciju
veicinosas molekulas vai veicot manipulacijas ar géniem, kas ir saistiti ar
biopléves attistibu (Mukhi and Vishwanathan, 2022).

Ta, piem@ram, jauktas bakteriju kulttiras paklauSana neoptimaliem
pH un temperatiiras apstakliem paatrinaja biopléves veidosanos un
palielingja tas elektroaktivitati (Patil et al., 2011; Chiranjeevi and Patil,
2020). Mikroorganismu paklausana baribas vielu trikumam ierosinaja

Stnu stresu, kas rezultgjas biopléves veidosana (D’Souza et al., 2021).
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Virsmas kimiska apstrade, pievienojot vai atdalot noteiktas funkcionalas
grupas, var izraisit hidrofobitates un virsmas ladina izmainas, tadejadi
stimulgjot biopléves veidosanos (Sarjit et al., 2015).

Bioplévju bagatinasana ar monosaharidiem, pieméram, glikozi,
pastiprinaja EPS veidosanos Candida albicans un Streptococcus mutans
biopléves (Brito et al., 2021). Glikoze efektivi veicinaja Pseudomonas
aeruginosa biopléves veidoSanos, regul&ot ar ekstracellularo
polisaharidu saistita géna pslA ekspresiju (She et al., 2019).

Eksperimentos ar P. fluorescens Mg?* koncentracija neietekméja
planktonisko $§tinu augSanu, bet biopléves veidosanas laika paliclinaja
virsmai piestiprinato $tinu daudzumu (Song and Leff, 2006). Ca?* un
Mg? pievienoS$ana pétijuma ar P. stutzeri ievérojami uzlaboja biopleves
attistibu un padarija biopléves struktiiru kompaktaku. Pie tam Ca?* biitiski
stimulgja proteinu veido$anos EPS, savukart Mg?* galvenokart veicinaja
polisaharidu sekréciju (Wu et al., 2022). Citi pétjjumi uzradija, ka Ca?*
pievienosSana ictekméja P. aeruginosa bioplévju struktiiru un arpus$anu
matriksa sastavu, palielinot baktériju EPS ekspresiju un stabilitati
(Sarkisova et al., 2005).

1.4. Riska noverteéjums biopléves ekspozicijai ar
antimikrobialo Iidzekli

Neskatoties uz tehnologiski vértigu bioplévju lomu biodegradacija,
pret dazadu vides faktoru ietekmi, taja skaita uzradot augstaku toleranci
pret antibiotiku un dezinfic&joso lidzeklu iedarbibu (Sing et al., 2017).

Pseudomonas gints bakterijas, ipasi P. aeruginosa biezi tiek
izmantotas ka modelorganismi bioplévju pétisanas eksperimentos (Mann
and Wozniak, 2012; Tuon et al., 2022). P. aeruginosa biopléves
veidosanas izraisa interesi tas kliniskas nozimes d&] (Donlan and
Costerton, 2002), bet arT citu Pseudomonas spp. bioplévju veidosanas ir
dazadu petijumu intereS$u joma (Jara et al., 2021; Liu et al., 2021).

Benzalkonija hlorids (BAC) ir viens no biezak lietotajiem ceturtgja
amonija savienojumiem (QACs) farmacijas, kosmétikas un partikas
ripnieciba. Tas plasi tiek izmantots dezinficgjoSo lidzeklu sastava, jo
izraisa bakteriju plazmatiskas membranas lipidu dubultslana parrausanu,
argjas membranas protenu inaktivaciju un bitiskas enzimatiskas
izmainas (Chen et al., 2018; Pereira and Tagkopoulos, 2019).

Ir aprakstita bakteriju rezistences palielinasanas pret tadam klmiski
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nozimigam antibiotikam ka penicilinu G, tetraciklinu un ciprofloksacinu
péc to saskares ar BAC. Rezistence visbiezak izpauZzas ka bakteriju $tinu
speja noardit antibiotikas vai regulot to izplides suknu aktivitati
(Tandukar et al., 2013; Kim et al., 2018). COVID-19 pandémijas laika,
krasi palielinoties dezinficgjoso lidzeklu izmantosanai, Tpasi aktualizgjas
nepiecieSsamiba apzinaties potencialos riskus, kas saistiti ar So
dezinficgjoso lidzeklu nonaksanu apkartgja vid€ un notektidenos. Tadu
vides faktoru ka temperataras un barotnes sastava ietekme antimikrobiala
lidzekla- BAC- klatbtitng varétu atklat jaunus biopléves veidosanas un
antimikrobialas rezistences izplatiSanas riska aspektus.

1.5. Biopléves mikroorganismu loma formaldehida
biodegradacija

Formaldehids (FA) ir izplatits iekStelpu piesarnotajs, kas savas
mutagénas un kancerogénas iedarbibas d&| rada audzgju un citu slimibu
attistibas riskus (Zhang et al.,, 2019; Ren et al., 2022). Viens no
inovativakajiem risinajumiem iekStelpu attiriSanai no gaistosajiem
organiskajiem savienojumiem, taja skaita FA, ir Zalas sienas sist€ma
(Green Wall System, GWS). Ta sastav no tvertném, kas ir pilditas ar
hidroponikas substratu, dazadam augu sugam, ka ari apiidenosanas un
ventilacijas sistémam, kas nodro$ina fidens un gaisa cirkulaciju (Pettit et
al., 2018; Kraakman et al., 2021).

Augi spg absorb& un metabolizét gaistoSos organiskos
savienojumus (GOS), tostarp formaldehidu. Kad GOS tiek uznemti caur
atvarsnit€m vai kutikulu, augs tos var izmantot ka oglekla avotu Kalvina
cikla (Sharma et al., 2022). Ta ka FA labi $kist Gdeni, tiek uzskatits, ka
gaisa plisma nogada to hidroponiskas sist€mas Skidraja faze, kur tas var
tikt paklauts mikrobialai biodegradacijai. Tadgjadi GWS efektivas
darbibas aspekts var bt saistits arT ar mikroorganismu aktivitati, kas liela
mera ir atkariga no augu sugas, substrata, vides apstakliem un gaisa
kimiska sastava (Su and Liang, 2015; Teiri et al., 2015; Kalnins et al.,
2022).

