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Remiantis mikroskopine analize, tiriamy daleliy dydZzio skirstiniais bei vidulasteliniy produkty
koncentracijos kitimo kinetika iStirtas Neisseria denitrificans lasteliy ardymas mechaniniais
metodais. Nustatyta, jog laboratoriniams (<50g) kiekiams ardyti optimalu naudoti ultragarsini
dezintegratoriy, kurivo 1g Neisseria denitrificans lasteliu efektyviai suardomas per 2,4 min,
t.y. beveik 3 kartus greifiau nei rutuliniu maliinu, sunaudojant 28513 J energijos. Gamyboje
savo ruoztu efektyviau naudoti naujos konstrukcijos didelio slégio homogenizatoriy -
mikroskystintuva: kuriuo 12 L/val naSumu 1 g biomasés suardomas per 8,4 s sunaudojant
13749 J energijos. Didelio slégio homogernizatorius APV, kurio naSumas 9 L/val, suardo 1 g
Neisseria denitrificans per 24 s. Ardymas mikroskystintuvu optimizuotas varijuojant
biologinius, konstrukcinius ir iSorinius faktorius. Nustatyta, jog Neisseria denitrificans sienelés
struktlira yra efektyviausiai ardoma, kai lastelés auginamos iki 1 OV, auginimo metu
nepakintant vidulastelinei sudéciai. Biologinis endoprodukty stabilumas ir aktyvumas
i§laikomas ardymui panaudojus Y tipo ardymo celg ir 125-145 MPa darbinj slégj. Lyginant su
Y-tipo cele, Z-tipo cel¢je lastelés suardomos efektyviau ir naSiau, ta¢iau po suardymo
pastebétas fermenty aktyvumo sumazéjimas ir gautos mazesnio dydZio sunkiai Salinamos
lasteliy nuolauzos. Pritaikius DoE eksperimenty planavimo metoda parinktos optimalios
iSoriniy faktoriy koncentracijos — buferinio tirpalo pH 9.0, 10 mM EDTA, 0,2% Triton X-100,
0,2 g/ml lasteliy koncentracija ir 90 min. preinkubacija (brinkinimas). Pritaikius optimalias
ardymo salygas, atliktas Ndel restrikcijos endonukleazés gryninimas ir gauti duomenis
palyginti su neoptimizuotos gamybos duomenimis. Gauta jog lastelés suardytos 83%
efektyviau; lasteliy nuolauzos centrifugavimo metodu Salinamos 15% greiciau ir gaunamos
kompaktiskesnés; po chromatografinio gryninimo 26% didesné Ndel restrikcijos
endonukleazés i8eiga, palyginti su tradiciniu gamybiniu ardymu.
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[VADAS

Biotechnologija, paremta vis didéjanciy molekulinés biologijos ir genetinés
inZinerijos supratimu, yra viena sparciausiai auganti pramonés sritis. Kaip vertingy fermenty,
baltymy ir kity bioprodukty Saltinis gali biiti panaudotos jvairios lastelés: nuo bakterijy iki
Zmogaus. Mikroorganizmai intensyviai naudojami jau 30 mety (Geciova el at. 2002). Jie gamina
vairiy tipy biologines medziagas: sekretuojamas - iSskiriamas i bakteriju auginimo terpg, tiek
vidulastelines, kurios yra lastelés citoplazmoje. Kaip producentai jie pasirenkami pagal kelias
charakteristikas: kuo paprastesné genetiné medziaga, ekspresijos sistema, ekspresijos indukcija ir
jos reguliavimas, plazmidés turé¢jimas, kuo didesnis augimo greitis, kuo paprastesné auginimo
terpé ir Zemas priemaiSiniy bioprodukty kiekis (proteaziy, nukleaziy ir t.t.). DaZniausiai
naudojami mikroorganizmai yra Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae ir Baccilus subtilis
(Middelberg 1995).

Bioprodukty gryninimas susideda i§ keliy pagrindiniy stadijy: mikroorganizmo,
turinio tikslini produkta, kultivavimas, bioprodukto iSskyrimas, lasteliy skaidrinimas ir
gryninimas. Produkty gryninimas supaprastéja, kai mikroorganizmai juos iSskiria { auginimo
terpg, taciau didzioji dalis reikalingy produkty yra pacioje lasteléje, todél prie§ gryninima dar
naudojamas lasteliy suardymas. Sios stadijos tikslas yra ne kuo smulkiau suardyti lastele, bet
18skirti specifini produkta 1 iSorg. Skirtingos lastelés ne vienodai atsparios ardymui, pagrindiniai
faktoriai, lemiantys lastelés atsparuma, yra mechaninés lastelés savybés ir lastelés forma
(Geciova el at. 2002). Norint sumazinti gryninamo produkto sanaudas, bitina optimizuoti
ardyma, o tai galima padaryti kei¢iant suardymo efektyvuma lemiancius faktorius.

Sio darbo tikslas yra parinkti mechaninj ardymo metoda Neisseria denitrificans
lasteléms ardyti ir j1 optimizuoti. ISkelti tokie darbo uzdaviniai:

1) parinkti metodus Neisseria denitrificans lasteliy ardymo efektyvumui jvertinti;

2) parinkti ardymo metodus tiek laboratoriniams tiek gamybiniams lasteliy kiekiams ardyti;
3) sumodeliuoti analizuojamus procesus;

4) keiciant biologinius, konstrukcinius ir iSorinius parametrus, optimizuoti Neisseria

denitrificans lasteliy ardymo procesa.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Mikroorganizmy jvairové ir lastelés sienelés sudétis

Pagal chemines ir fizines bakteriju lasteliy sieneliu savybes iSskiriamos gram-
teigiamy ir gram-neigiamy bakterijy grupés. Gramo metodas (dazymas Gramo bidu) — tai
bakterijy sieneliy daZymo metodas, pagal kurj skirstomos bakterijos. Mikroorganizmai nudazomi
1§ pradziy kristaliniu violetu, véliau praplaunami vandeniu ir pridedama Gramo jodo reagento,
kuris sutvirtina daZus bakterijy lasteliy sienelése. Gram-teigiamos bakterijos iSlaiko pirming daZzo
spalva, o gram-neigiamos jos netenka. Antrasis dazas (naudojamas safraninas, fuksinas)
naudojamas kaip vizualinis markeris: gram-teigiamos bakterijos iSlaiko pradinio nudazymo
spalvas ir neisisavina antrojo dazo, todél atrodo tamsiai violetinés; gram—neigiamos bakterijos
bus nudazytos antraja, rozine spalva. Metodo esmg sudaro skirtinga gram-teigiamos ir gram-
neigiamos bakterijos sienelés reakcija | dazus. Dazant Gramo metodu, gram-teigiamas bakterijas
dengianciame storas peptidoglikano sluoksnyje vyksta dehidratacija ir kristalinis violetas
»istringa“ lasteléje, o gram-neigiamose bakterijose dazas pradZioje iStirpdo riebaly sluoksni, o
plonas toliau esantis peptidoglikano sluoksnis néra pajégus sulaikyti dazus (Isenberg 1995).

Gram-neigiamy ir gram-teigiamy bakterijy sieneliy sudétis skiriasi (1 pav.). Gram-
teigiamy bakterijy sienelés turi stora mukopeptido (peptidoglikano tinklas) sluoksni, kuris
bakteriju lastelés sienelei suteikia forma ir tvirtuma bei apsaugo nuo citoplazmos osmosinio
slegio (Engler er al. 1981). Nustatyta, jog peptidoglikano tinklas taip pat dalyvauja bakterijy
dauginimosi — dalijimosi procese (Collis et al. 1995). Peptidoglikanas yra sudarytas i§ cukry —
N-acetilglukozamino, N-acetilmuramo rtgsties ir keleto amino riig8¢iy — L-alanino, D-alanino,
D-glutamininés riigsties ir lizino arba diaminopimelinés rtgsties (toliau — DAP). DAP jungiasi
sudarydamos pasikartojancia struktiira — glikano tetrapeptida (Engler 1985). Peptidai sujungia
cukry grandines. Glikozilinés jungtys, jungiancios cukrus glikano grandinése, yra labai stiprios,
bet peptidoglikano stiprumas yra nulemtas amino rigsciy. Gram-neigiamose bakterijose Sios
jungtys susidaro jungiantis DAP amino grupei prie galinio D-alanino karboksilinés grupés.
Gram-teigiamose sujungimas vyksta per peptidini tilta. Pvz. Staphyloccocus aureus (gram-
teigiama) kiekvienas “tilto” peptidas sudarytas i§ penkiy glicino molekuliy. Gram-teigiamos
bakterijos daznai turi keleta peptidoglikano sluoksniy sieneléje, Gram-neigiamose bakterijose tik
10% sienelés sudaro peptidoglikanas. D¢l Siy sienelés skirtumy bakterijos skirtingai nusidazo

Gramo metodu.
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Peptidoglikanas

Gram-teigiamos
bakterijos

Plazminé membrana

foriné membrana
Gram-neigiamos
bakterijos Peptidoglikanas

Plazminé membrana

Maninas
Mielés
-t o A Gliukaniniai baltymai
Plazminé mebrana | [  Piazminé membrana
Citoplazma
o ir B gliukany misinys
Gryhai Glikoproteiny siuoksnis

Chitinas

Plazminé mebrana

1 pav. Scheminis bakterijy lastelés vaizdas ir apvalkalo skirtumai skirtingoms lasteléms (Garcia 1999)

Gram-neigiamy bakterijy sienelé yra plonesné nei gram-teigiamy, taciau ji yra
sudétingesne, tiek fizine konfigiracija, tiek molekuline sudétimi (Sutherland, 1975).
Lipopolisacharidai, lipoproteinai ir fosfolipidai i§sidéste iSorinéje membranoje, o sienelés vidinis
plonas sluoksnis sudarytas 1§ mukopetido be techoininés riigsties.