Viens no biezak izmantotajiem substratiem GWS augiem ir
keramzita granulas (Expanded Clay Pellets, ECP), uz kuru virsmam
mikroorganismi veido biopléves (Goli et al., 2015; Pettit et al., 2018).
Tapéc ir svarigi apzinaties, vai un cik liela méra keramzita granulu
biopléves var veicinat FA biodegradaciju un ka biitu iespgjams bagatinat
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Sadas Dbiopleves to darbibas wuzturéSanai un efektivakas FA
biodegradacijas nodrosinasanai.

1.6. Biopléves uz plastmasas virsmam, kas stimulé tas
biologisko noardisanos

Pasaules iedzivotaju skaita pieauguma un plasas industrializacijas
del plastmasas razoSana un izmantoSana peédg€jas desmitgad@s ir strauji
palielinajusies (Ahmed et al., 2018; Geyer 2020). Pamatojoties uz to
kimiskajam paSibam, plastmasu var iedalit noardamos un nenoardamos
poliméros (Ghosh et al., 2013). Biologiski noardamo plastmasu, ko iegiist
no dazadiem materialiem (tostarp tadiem polisaharidiem ka celuloze,
ciete, pektins un hitins), arvien vairak izmanto dazadas riipniecibas
nozargs, un laika gaita ta varétu dalgji aizstat plastmasu. Ta ka biologiski
noardamas plastmasas razoSana tiek izmantoti loti dazadi materiali,
biodagradacijas mehanismi un atrums var atskirties (Polman et al., 2021).

Abiotiskie un biotiskie faktori, ka temperatiira, pH, mitruma
Iimenis un  mikroorganismu  daudzveidiba, biatiski  ietekme
biodegradacijas procesu, tapat ka plastmasas veids un ta ipasibas (Ahmed
et al., 2018). Biologisko noardisanos var uzlabot ar fotooksidaciju,
Kkimisko un termisko oksidaciju pirms plastmasas paklauSanas biotiskajai
videi (Wojnowska-Baryta et al., 2022).

Tapat ka citu veidu cietas virsmas, plastmasai nonakot vide, tas
virsmu strauji koloniz€ dazadi mikroorganismi, péc laika veidojot
bioplévi (Amaral-Zettler et al., 2020). Kad biopléves kopienas ir
izveidojusas, tas var butiski mainit plastmasas fizikalas 1paSibas
salidzinajuma ar tas sakotngjo stavokli, mainot dalinu peldsp&ju tidens
slanT vai modific€jot materialu ipaSibas, piem&ram, kristaliskumu un
stingribu. Svarigi, ka vides kimiskais sastavs bitiski ietekme biopleves
veidoSanos. Proti, biomolekulu adsorbcija no apkartgjas vides, t. i.,
kondicionés$ana, modific€ plastmasas virsmu, palielinot tas raupjumu un
hidrofilitati (Bhagwat et al., 2021). Istermina un ilgtermina eksperimenti,
kas veikti dazadas barotn€s, pieradija uz polim€ru virsmam veidotu
bioplévju strukturalo daudzveidibu (Ramsperger et al., 2020).

Biopléves uz plastmasas virsmas var veikt dazadas funkcijas,
pieméram, plastmasas biodegradaciju, ksenobiotiku degradaciju vai
horizontalu génu parnesi (Bryant et al., 2016; Pinnel and Turner,
2019).Uz plastmasu virsmam eso$as biopléves izp&te var veicinat izpratni
par plastmasas fizikali-kimisko TpaSibu turpmakajam izmainam vidé
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(Kaiser et al. 2017; McGivney et al. 2020).

1.7. Atkritumu poligonu filtrats ka vertigs mikroorganismu
biopléves avots

Lielaka dala plastmasas atkritumu nonak izgaztuves vai augsné,
veicinot siltumnicas efekta gazu izdaliSanos un atkritumu poligonu
infiltratu veidoSanos. Atkritumu apglabaSana poligonos ir viena no
senakajam atkritumu apsaimnieko$anas metodeém, un ta joprojam ir plasi
izplatita visa pasaulé (Clarke et al., 2015). Atkritumu poligona infiltrats
ir Skidrums, kas veidojas, lietus @idenim difundgjot caur poligona
apglabatajiem atkritumiem. Tap&c poligonu infiltrats var saturét
ieverojamas dazadu piesarnojoso vielu koncentracijas, pieméram,
ksenobiotiskus organiskos savienojumus, izSkidusSas organiskas vielas,
smagos metalus un neorganiskus makrokomponentus (Kumari et al.,
2016).

Tomer jaatzimé, ka poligona izskalojumu kimiskais sastavs var
ieverojami atSkirties atkariba no poligona vecuma, klimatiskajiem
faktoriem (temperatiira, mitrums), ka arT atkritumu veida un satura
(Somani et al., 2019; Abbas et al., 2009). Atkritumu poligonu infiltrati
var izskaloties augsn€ ap poligonu, ka arT virszemes un gruntsiidenos,
radot risku cilvéku veselibai un negativi ietekmé&jot ekosistemu
funkcionésanu (Khalil et al., 2018).

Atkritumu poligona infiltrati ir bagatigs dazadu metaboliski
aktivu mikroorganismu avots. P&tfjumi liecina, ka poligonu infiltrati satur
potencialos génus, kas saistiti ar dazadu plastmasas veidu, tostarp
polietilena (PE), polietilentereftalata (PET) un polistirola (PS),
biodegradaciju. Sie pétijumi ari uzradija specifiskas enzimu grupas un
metabolisma celus, kas ir iesaistiti ksenobiotiku biodegradacija (Kumar
et al, 2021). Nesen veikta pétjuma Lin et al. identificgja 75
mikroorganismu sugas un 31 enzimu, kas sp&j noardit plastmasu
atkritumu poligonu infiltratos. P&tfjums bija versts uz septiniem plasiem
atkritumu poligoniem Kina (Lin et al., 2023). Tadgjadi poligonu infiltratu
izmantoSana varétu ieverojami veicinat dazadu plastmasas veidu
biodegradaciju (Kumar et al.,, 2021; Lin et al., 2023). Tomer
ekotoksiskuma un sarezgita/mainiga sastava dg] infiltratu izmantoSana
biodegradacijas procesos joprojam ir problematiska.
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Mikroorganismu kultiiras, biopléves veidoSanas un tas
aktivitates novertéjums
2.1.1. Mikroorganismu kultiiras, to uzturé$ana

Eksperimentos tika izmantotas Escherichia coli LMKK 332,
Pseudomonas putida LMKK 650 un Staphylococcus epidermidis LMKK
333 kultiiras, kas tika iegiitas no Latvijas Mikroorganismu kulttiru
kolekcijas. E.coli un P.putida tika audzetas uz Plate Count Agar (PCA)
barotném (GranuCult®, Vacija), bet S. epidermidis tika audz&ts uz R2A
agara barotnes (Thermo Fisher Scientific, ASV).