Svarbiausias lastelés suardymo atsparumo faktorius yra peptidoglikano tinklas.
Tinklo tvirtumas priklauso nuo peptido sarysio su glikano grandine daznio, su kokiais peptidais
sudaromos jungtys ir nuo cukry sluoksniy kiekio (Engler, 1985). Didziausi peptidoglikano
struktiiros pokyciai ivyksta pereinant i§ eksponentinés i stacionaria mikroorganizmo augimo
fazg¢. Stacionarioje faz¢je esancios bakterijos turi storesni ir su didesniu polimerizacijos laipsniu
polipeptidoklinano sluoksni (Middelberg 1995), o tai salygoja didesni mikroorganizmo

atsparuma suardymui.

1.2. Lastelés forma

Lastelés forma yra svarbus kriterijus klasifikuojant bakterijas. Toks klasifikavimas
taikomas nuo mikrobiologijos atsiradimo pradzios ir gerai atsispindi taksonomijoje -
Streptococcus risis taip vadinama dél savo sferinés formos, bacilos dél savo lazdelés formos, o
spirochetos deél savo spiralinés formos. Bakterijos sienelé kartu su peptidoglikano sluoksniu yra
svarbi formuojant lastelés forma ir apsauganti nuo osmosinio slégio. Ardant lazdelés formos
lasteles (Escherichia coli) lizocimu ar penicilinu, jos apvaléja ir didéja osmosinis jautris
(Weibull et al. 1953; Lederberg et al. 1956). Paveikus lasteles antibiotiku buvo gauti
peptidoglikano siiilai, kurie turé¢jo nepazeistos E.coli lastelés forma (Weidel ef al. 1964; Weidel
et al. 1960).
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IstoriSkai skiriamos keturios bakterijy formos, turin¢ios geometriniy skirtumy ir
formai biuidingy savybiy. Kiekviena ju bus aptarta detaliau, kadangi geometriniai lasteliy
skirtumai turi itakos lasteliy atsparumui ardant (Lodish et al. 2007).

Rutulinés bakterijos (kokai) yra papras€iausios geometrijos poziiiriu. Jos

sudarytos 1§ vienos apskritos Iastelés, retais atvejais jos yra pupos, inksto ar pusrutulio
formos. Besidalydamos viena kryptimi, kai kuriy rasiy rutulinés bakterijos neatsiskiria viena
nuo kitos. Tokiu atveju susidaro poriné bakterija, vadinama diplokoku (pvz., Azotobacter
chroococcum). Jei dvilastelé rutuliné bakterija toliau dalijasi ta pacia kryptimi ir naujos
lastelés viena nuo kitos neatsiskiria, gaunama daugialast¢ grandinés formos kolonija,
vadinama streptokoku (pvz., Streptococcus pyogenes, Lactococcus lactis). Kai lastelés
antrojo dalijimosi kryptis yra statmena pirmajai, susidaro lasteliy tetrada (tetrakokas). Jei
tetrakoko formos bakterija dar skyla pusiau, bet jau yra statmena S$iai keturiuy lasteliu
plokStumai, tada susidaro aStuoniy kokuy ,kubo* formos kolonija, vadinama sarcina.
Kiekviena sarcinos lastelé dar gali panasSiai dalytis trimis kryptimis ir toliau. Tuomet susidaro
sudétinga 16 arba 32 lasteliy sarcina, primenanti koky rysuléli (Sarcina lutea). Kartais
rutuliné bakterija dalijasi {vairiomis kryptimis, o susidariusios naujos lastelés ne iSsisklaido,
bet lieka sukibusios. Tokia vynuogiy kekés formos lasteliy grupé vadinama stafilokoku (2

pav.) (Lodish et al. 2007)

Stafilokok:
Kokas Diplokokas atflokotkas

o OO

SR @

Streptokokas Sarcina Tetrakokas

2 pav. Rutuliniy bakterijy formos

Lazdelinés bakterijos (bacilos) savo forma yra Siek tiek jvairesnés, ypa¢ skiriasi

ju ilgis. Lazdelinés bakterijos kartais esti smailiais galais, lenktos ar Siek tiek Sakotos. Kai
kurios rusys po dalijimosi lieka sukibusios. Daznai kolonijose susidaro poromis sukibusios
arba grandinés formos lazdelinés bakterijos (Lactobacterium plantarum) (Alberts et al.
2008).

Spiralinés bakterijos esti dar jvairesnés. Jos gali biiti trumpos, panasios | kableli

(Vibrio gentis), ,,S* raidés formos ir kt. Pasitaiko labai plony ir vingiuoty bakterijy. Tai
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spirochety (Spirochaeta pallidum - sifilio sukéleja) ir spirilu (Spirillum) bakterijos (Lodish et al.
2007; Alberts et al. 2008).

IS siiliniy bakterijy tipiSkiausios yra gelzbakterés ir sierabakterés, kurios yra

daugialastés ir didelés. Dirvozemyje ir mésle yra labai plony sitiliniy vienalas¢iu bakterijy. Tai
vadinamieji aktinomicetai, anksciau priskiriami gryby karalystei ir vadinami laibagrybiais. Tarp
lazdeliniy ir sitliniy bakterijy grieZztos ribos néra, nes kai kurios lazdelinés bakterijos dél
savotiSkos prigimties ar del iSorés salygu veikimo iStista iki labai ilgy sitly (Lodish et al. 2007;
Alberts et al. 2008).