2.1.2. Fluoresceina diacetata hidrolizes aktivitates noteikSana

Mikroorganismu suspesija (150 uL) tika parnesta 96 iedobju platés
tai pievienojot 150 uL fluoresceina diacetata (FDA) reakcijas maisijuma
(4 mg FDA, 2 ml acetona, 48 ml 60 mM fosfata buferskiduma, pH 7,6).
P&c plates inkubacijas 23°C temperatira, 150 pL reakcijas maisijuma ar
Stnu suspensiju parnesa uz citu plati un pievienoja 150 uL acetona, lai
apturétu reakciju. Hidrolizetas FDA veidosanas tika noteikta fotometriski
pie ODa4g (Chen et al.,1988).

2.1.3. Dehidrogenazes aktivitates noteik§ana

PET paraugi ar bioplévi tika parnesti 48 iedobju platés tai
pievienojot 150 uL. DHA reakcijas maisijumu (1,97 g Trizma, 0,1 g 2-p-
jod-3-nitrofenil-5-feniltetrazolija hlorids (INT) g, 25 mg glikoze, 50 ml
dejonizéts wdens). Plates tika inkub&tas 24h 23°C temperatira.
Fiziologiski aktivas imobilizétas §tnas razo violetu formazanu, ko
vizualizgja ar gaismas mikroskopu (Camifia, 1998).

2.1.4. Biopléeves veidosanas kvantitativa noteikSana

Biopléves veidosanas tika mérita fotometriski, izmantojot
kristalvioletu ka krasojoso vielu (Peterson et al., 2011). Baktgriju kulttras
tika inkubétas 5 dienas 8° C, 23° C un 37° C temperatiira 96 iedobju
polistiréna platés. P&c inkubacijas plates ar barotni un planktona §tinam 2
reizes tika noskalotas ar destilétu tideni un nozavétas gaisa. Katrai iedobei
pievienoja 150 pL 0,1% w/v kristalvioleta un krasoja 10 miniites 23° C
temperatiira. P&c tam plates 3 reizes noskaloja ar destilétu fideni un
nozaveja gaisa. Katrai iedobei pievienoja 200 pL 96% etanola un inkubgja
10 miniites 23°C temperatiira. legiitais Skidums tika divas reizes pipetafs



un parnests uz jaunu 96 iedobju plati. Biopléves veidoSanas tika noteikta
fotometriski pie ODgzo.

2.2. Mikroorganismu bioplévju bagatinasana un uzturéS$ana,
biodegradacijas eksperimenti
2.2.1. Tris mikroorganismu Kkultiiru kultivé§ana dazados vides
apstaklos

Mikroorganismu kultaras- E. coli LMKK 332, P. putida LMKK
650 un S. epidermidis LMKK 333- tika audzétas dazados vides apstaklos-
100% un 5% Trypto-Casein-Soy Broth (TSB) (Bio-Rad, France) barotng,
ar vai bez 50 mg/L. BAC pievienosanu 8° C, 23° C un 37° C temperatira.

2.2.2. Barotnes sastava optimizacija P. putida LMKK 650 biopléves
attistibai

Kultivésanas vide sastavéja no barotnes (g/L): NH4Cl 0.19;
CH3COONa 1.17; NaCl 4; NaH;PO4*12H,0 4.37; Na;HPO4*2H,0 1.83;
un 3 mL mikroelementu skiduma (g/L): MnSO4*H20 3.36; ZnSO4*7H>0
3; H3sBOs; 1.12; FeSO4*7H,O 0.3 (Wu et al., 2022). Tai dazadas
koncentracijas tika pievienoti Mg?* un Ca?* joni, rauga ekstrakts (YE),
glikoze (GLU) un triptons (TRY). Koncentracijas diapazons Mg?*
(MgS0.) un Ca?* (CaCly) joniem bija 0-10 mM un 0-1 mM, attiecigi, bet
GLU, TRY un YE bija0-2.5g/L, 0-17 g/L, and 0-2.5 g/L, attiecigi. Katrs
variants tika veikts Cetros atkartojumos un kultivéts 5 dienas.

2.2.3. Barotnes mainigo lielumu statistiska optimizacija P. putida
LMKK 650 biopléves attistibai un antimikrobiala riska novertéjums

Central Composite Design (CCD) tika izmantots, lai noteiktu
optimalo piecu mainigo lielumu- Mg®, Ca*, YE, TRY un GLU-
koncentraciju biopléves attistibai testetajos apstaklos, t. 1., 8° C, 23° C un
37° C temperatara. Minitab programmatira (ASV) tika izmantota P.
putida LMKK650 biopléves statistiskai optimizacijai.

Statistiski optimizéta barotnes sastava validésanai tika veikta
P.putida kultivésana ar Ca®**, Mg?*, YE, Glu un Try, ka tika noteikts,
izmantojot CCD. Katrs variants tika veikts astonos atkartojumos. Tika
sagatavoti papildu komplekti ar 50, 100, 150 un 250 mg/L BAC
antimikrobialas rezistences riska novertgjumam.
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2.24. Keramzita granulu bioplévju bagatinaSana ar viegli
metabolizéjamiem oglhidratiem

Bioplevju bagatinasSana tika veikta 1L stikla kolonnas. Katra
kolonna tika piepildita ar keramzita granulam, kas tika nemtas no
dazadiem GWS augiem, tam pievienojot bagatinasanas vidi ar komplekso
mineralvielu maisijumu VITO (Spodriba, Latvija) un oglhidratiem, kuri
ir zinami ka saknu eksudatu sastavdala. Mineralvielu maistjumu
pievienoja bagatinaSanas videi 0,5% koncentracija. Glikozi, saharozi,
laktozi un fruktozi izmantoja vienadas koncentracijas, t.i., 1.
bagatinasanas posmam — pa 0,05% katru; 2. posmam — attiecigi 0,10 %
un 3. posmam — 0,15 %. Jaunas keramzita granulas tika izskalotas ar
sterilu destilétu Gdeni un izmantotas ka kontrole. Inkubacijas periods
katra bagatinaSanas posma sastadija 72 stundas 23°C temperatara.