Bakteriju ar mieliy lastelés sienelé priklauso nuo organizmo, augimo stadijos, taip
pat nuo augimo temperatiiros, panaudoty cheminiy reagenty, augimo terpés komponenty ir savito
augimo grei¢io (Middelberg 1995). Todél prie§ parenkant ardymo metoda ir nustatant

specifinius parametrus labai svarbu Zinoti lastelés sienelés struktiira.

1.3. Mechaninés l1asteliy savybés

Bakterijy lasteliy apvalkalo skirtumai salygoja skirtinga lasteliy atsparuma ardymui.
Vieny lasteliy sieneles sudaro ploni komplikuoty polimery sluoksniai, kity — storas, taciau
salygiskai paprastesnis polimero sluoksnis, daug atsparesnis ardymui.

IStyrus bakterijy sienelés tampruma (Isaac et al. 1974) buvo parodyta, kad spiralinés
bakterijos veikiant iSorinéms jégoms geba iSsivynioti iki trys kartus didesnio ilgio, palyginti su
pradiniu. E. coli buvo iStempta iki 2 kartus didesnio ilgio, nestebint deformacijos ar kity pokyciu
(Durieux et al. 2002). Vieninteliy rutulinés formos gram-teigiamy S. aureus lasteliy atveju
nebuvo stebimas tamprumas. Pastarieji rezultatai parode, jog lastelés sienelé yra anaiptol netvirta
ir netampri struktiira, ir gali prisitaikyti prie aplinkos veiksniy.

Thwaites pirma karta nustaté pirmuosius mechaninius lastelés parametrus -
stipruma ir elastinguma. Bandant pavyko atrasti viskoelastinj bakterijy fenomena, kai lastelés yra
veikiamos iSorinés jégos tam tikra laika be jokiu pastebimy poky¢iy. Tokiu biidu buvo atrastas
naujasis mechaniniy savybiy tyrimo metodas, mikromanipuliacija. Pagrindiniai privalumai,
palyginti su buvusiais metodais, yra darbas su tiksliné Iastele ir platus aplinkos veiksniy tyrimo
spektras (Durieux et al. 2002).

Mikromanipuliacijos metodas paremtas tradiciniu medziagy atsparumo matavimo
metodu, kuriuo remiantis Iastelé spaudziama tarp dvejy optiniy pluosty, kol yra suardoma; jégos
matuoklis matuoja reikalinga jégos kieki. Pirmieji darbai buvo pradéti 1991 m. Zhango ir kt.

pirmiausiai naudojant gyviny ir mieliy lasteles (Zhang ef al. 1991). Tyrimais buvo irodyta, jog
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mikromanipuliacijos metodu galima iSmatuoti jvairiy lasteliu mechanines savybes, i§ esmés
nustatant lastelés stipruma supléSant struktiira. Nustatyta, jog lasteliy mechaninis stiprumas
koreliuoja su ardymo jvairiais metodais duomenimis, pateiktais 1 lenteléje.

1 lentelé. Lasteliy suardomumas. Skalé nuo 1 iki 7; 1 - suardomos blogai, 7 - suardomos puikai (Durieux
et al. 2002)

Ardymas slégiu Ekstruzija ~ Malimas UG

Gyvuny lastelés 7 7 7 7
Gram-neigiamos bacilos ir kokai 6 6 5 6
Gram-teigiamos bacilos 5 4 4 5
Mielés 4 2,5 3 3,5
Gram-teigiami kokai 3 2,5 2 3,5
Sporos 2 1 1 2
Gryby filamentai 1 5 6 1

Lenteléje matoma, jog sunkiausiai suardomi lasteliy tipai yra sporos, gram-teigiami
kokai ir mielés, o gyviny lasteles galima sékmingai suardyti visais metodais. Taciau lentelé yra
nevienareiSminska, nes net tos pacios formos ir gram riSies mikroorganizmai auginti
konstruoti skirtingos konfigiiracijos prietaisus, kuriy vieni sekmingai ardo tam tikras Iasteles, kiti
ne. Papildoma motyvacija tapo platus lasteliy panaudojimas, nuolat augantys ekonominiai

rodikliai, kurie paskatino inzinierius sukurti daug lasteliy ardymo metody.