2.2.5. Imobilizéto mikrooganismu augsanas stimuléjo$o oglekla avotu
skrinings formaldehida klatbutné, izmantojot EcoPlates™

Mikroorganismu kopienas kataboliska daudzveidiba biopleve tika
noteikta, izmantojot Biolog EcoPlate™ (ASV). Substrata metabolisma
mérisana ir balstita uz krasas veidoSanos no tetrazolija, kas ir redoks
indikators. Stinu suspensija tika iegiita no ECP ar ultraskanu (5 min 50W),
atSkaidita ar sterilu 0,85% NaCl skidumu, pec tam inokul&ta (100 pL)
katra iedobé un inkubéta 72 stundas 23° C temperatura. Papildu plates
tika sagatavotas ar pievienoto FA (50 mg L™). Mikroorganismu aktivitate
tika mérita fotometriski pie 620 nm péc 24, 48 un 72 stundam.

2.2.6. Keramzita granulu inkubé$ana ar formaldehidu un ta atlikusas
koncentracijas noteik§ana

Inkubaciju veica 20 ml polipropiléna mégenés ar 9 ml skidras
fazes- 1) 100 mg/l FA; 2) 100 mg/l FA, kam pievienots NaNs (50 mM)
metaboliskas aktivitates inhib&sanai; 3) tdens. Mégenes ar 9 ml 100 mg/1
FA bez ECP kalpoja ka kontrole. Paraugus inkubgja 24 h 23 °C
temperattira trijos atkartojumos. Formaldehida atlikums tika noteikts,
izmantojot augstas izskirtsp&jas Skidrumu hromatografu UltiMate 3000
(ThermoFisher Scientific, ASV).

2.2.7. Plastmasas biodegradacijas novértéjums atkritumu poligona
infiltratos un augsné
Petfjuma tika izmantoti divu veidu plastmasas materiali - PET un

biologiski noardama kasavas (CAS) plastmasa. Katra veida plastmasas
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materiali tika sagatavoti 4 cm? lielos paraugos. Dala paraugu tika inkubéti
2% atkritumu poligona infiltrata, kas tika atskaidits 60 mM fosfata
buferskiduma (pH 7,2) nepartraukti maisot OxiTop® iericé un bez
maisi$anas. Dala paraugu tika inkub&ta smil$mala augsnes substrata. Visu
paraugu inkubacija notika 30 dienas 23 °C tumsa. P&c plastmasas paraugu
inkubacijas salidzinaja CAS biodegradacijas pakapi péc paraugu svara
zuduma un paraugu Vvirsmas laukuma. Virsmas laukumu meérija,
izmantojot eleif.net/photo_measure programmatiiru un Herona formulu
(https://www.britannica.com/science/Herons-formula).

2.3. Biopléves morfologijas noveértéjums un tas kompozicijas
noteikSana

2.3.1. Gaimas mikroskopija

PET un CAS paraugu virsmas topografiju un biopléves daudzumu
novertgja, izmantojot gaismas mikroskopu Motic DM-1802-A (Kina). Lai
uzlabotu virsmai piestiprinato dzivotsp&jigo mikroorganismu un koloniju
redzamibu, tika izmantots dehidrogenazes tests (Camifia et al., 1998).

2.3.2. Konfokala lazerskenéjosa mikroskopija

ECP bioplévju izplatibas un virsmas topografijas novértéjums tika
veikts, izmantojot Leica DM RA-2 konfokalo lazerskengjoso mikroskopu
(Vacija). Biopléves uz ECP virsmas fiksgja ar 70% etanolu un iekrasoja
ar 20 mM propidija jodidu (PI). PI tika ierosinats 488 nm josla, un
fluorescenci konstatgja no 600 lidz 640 nm. Biopléves biezumu merija,
fokusgjoties uz pasu biopléves virsmu un substrata Itmeni (biopléves
pamatni). Registrétos radijumus (tris ECP fragmenti ar trim mérijumu
punktiem katra) izmantoja, lai noteiktu vidgjo biopléves biezumu.

2.4. Statistiska analize

Att€los sniegtie dati ir izteikti ka vidéja vértiba +/- standartnovirze.
Kludas stabini norada standartnovirzi (95% ticamibas intervals).
Atskiribas starp apstrades veidiem tika novert€tas ar vienvirziena
dispersijas analizi (ANOVA) Microsoft Excel, Office365. Minitab
Central Composite Design tika izmantots 5 barotnes mainigo lielumu
optimizacijai.
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3. REZULTATI UN DISKUSIJA

3.1. Tris baktériju kultiru biopléves veidoSanas novertéjums
dazados kultivésanas apstaklos

Lai identificétu labvéligus apstaklus biopléves veidoSanai, tika
salidzinata tris baktériju kulttru- E. coli LMMK 332, S.epidermidis
LMKK 333 un P.putida LMKK 650- biopléves veido$anas p&c 96 stundu
inkubacijas. Kulttiras tika audzgtas 8 °C, 23 °C un 37 °C temperatiira, 5
% un 100 % TSB barotng, ar 50 mg/L BAC pievienoSanu un bez ta.

Tika konstat&ts, ka paraugos ar 100% TSB bez BAC pievienosanas
labveligaka temperatiira biopléves veidoSanai E. coli un S. epidermidis
kultaram ir attiecigi 37 °C un 23 °C (2. attéls). P. putida kultiirai visi tris
testétie temperatiras reZimi uzradija lidzigu biopléves veidoSanas
intensitati. Paraugos ar 5 % TSB P. putida un S. epidermidis biopléve
veidojas l1dziga apjoma visas trijas parbauditajas temperatiiras, savukart
E. coli kultaras biopléves veidoSanai labvéligaka bija 8 °C un 23 °C
temperatura.

E. coli, P. putida un S. epidermidis 37 °C temperatara tika
konstatéta BAC inhibgjosa ietekme uz biopléves veidosanos, t. 1., attiecigi
2,4; 1,8 un 1,6 reizes. Biopléves veidosanas S. epidermidis kultara BAC
klatbiitne tika inhibéta ar1 8 °C un 23 °C temperatura, t. i., attiecigi 1,7 un
6,9 reizes. Negaidita biopléves attistibas stimulésana BAC klatbtitné tika
konstatéta E. coli kulttra, kas audzéta 5% TSB 37 °C temperatira (p =
0,0001) un 100% TSB 8°C temperatara (p= 0,001), t. i., attiecigi 1,4 un
1,3 reizes (2.attels).
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2. att€ls. Tris bakteériju kulttru- E. coli LMKK 332, P. putida LMKK 650 un S.
epidermidis LMKK 333- biopléves veidosanas péc 96 stundu inkubacijas 5 % un

100 % TSB barotng, 8°C, 23°C un 37°C temperatira, ar un bez 50 mg/L BAC
pievienosanu. Kliidas joslas norada standartnovirzi (95% ticamibas intervals).
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P. putida LMKK 650 celms uzradija salidzinosi augstu rezistenci
pret BAC. Jaatzimg, ka Pseudomonas spp. celmi spgj izturét augstakas
BAC koncentracijas. Ta, pieméram, P. aeruginosa var izdzivot lidz pat
1200 mg/l BAC klatbiitné bez ieprieks&jas adaptésanas tam (Huang et al.,
2022). Petijuma ar planktoniskajam P. fluorescens §tnam, parbaudot
Stinu atjaunoSanas sp&ju barotn€ peéc BAC iedarbibas, kultivéjamibas,
membranas integritates, metaboliskas aktivitates (rezazurins), $tnu
energijas (ATP), to bojaejas slieksnis tika konstatéts pie 160 mg/l BAC
(Barros et al., 2022). P. fluorescens adaptésanas BAC tika pieradita 10
mg/l BAC koncentracija (Dynes et al., 2009).

Daudzos péetijumos tika salidzinata imobiliz&tu bakteriju Stnu
izturiba pret QACS, un tika uzradita to augstaka izturiba, salidzinot ar
planktoniskam §anam. So efektu var izskaidrot ar tadam biopléves
ipasibam ka EPS, rezistences génu veidoSanos bioplévés un barotnes
sastavu. Gram-pozitiva bakterija S. aureus bija jutigaka pret petitajam
QACs neka Gram-negativas baktérijas (Nunez et al, 2023; Frolov et al.,
2022). Misu rezultati labi saskan ar Siem datiem. Ir svarigi atzimét, ka
fermentacija ar piebaroSanu (batch-fed) var iev@rojami palielinat
baktériju bioplévi (pieméram, E. coli) rezistenci pret BAC (Kocot et al.,
2021).

Sie rezultati sniedz jaunu ieskatu tris bakteriju kultiiru fiziologisko
Ipasibu mainiguma atkariba no temperattras un TSB koncentracijas. Lai
gan TSB tiek uzskatita par piem&rotu barotni E. coli, Pseudomonas spp.
un Staphylococcus spp. kultivésanai (Hepburn et al, 2022; Abd EI-Al et
al., 2022; Ma et al., 2019), citas baribas vielu kombinacijas varétu butiski
ietekmét bakteriju potencialu veidot bioplévi un pretoties antimikrobialo
lidzeklu iedarbibai.

3.2. Barotnes mainigo komponensu statistiska optimizacija P.putida
LMKK 650 bioplevei

P.putida biopléves veidosanas dazadas vides temperatiiras bija
lidziga, bet uzradija atkaribu no baribas vielu pieejamibas (2.attels).
Tadgjadi barotnes komponensu optimizacija sniegtu jaunu ieskatu par
baktériju biopléves veidoSanas potencialu un tas rezistenci pret
antibakterialiem Iidzekliem. P&tjjuma tika izvirzita hipotéze, ka TSB
savienojumu, t. i., Try, Glu, Mg?* un Ca?, proporciju izmainas, ka art
sojas peptona aizstasana ar rauga ekstraktu varétu atklat jaunu ietekmi uz
P.putida LMKK 650 augsanu dazadas temperatiiras BAC klatbutné. Saja

20



sakara tika veikta barotnes sastava statistiska optimizacija, IpaSu
uzmanibu pieveérsot biopléves veidosanai.

Eksperimenti tika veikti ar P. putida LMKK 650, lai analiz&tu
piecu barotnes komponensu - Ca?*, Mg?, YE, Try un Glu - lomu
biopléves veidosana un FDA hidrolizes aktivitate. 8 °C un 23 °C
temperattra starp analiz€tajiem mainigajiem komponentiem, Try uzradija
lielako ietekmi uz biopléves veidoSanos (3.a,b attéls). Biopléves
veidosanas 37 °C temperattira lielakoties bija atkariga no Mg?* jonu
pievienosanas (3.c att€ls). Imobiliz&to $tinu FDA hidrolizes aktivitate bija
atkariga no YE, Try un Glu kombinacijas, kas kultivéti attiecigi 8 °C, 23
°C un 37 °C temperattra (3.d-f att€ls). FDA hidrolizes reakcija piedalas
vairakas enzimu grupas (lipazes, esterazes, proteazes un hidrolazes),
tapéc So metodi plasi izmanto heterotrofo mikroorganismu kopgjas
aktivitates noveérté€sanai (Adam and Duncan 2001).
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3. attéls. Pareto diagrammas faktoru standartizétas ietekmes uz P. putida LMKK
650 bioplévi. Faktori: A-raugu ekstrakts; B-Ca?* joni; C-Mg?* joni; D-triptons;
E-glikoze.(a-c) relativais imobilizéto $tinu skaits; (d-f) imobilizéto §tinu FDA
hidrolizes aktivitate. (a,d) 8 °C; (b,e) 23 °C; (c,f) 37 °C. Ar modeli izskaidrotas
biopleves kvantitativas noteik3anas variacijas R? vértiba. Sarkana Iinija ir efekta
lielums 0,10 nozimiguma limeni. Zilas joslas attélo modeli ieklautos loceklus.
Pelekas joslas attelo statistiski nenozimigus loceklus, kas tika iznemti no modela.