1.4. Lasteliy ardymo metodai

Besirutuliojant ir tarpusavyje jungiantis skirtingoms mokslo Sakoms, buvo sukurta
daugybé lasteliy ardymo metody. Vieni S§iy metodu naudojami iSskirtinai pavienése
laboratorijose, o kiti yra placiai paplitg. D¢l didelés metodu gausos skiriasi ir ju grupavimas,
ardymo metodai gali biiti skirstomi { (1) fizinius ir cheminius (i1) mechaninius ir nemechaninius
ir kitus. Dazniau lasteliy ardymo metodai skirstomi i mechaninius ir nemechaninius, o detalus

lasteliy ardymo metody skirstymas pateiktas 3 paveiksle.
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Lastelin ardymo

metodai
1
| |
| Mechaniniai | | Nemechaniniai |
1
| 1 1
— Rutulinis malinas Fizikiniai [ Cheminiai | | Feumentiniai |
Uliragatsinis Osmosings slegis —I Detergantal | Lizés farmental
dezintegratoriug
T . Chaoctropal —I Autolizé
L — Sildimas 1 3al dunas
|| Didealio slégio
homoganizatorins
—| Chelatal | Fagolizé
— Dekomprasija
—] Mikroskvstintuvas _l Snfibiofilal |

—| Temmelize I

—  Tipikliai |

3 pav. Lasteliy ardymo metody skirstymas (Harrison 1991)

3 pav. matoma, jog nemechaniniy metody grupei priskiriamos metodikos yra
»Svelnesnés Iastelés viduje esancioms biomolekuléms. Kadangi daznai naudojami cheminiai
reagentai ar fermentai negali patekti i lastelés vidy, ju poveikyje lastelés yra tik apardomos, t.y.
sienelés atskiri komponentai yra suardomi, o kiti palaiko sienelés forma. Pagrindine
nemechaniniy ardymo metoduy paskirtimi laikoma lastelés sienelés destrukcija arba sienelés
pazeidimas, o mechaniniai metodai yra tikslingai naudojami lastelés strukttiros suardymui. D¢l
zemo naSumo nemechaniniai metodai retai naudojami pramonéje arba yra kombinuoti su

mechaniniais, tod¢l darbe panagrinéti tik dazniausiai naudojami.

1.4.1. Nemechaniniai ardymo buidai

Sie metodai yra silpno poveikio, tadiau ardymo proceso metu galima kontroliuoti
lasteliy suardymo lygi, kei€iant reagenty koncentracijas, temperatiira ir pan. Ardymas pagristas
ziniomis apie lasteliy sieneliy struktira. Kiekvienas metodas selektyviai veikia tam tikrus
lastelés sienelés komponentus. Nemechaniniai ardymo metodai daugiausiai naudojami gram-

neigiamoms bakterijoms.

Fizikiniai ardymo metodai
Osmosinis Sokas. Tai yra $velnus ardymo metodas. Augaly ir gyviny lastelés bei
kai kurios gram-neigiamos bakterijos gali biti ardomos osmosiniu $oku. Siuo metodu lastelés

dazniausiai visiSkai nesuardomos. Po tokio ardymo 1 terpe patenka tik nedidelé dalis
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vidulasteliniy komponenty, tod¢l gryninama baltyma lengviau iSgryninti. Pvz.: hemoglobinas
sudaro 90% osmosiniu Soku suardyty eritrocity ekstrakto baltymy. Gram-teigiamos bakterijos dél
storo peptidoglikano sluoksnio yra atsparios osmosiniam Sokui (Harris et al. 1989).

Uzsaldymas — atsildymas. Pakartotinis uzSaldymo ir atSildymo procesas pazeidzia
kai kuriy bakteriju ir eukarioty lasteliy membranas. Ledo kristalai uzima didesni tiirj negu
vandeninis tirpalas, todé¢l ardo lasteliy sieneles. Taip iSlaisvinami periplazminiai ir vidulasteliniai
baltymai. Lasteliy suardymas priklauso nuo ju amziaus, uzSaldymo temperatiiros, at$ildymo
greic¢io. Tai ilgai trunkantis ardymo metodas, be to, fermentai, kurie yra labilas Sal¢iui, gali
inaktyvuotis (Harris ef al. 1989).

Kiti re¢iau naudojami ardymo metodai yra dekompresija ir termolizé.

Cheminiai ardymo metodai

Cheminiai junginiai gali paZeisti arba net suardyti lastelés sienele. Sie metodai
pagristi ivairiy tarpmolekuliniy ir vidiniy jung¢iy tarp lastelés sienelés struktiiriniy komponenty
suardymo.

Detergentai. PavirSiaus aktyvumo medziagos (toliau - PAM) - Triton X-100, NaDS
suardo iSorinés membranos lipidiniu komponenty struktiira. Jy poveikis priklauso nuo PAM
koncentracijos, pH ir temperatiiros. Detergentai skirstomi { nejoninius (Triton X-100) ir joninius
agentus (NaDS). Nejoniniy detergenty poveikis baltymams yra silpnas, o joniniai agentai
denattiruoja baltymus. Didziausias PAM panaudojimo trikumas yra putojimas ir baltymy
denatiiracija. Daznai naudojama kartu su EDTA (Harris et al. 1989; Middelberg 1995).