Barotnes komponen$u optimizétie rezultati, kas tika iegati ar
Minitab statistiskas programmatiras palidzibu, atkldja temperatiras
specifiskus komponentus dazadiem P. putida LMKK 650 aktivitates
raditajiem. Virsmas diagrammas paraditi divu mainigo lielumu, t. i., Glu
attiectba pret Try (4.a-C attéls) un Ca?" attieciba pret Try (3.d-f attels)
paredzamie optimalie ITmeni P. putida LMKK 650 biopléves veidoSanas

aktivitatei. Biopléves veidosanas aktivitate 8 °C bija vairak atkariga no
21



Siem mainigajiem lielumiem neka 23 °C un 37 °C temperatiira.

on
3
I |

4. attéls. P. putida LMKK 650 biopléves veido$anas aktivitates atbildes virsmas
diagrammas, ko ietekm@ triptons un glikoze (A-C), ka ari triptons un Ca?* (D-F).
Y ass skala (t. i., biopléve) atbilst optiska blivuma vertibai pie 620 nm.

3.3. Optimizéta barotnes sastava validacija un imobilizéto P. putida
LMKK 650 $iinu antimikrobialas rezistentes paaugstinasanas riska
novertejums

Turpmaka eksperimenta meérkis bija parbaudit optimizeta barotnes
sastava efektivitati P. putida LMKK 650 biopléves veidosanai. Péc 6
dienu kultivesanas 5% un 100% TSB barotng, ka arT modificétaja barotng,
kas tika optimizéta ar CCD, tika kvantitativi noteikta biopléves
veidoSanas. Ka redzams 5. attéla, optimizéta barotne stimul&ja biopléves
veidosanos. Salidzinot ar 5% un 100% TSB, ta bija lielaka attiecigi par
133% un 110% 8 °C un par 378% un 386% 23 °C temperatira.
Interesanti, ka P. putida LMKK 650 kultirai 37 °C temperatara
optimizetaja barotné salidzinajuma ar 5 % un 100 % TSB bija negativa
biopléves veido$anas tendence, un ta bija attiecigi par 34 % un 38 %
zemaka.

Biopléves tika parbauditas art uz bakteriju rezistenci pret BAC. P.
putida LMKK 650 bioplévi, kas iegiita 5% un 100% TSB, inhibgja 50
mg/l BAC pievienosana 8 °C un 23 °C temperatiira, bet 37 °C temperatiira
ietekme netika konstateta. Turpmaka BAC koncentracijas palielinasana
lidz 150 mg/l pakapeniski palielinaja biopléves lielumu optimizeta
barotng visos trijos testétajos temperatiras rezimos (5.attels).
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5. attels. P. putida LMKK 650 biopléves veidoSanas aktivitate péc 6 dienu

kultivésanas 5% un 100% TSB, ka ari optimizéta barotné 8 °C, 23 °C un 37 °C
temperatiira, pievienojot BAC (0; 50; 100; 150 mg/1).

3.4. Keramzita granulu biopléves bagatinasana sintétiskaja barotné
ar pakapenisku oglhidratu koncentracijas palielinasanu

Turpmakie pétijumi tika veikti ar bioplevém, kas veidojas uz ECP
virsmam, kas nemti no eksperimentalas GWS moduliem ar cetriem
augiem- Mentha aquatica, Chlorophytum comosum, Anthurium
andraeanum, Epipremnum aureum (skat. Materiali un metodes sadalu
2.2.4)

FDA hidrolizes aktivitate tika noteikta uz ECP virsmas pé&c tris
posmu biopléves bagatinasanas (6. attéls). Lielai dalai analiz&to paraugu
bija verojama tendence, ka, palielinoties oglhidratu koncentracijai,
enzimatiska aktivitate palielinajas. Izteiktaka stimulacija oglhidratu
pievienosSanas dél tika konstatéta paraugiem no kopam ar M. aquatica, E.
aureum un bez augiem.
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W Start W 0.05% ™ 0.10% m 0.15%
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Plants
6. att€ls. FDA hidrolizes aktivitate uz ECP virsmas p&c tris posmu biopléves
bagatinasanas. Bagatinasanas shéma: 0,5 % VITO mineralm&slojums + glikoze,
saharoze, laktoze, fruktoze (0,05 %, 0,10 % un 0,15 % katrs). Inkubacijas laiks
katra bagatinasanas posma 72 h. 23
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3.5. Keramzita granulu bioplévju lomas novértéjums formaldehida
biodegradacija

Lai novértétu ECP biopléves sp&ju noardit FA, veica granulu 24 h
inkubaciju 100 mg L FA klatbitng. Atlikuias FA koncentracijas Skidraja
fazé péc inkubacijas ir apkopotas 7.a attéla. Neapstradata biopléve
nodrosinaja ieverojami (p<0,05) lielaku FA noardisanas efektivitati neka
ar NaNs apstradata biopléve. Natrija azidam piemit sp&ja inhib&t
mikroorganismu aktivitati (Lichstein and Soule, 1944). So pieeju
izmanto, ja metaboliski aktivo §tinu loma janoskir no pasivajiem sorbcijas
procesiem (Ning, et al., 1996).

Attieciba uz ECP lomu FA noardisana papildu kontroles ar jaunam
sterilam granulam uzradija, ka to absorbcijas spgja testétajos apstaklos
bija 76,5 ug ECP* (7.b attels). Svarigi atzimét, ka dazadas augu sugas
netiesi ietekm&ja FA noardiSanas efektivitati, ko noteica mikroorganismu
kopiena, kas bija izveidojusies testéto augu rizosfera. Tadgjadi lielakais
noardita FA daudzums (59,2 ug ECP?) tika novérots ECP bioplévei no
GWS modula ar M. aquatica. Ari ECP biopléves no moduliem ar C.
comosum un A. andraeanum uzradija salidzinosi augstu FA noardisanas
efektivitati, t. i., attiecigi 45,4 ug ECP* un 47,9 ug ECP.
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7. attéls. FA noardisana ar keramzita granulu (ECP) un bioplévi no $kidras fazes.
(A) FA koncentracija, kas paliek kopas ar ECP un intaktu/inaktivétu biomasu;
(B) FA atdalisanas pakape ar intaktu bioplévi un ECP. Inkubacijas periods 24 h.
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3.6. Oglekla avotu skrinings imobilizéto mikroorganismu augSanas
stimuléSanai formaldehida klatbiitng, izmantojot EcoPlates™

Tika parbaudita seSu mikroorganismu kopienu (no ECP
bioplévem) metaboliska aktivitate 50 mg/l FA klatbtitng. No 31 substrata,
kas ir pieejams EcoPlates™, daZi no tiem veicinaja mikroorganismu
augSanu FA klatbiitn€. Turklat augSanas intensitate bija lielaka neka
kontroles eksperimenta bez FA. Sis efekts bija atkarigs no
mikroorganismu kopienas izcelsmes un pievienota oglekla avota. Dati par
mikroorganismu reakciju uz FA dazadu oglekla substratu klatbiitng ir
apkopoti 1. tabula.