Detergento struktiiroje esanti ,,uodega™ yra hidrofobiné, paprastai sudaryta i$
linijiniy arba Sakoty angliavandeniy, o hidrofilin¢ galva gali biti sudaryta i§ skirtingy cheminiy
grupiu. Svarbi detergenty savybé yra miceliy formavimas. Micelémis vadinami detergenty
molekuliy sankaupos, kuriose detergenty hidrofiliniai struktiiros komponentai yra orientuoti |
micelés iSorg, o hidrofobiniai — i vidy. Po lastelés suardymo membraniniai baltymai sudaro
bendra micelg su detergentu, kuris apsaugo hidrofobini (arba transmembranini) baltymo domena
nuo saveikos su vandeniu, atitinkamai sudarydamas salygas baltymui tirpti. Kritiné miceliy
koncentracija yra vienas pagrindiniy detergenty parametry, kuris parodo maziausia detergento
koncentracija, kuriai esant yra sudaromos micelés. Kiti svarbus parametrai, aprasantys
detergenty busena, yra agregacijos skaiCius, kritiné miceliy temperatiira ir hidrofilo - lipofilo
santykis (Ahmed 2005).

Chaotropiniai agentai. Guanidino hidrochloridas arba karbamidas susilpnina
saveika tarp hidrofobiniy lastelés sienelés komponenty ir tirpina membranoje integruotus

baltymus, suardo vandenilines jungtis. Didelés chaotropiniy agenty koncentracijos riboja ju
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panaudojima gamybiniuose ardymuose. Sios medZziagos taip pat denatiiruoja baltymus.
Efektyvumas padidéja veikiant kartu su toluenu (Gaciova et al. 2002; Middelberg 1995).

Chelatuojantys agentai. Gram-teigiamy bakteriju iSoring membrana stabilizuoja
dvivalen¢iai katijonai (Mg®", Ca®"), kurie tarpusavyje suriSa lipopolisacharidinius membranos
fragmentus. Su chelatuojanciais agentais (EDTA) suriSus katijonus, paSalinamas polisacharidinis
sluoksnis (Gaciova et al. 2002).

Reciau suardymui naudojami antibiotikai ar tirpikliai (Gaciova et al. 2002).

Fermentiniai metodai

Lizés fermentai. Fermentinis lasteliy ardymas yra labai Svelnus ir selektyvus
metodas. Ardant Siuo metodu, galima kontroliuoti lasteliy suardymo lygi. Didziausias triikumas
yra didelé fermenty kaina, kuri ir apriboja platesni Sio metodo panaudojima.

Ardymui daZniausiai naudojamas lizocimas. Pramoniniu biidu gaunamas i§ visty
kiauSiniy ar iSskiriamas bakterijy, tod¢l yra pakankamai pigus. Jis hidrolizuoja peptidoglikany f-
1,4-glikoziding jungtj, dél to efektyviai ardo gram-teigiamy Iasteliy sienelg. Lizocimas
kombinuojamas su kitais agentais, kurie ardo iSoring membrana (EDTA) ir palengvina fermento
pri¢jima prie peptidoglikano sluoksnio. Lizocimas daznai naudojamas lasteliy apdorojimui pries
ju ardyma osmosiniy Soku ar mechaniniai budais (Harris et al. 1989).

Gram-neigiamos bakterijos, turin€ios iSoring membrana, dél apsauginio asimetrinio
lipidy bisluoksnio yra Zzymiai atsparesnés cheminei lizei. ISoriné membrana neleidzia
cheminiams junginiams pasiekti peptidoglikano sluoksni, arba pries tai turi biiti permeabilizuota.
Kadangi pagrindiniai, barjera sudarantys komponentai yra polijoniniai lipopolisacharidai,
susijunge i agregata, dalyvaujant dvivalendiams katijonams, Mg®", todél chelatai (EDTA),
polikatijoninés arba mazos katijoninés molekulés (Tris) yra naudojamos pralaidumui padidinti

(Ahmed 2005).

1.4.2. Mechaniniai ardymo metodai

Mechaniniai lasteliy ardymo metodai daugiausiai naudojami dideliems Iasteliy
kiekiams ardyti. Naudojant $iuos metodus galima ardyti lasteles nenutrikstamu rézimu, jie yra
universaltis, komerciskai prieinami, ju aukStas efektyvumas, proceso atsikartojamumas,
galimyb¢ procesa automatizuoti. Mechaniniai ardymo metodai suardo lasteliy sieneles ir
membranos struktiira dél: lasteliy trinties esant dideliam skyscio srautui, ,,sprogimo* esant

dideliems slégio skirtumams tarp lastelés iSorés ir vidaus, susidirimo su greitai judanéiomis
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kietomis dalelémis arba prietaiso mentelémis ar Siy jégu ivairiy kombinaciju. Kadangi ivykus
Sioms saveikoms, 90% energijos virsta Siluma, todel ardoma suspensija turi biiti Saldoma, kad
nejvykty biomolekuliy denatiiracija. Taip pat mechaniniai metodai yra neselektyvis: jei tikslinis
produktas yra tarpmembraninis baltymas, tai ardant i terpe patenka ir citoplazminiai.
Mechaniniai ardymo metodai ardo bet kurios rusies lasteles (mieles, bakterijas,
grybus ir t.t.), skiriasi tik suardymo efektyvumas. Pladiau bus aptarti gamyboje ir laboratorijoje

dazniausiai naudojami mechaniniai ardymo metodai.