1.tabula. ECP mikroorganismu augsanas intensitate 50 mg/l FA un dazadu
papildus oglekla avotu klatbtitné. TestéSana tika veikta, izmantojot EcoPlates™
p&c 72h inkub&sanas. Dati ir izteikti procentos no augSanas intensitates,
salidzinot ar kontroli bez FA. Tabula ir att€loti 15 oglekla avoti no 31, kuros
vismaz viena eksperimentalaja kopa tika konstatéta mikroorganismu augsanas
stimulacija FA klatbatng.

M aquatica
C. comosum
A. andraeanum
E. aureim

Non-planted
New ECP with
biofilm
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D-glucosamic acid

Ttaconic acid . 20.60 36.66
L-arginine 2.69
L-serine 13.24 8.69 5.62
Gamma-hydroxy butyric acid 4.86 0.76

4-hydroxy benzoic acid
D-galacturonic acid
Pyruvic acid methyl ester

2.87 532 0.85

-00.95 3.85 2.10

8. -10.20 -19.31
-0.12

Tween 40 LR -31.38

Beta-methyl-D-glucoside -62.50 40.84
D-malic acid 28.72 5.64
N-acetyl-D-glucosamine 16.02 18.82
L-asparagine 8.18 7.75 10.95
D-cellobiose 4.01

Phenylethyl-amine 11.29 25.81

Itakonskabe stimulgja mikroorganismu augSsanu FA klatbttng
Cetras eksperimentalajas grupas. Sis substrats, kas papildinats ar 50 mg/I
FA, stimul&ja no ECP iegiito mikroorganismu augsanu ar C. comosum, A.
andraeanum un E. aureum augu attiecigi par 21 %, 37 % un 49 %
salidzinajuma ar attiecigajam kontrolem (1. tabula). Beta—metil-lgé



glikozids ar FA stimulgja mikroorganismu augsanu parauga ar A.
andraeanum lidz 41 % un 26 % komplekta ar feniletilaminu. Interesanti,
ka mikroorganismu kopienas, kas iegiitas no GWS modula bez augiem
(non-planted) un jaunam ECP ar bioplévi, paradija, ka D-
glikozaminskabe stimuléja mikroorganismu augsanu FA Kklatbitng,
sasniedzot attiecigi par 51 % un 33 % augstaku limeni neka kontroles
eksperimenta.

3.7. Biopléves vizualizacija péc 3 posmu bagatinasanas ar sintétisko
augu saknu eksudatu

Konfokalais lazerskengjosais mikroskops (CLSM) sniedz iesp&ju
vizualizét biopléves morfologiju un kvantitativi noteikt biopléves uz
necaurspidigam virsmam, pieméram, ECP. Petijuma tika parbaudita
biopléves klatbiitne uz ECP virsmas pirms biopléves bagatinasanas un
p&c pedgja, t. i., tresa, bagatinasanas posma.

Sakotngji tika izvirzita hipotéze, ka biopléves vienmérigi veidosies
uz keramzita granulu virsmam, bet tam bija raksturiga attistiba lokali,
bioplévei pieaugot augstuma. Uz keramikas virsmas bagatinatas
biopléves vidgjais biezums bija ievérojami (p= 0,0004) lielaks neka uz
nebagatinatas ECP biopléves, t. i., 45,9 £ 23,7un 12,0 £ 6,4 um (n =9),
attiecigi (8. attels).

8.attéls. CLSM mikrofotografijas uz ECP virsmas sakuma (A-C) un péc
biopléves bagatinasanas tresa posma (D-F). ECP tika iegtti no GWS ar Mentha
aquatica augu. Siinas tika fiksétas ar 70 % etanolu un iekrasotas ar 20 mM
propidija jodidu (PI). Zalais un sarkanais laukums atbilst attiecigi parauga
abiotiskajai un biotiskajai dalai. Zalas bultas norada uz mikrokolonijam. Baltas
joslas garums ir 150 pum. 2



3.8. Biopléves veidosanas un plastmasas biodegradacijas
noveértéjums atkritumu poligonu infiltratos un augsné

Eksperiments tika wveikts, lai noveértétu atkritumu poligonu
infiltratu potencialu i) veicinat biopléves veidosanos uz PET virsmam un
ii) noardit CAS biologiski degradéjamo plastmasu, salidzinot to ar augsni.
Biodegradacijas pakape tika noteikta, nosverot CAS paraugus pirms un
péc inkubacijas atkritumu poligonu infiltratos. Ka paradits 9.a attela, 30
dienu inkubacijas laika efektivaka CAS noardiSanas (49,9 %) tika
sasniegta atkritumu poligonu infiltratu $kiduma aerobos apstaklos ar
nepartrauktu maisisanu (t. i., OxiTop ieric€). Inkubgjot CAS infiltratu
$kiduma bez maisiSanas, tika sasniegta 39,3 % noardiSanas.
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9. attels. No kasavas iegutas plastmasas (CAS) biodegradacija atkritumu
poligonu infiltratos un augsné. Inkubaciju infiltrata (2 %) veica OxiTop ieric€ un
kolbas bez maisiSanas. Inkubacijai augsné tika izmantoti divi smilSmala augsnes
paraugi. Inkubacijas periods bija 30 dienas. A - biodegradacijas spgjas
noveért&jums pec svara; B - korelacija starp svara un virsmas laukuma datiem, kas
iegiti CAS paraugiem pirms un péc biodegradacijas eksperimenta.