Rutulinis maliinas

Rutulinis maliinas lasteliy ardymui naudojamas tiek laboratorijoje tiek gamyboje.
D¢l savo paprastos konstrukcijos ir didelio efektyvumo suardo daugeli mikroorganizmy. Yra
vairiy konstrukcijy, bet bazin¢ sudétis nekinta: darbiné kamera su dvigubomis sienelémis, tarp
kuriy cirkuliuoja Saldymo agentas, viduje besisukantis velenas, suteikiantis kinetinés energijos
rutuliukams (4 pav.), kurie tarp saves sutrina lasteles (Middelberg 1995; Chisti el al. 1986).
Rutuliuky dydis ir uzpildo kiekis labai svarbiis suardymo efektyvumo parametrai. Suardymo
laipsnis priklauso nuo uZzpildo kiekio, nes padidéja susidiurimy daznis. Optimaliausias uzpildo
kiekis yra 80 - 85%, nes daugiau suardymo efektyvumas nedidéja (Kula ef al. 1987).

Norint pasiekti didesni
efektyvuma gaunant citoplazmoje esancius
baltymus, naudojami maZesnio skersmens
rutuliukai, o Iastelés viduje esantiems
bioproduktams gauti naudojami  didesni

stikliniai rutuliukai, nes visiSkas Iastelés

suardymas ne tik kad nereikalingas, bet net ir
nepageidaujamas (Shutte er al. 1983). 0,10-

0,15 mM skersmens rutuliukai naudojami

bakterijy ardymui, o 0,25-0,75 mM rutuliukais
4 pav. Rutulinio malino veikimo principiné ~ ardomos mielés. Gamybiniuose ardymuose
schema naudojami didesni rutuliukai, nes taip lengviau
atskiriami nuo lasteliy suspensijos (Kula ez al. 1987). Padidinus rotoriaus apsuky greitj, padidéja
ardymo efektyvumas, bet tuo paciu ir energijos sanaudos bei iSsiskiriancios Silumos kiekis.
Norint suardyti mazas lasteles reikia didesniy grei¢iy. Mieléms reikia 8 m/s, o bakterijoms
rekomenduojamas ne mazesnis nei 10 m/s (Kula ef al. 1987). Taip pat reikalinga didelé lasteliy
koncentracija (40-50% Slapio svorio), norint pasiekti dideli suardymo efektyvuma (Middelberg
1995).
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Rutulinis maliinas daug efektyviau ardo mieles nei bakterijas, kadangi bakterijos
yra mazdaug deSimt karty mazesnés. Taciau lazdelés formos bakterijos ardomos daug efektyviau
nei rutulinés bakterijos dél didesnés susidiirimo su rutuliukais tikimybés (Middlerberg 1995).

Kuo lastelé¢ ilgiau iSbtina kameroje, tuo didesné tikimybe, kad ji bus suardyta, taciau

pailgintas laikas turés neigiamos jtakos tiksliniam produktui.

Ultragarsinis dezintegratorius

Ardymas ultragarsiniu dezintegratoriumi (toliau - UG) yra vienas i§ labiausiai
paplitusiy metody laboratorijose (Engler, 1985). Mikroorganizmai ardomi 20 kHz dazniu.
Ultragarso bangos pasiekia tirpala per titaninj ardymo strypa. Tirpalu sklindantj ultragarso banga
skirtingose tirpalo vietose sudaro slégio gradienta. Atsirandantys slégiy gradientai veikia oro
burbuly formavimasi, kuriems pasiekus kritini dydi ivyksta sprogimas. Procesa, vadinama
kavitacija, sudaro 3 etapai: (i) duju (oro dazniausiai) burbulo formavimasis, (ii) burbulo augimas
ir (ii1) burbulo sprogimas (5 pav.). Lasteles ardantys mechaniniai veiksniai gali susidaryti jvairiu
kavitacijos etapo metu: (i) greito burbulo augimo metu susidaro greic¢io gradientai, kurie gali
ardyti lasteles, taciau pagrindine ardymo jéga laikoma (ii) mechaniné energija, skleidZiama
elastiniy bangy pavidalu sprogus burbului. Didelis slégis ir sklindanti smiigio banga suardo
lasteles (5 pav.) (Doulah 1977). Lokaliose vietose susidaro 50 MPa slégis, o temperattra pakyla
iki 5000 °C. Ardymas vyksta maZame atstume nuo ardymo strypo, todél norint pasiekti didesni

suardymo efektyvuma, biitina po kiekvieno ciklo maiSyti.
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5 pav. Akustinio slégio ir kavitacijos rySys ultragarsui sklindant tirpale
Lasteliy sienelés suyra dél susidariusiy lokaliy slégiy skirtumy. Ardymo efektyvumas

priklauso nuo buferinio tirpalo, pH, akustinés galios ir méginio tiirio (Feliu ef al. 1998). Ardant
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UG biutina regulivoti temperatiira ir uztikrinti maiSyma. Metodas lengvai valdomas, greitai
paruoSiamas. Ardymo metu AT siekia iki 4 °C per viena ardymo minute, todél ypatingas
démesys turi biiti skirtas Saldymo sistemai. D¢l stipriai generuojamos Silumos ultragarsinis

dezintegratorius retai naudojamas ardant gamybiniu biidu.