CAS biodegradacija infiltrata tika salidzinata ar smilSmala
augsném S1 un S2, kuras CAS noardijas attiecigi par 36,2 % un 29,0 %.
Inkubgjot augsne 60 dienas, CAS noardijas par 55 % (dati nav noraditi).
Tadgjadi atkritumu poligona infiltrats ka CAS biodegradacijas vide ir
efektivaka neka augsne, tomér §1s atSkiribas nebija statistiski nozimigas
(p>0,05). Tika salidzinats divu parametru, t.i., parauga svara un virsmas
laukuma, devums biologiskas plastmasas noardamiba. Regresijas analize
paradija cieSu korelaciju starp svara zudumu un virsmas laukuma
samazina$anos noardi$anas procesa laika ar determinacijas koeficientu R?
= 0,95 (9.b attéls). So analizi veica tikai CAS paraugiem p&c inkubacijps



augsngé, jo CAS paraugi pec inkubacijas infiltratos bija pilniba
sadalijusies, kas nelava veikt $adu salidzinajumu.

PET paraugiem nebija redzamu degradacijas pazimju, tapéc tika
parbaudits v&l viens parametrs- biopléves veidosanas. Sim nolikam
izmantoja dehidrogenazes aktivitates testu ar mérki uzlabot
mikroorganismu kolonizacijas redzamibu uz virsmas, metaboliski
aktivam $tinam producgjot formazanu. lzteiktaka virsmas kolonizacija
tika konstatéta uz PET virsmas p&c 30 dienu inkubacijas atkritumu
poligonu infiltratos bez maisiSanas (10.attéls).

Control Soil Leachate/OxiTop® Leachate/static

10.attels. Plastmasas virsmas gaismas mikrofotografijas pirms un péc 30 dienu
inkubacijas smil$mala augsné un atkritumu poligona infiltratos. PET-
polietiléntereftalats; CAS - biologiski noardama plastmasa, kas iegiita no
kasavas.
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4, SECINAJUMI UN TURPMAKO PETIJUMU VIRZIENI

1. Biopleves veidoSanas trim analiz€tajam mikroorganismu
kultaram- E.coli, S.epidermidis un P.putida- bija sugai
specifiska, un to veidosanos stimulgja 37 °C temperatira (E. coli,
S. epidermidis) un 100% TSB barotne (P. putida). E.coli 8 °C un
23 °C temperatura uzradija Iidzigu biopléves veidoSanas
intensitati 5% un 100% TSB barotng.

2. Statistiska barotnes sastava optimizacija P. putida biopléves
veidoSanai uzradija triptona un glikozes stimulgjoso ietekmi
augstakajas $aja petijjuma parbauditajas koncentracijas, t. i.,
attiecigi 17 g/l un 2.5 g/l. Optimizetais barotnes sastavs bija
temperatiiras specifisks.

3. Optimizeto barotnes sastavu P. putida biopléves veidosanai var
izmantot dazados vides biotehnologiskajos procesos, Kkuros
izmanto imobiliz&tas $iinas. Ipa$a uzmaniba biitu japievers zemas
temperatiiras procesiem.

4. Statistiski optimiz&jot barotnes sastavu P. putida biopléves
veidoSanai, eksperimentos ar 50-150 mg/L BAC ir novérota ta
stimul&jo$a iedarbiba uz biopléves veidosanos. Sis fakts liecina
par antimikrobialas rezistences izplatiSanas iespgjamiem riskiem.

5. Bagatinasanas apstakli ar oglhidratu maisjjumu palielinaja
keramzita granulu biopléves FDA hidrolizes aktivitati paraugos
no Zalas Sienas moduliem ar M. aquatica, E. aureum paraugiem
un bez augiem.

6. Formaldehida sorbcijas aktivitate ECP péc 24 st. inkubacijas 100
mg/L FA klatbiitné sastadija 76.5 pug ECP!, savukart ta
nonemsana No tidens fazes ar bioplévi varigja, augstako veértibu
sasniedzot kopa ar M. aquatica, t.i., 59.2 ug ECP'.

7. Itakonskabe stimulgja no bioplévém iegito mikroorganismu
augSanu 50 mg/l FA klatblitn€ paraugos ar C. comosum, A.
andraeanum un E. aureum attiecigi par 21 %, 37 % un 49 %
salidzinajuma ar attiecigajam kontroleém.

8. Biopléves mikrokoloniju veidoSanas uz keramzita granulam péc
bagatinasanas ar oglhidratu maisijumu notika lokali, pieaugot
augstuma. Uz keramikas virsmas bagatinatas biopléves vidgjais
biezums bija ieveérojami (p=0.0004) lielaks neka uz nebagatinatas
ECP biopléves, t. 1., 45.9 £ 23.7 un 12.0 + 6.4 um, attiecigi.
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10.

Kasavas bioplastmasas (CAS) noardiSanas 2 % atkritumu
poligonu infiltrata, kas veikta Oxitop® iericeé un kolba bez
maisiSanas, péc 30 dienu inkubacijas sasniedza 49.9 % un 39.3
%. CAS noardiSanas divos smilSmala augsnes paraugos bija
zemaka neka infiltrata, t. i., 36.2 % un 29.0 %, tomér §Ts atskiribas
nebija statistiski nozimigas. Atkritumu poligonu infiltrati (2 %)
izradijas piemérota vide CAS plastmasas biodegradacijai.
NepiecieSams veikt vairak gadijumu izpéti, lai testétu dazadu
plastmasas veidu paklausanu atkritumu poligonu infiltratiem.
Atkritumu poligonu infiltrats ir vertigs mikroorganismu avots,
tomér intakta forma (100%) nav piemérots ka substrats biopléves
attistibai un aktivitates uzturéSanai ta toksicitates del.
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5. AIZSTAVAMAS TEZES

Baribas vielu optimizacija stimul€ biopléves attistibu atkariba no
vides apstakliem.

Bagatinatajai bioplévei ir neregulara morfologiska struktara.
Pseudomonas ir viena no domingjo$sam gintim atkritumu
poligonu infiltratos, kas ietekmé& biopleéves kopienas sastavu uz
plastmasas fragmentiem, nosakot dazadu plastmasas veidu
biodegradacijas potencialu.

Atkritumu poligonu infiltratu, ka vertigu mikroorganismu avotu,
izmantoSana, paver jaunas iespgjas biodegradacijas procesu
intensifikacijai.
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