Didelio slégio homogenizatorius

Pagrindiniai parametrai, lemiantys suardymo efektyvuma, yra naudojamas slégis ir
pasazy skaiCius (Engler 1985), suspensijos temperatiira (Hetherington el al. 1971) ir ardymo
celés konstrukcija (Keshavarz-Moore e/ al. 1990). Sléginiuose ardymo prietaisuose suspenduoty
lasteliy tirpalas, esant dideliam slégiui, spaudziamas fiksuoto dydZio kanalu arba pro maza anga,
sudaryta specialios konstrukcijos voztuvu. SumaZintoje erdveje lastelés yra dar labiau
pagreitinamos ir veikiamos tarpusavio susidiirimo bei Slyties jégu. Lastelés ardomos naudojant

55-200 MPa slégi.

Suardytos
lgsteles

Smugio zona

6 pav. Didelio slégio homogenizatorius APV — 2000

Labiausiai paplitgs yra Mantono ir Gaulino APV homogenizatoriaus tipas
(Middelberg 1995). Lasteliy suspensija pumpuojama pastoviu greiciu, o slégis reguliuojamas
keiCiant atstuma tarp voztuvo (6 pav.). Kas 10 MPa temperatiira pakyla apie 2 °C, todél
suspensija biitina Saldyti. Labai stipri priklausomybé nuo slégio. Ardant didesniu slégiu galima
sumazinti pasazy skai¢iy. Taciau dél Silumos iSsiskyrimo gali denatiiruoti baltymai, todél turi
biiti parinktas optimalus darbinio slégio ir pasazy skai¢iaus santykis (Kula et al. 1987). Po 3-5
pasazy dazniausiai suardoma 90% lasteliy, taciau tai labai priklauso nuo lasteliy tipo. Suardymo
efektyvumas taip pat priklauso ir nuo lasteliy koncentracijos (Engler 1985)

Pirmaisiais pasazais lastelés yra pazeidziamos arba suardomos i kelias dalis, taciau

did¢jant pasazy skaiCiui, lastelés suardomos i vis smulkesnes daleles. Tai gali apsunkinti kita

24



baltymu gryninimo etapa - lasteliy skaidrinima: mikrofiltruojant blokuojama membrana, o
centrifuguojant blogesni sedimentacijos parametrai (Baldwin e/ at. 1990).

APV dazniausiai naudojamas mechaninis ardymo metodas biotechnologijos
pramon¢je, nes galima ardyti nuo keliy Simty mililitry iki keliasdeSimt litry suspensijos.

Didziausias triikumas Silumos i$siskyrimas, tod¢l reikalinga gera Saldymo sistema.

Didelio slégio homogenizatorius - mikroskystintuvas

Mikroskystintuve (toliau — MS) prietaise lasteliy ardymas realizuojamas dideliu
greiiu ir plonais kapiliarais pumpuojamus lasteliy srautus nukreipiant vienas 1 kita. Tokiu biidy
lastelés ardomos dél dveju pagrindiniu jégu: (i) trinties ir (ii) smiiginés. Kaip ir APV prietaise
lastelés papildomai veikiamos kavitacijos jégos, kadangi i§ ardymo celés lastelés patenka i
atmosferinio slégio ruoza. Slégis reguliuojamas keiciant siurblio greitj. Lastelés ardymo celéje
yra tik 25-40 ms, tafiau suspensijos temperatira padidéja. Lasteliy suardymas priklauso nuo
slégio ir pasazy skaiCiaus. Taip pat labai svarbiis faktoriai yra lasteliy koncentracija,
mikroorganizmo rusis, lasteliy auginimo terpé ir augimo stadija. DaZniausiai naudojama Y tipo
ardymo celé, kurioje srautas dviem kanalais paskirstomas { du atskirus srautus, kurie celés gale
sueina 1 viena (7 pav.). Taip pat populiari Z tipo ardymo celé, kurioje suspensija neatskiriama,
taCiau yra daugiau smuginiy tasky. Komerciskai prieinamy kanaly skersmuo varijuoja 50-300
um, kuriuose srauto greitis pasiekia iki 400 m/s. Po suardymo produktas biitinai turi biiti

atSaldytas ir tam naudojamas Saldalu Saldomas Silumokaitis.

7 pav. Mikroskystintuvas MH-110EH-30 su Y ardymo tipo celé
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Svarbus parametras yra po suardymo gauty daleliy dydis. Ardant APV gaunamas

skirtingo dydzio dalelés, o suardzius MS gautos dalelés yra pakankamai monodispersiskos, todél

Sis metodas labiau tinka gamybos gausinimui (Geciova e/ at. 2002).

1.5. Ardymo metody palyginimas

Ardymo metodai parenkami atsizvelgiant 1 lastelés tipa, lasteliy kieki, specifini

produkta ir jo lokalizacija lasteléje. ISanalizuoty literatiiros Saltiniy analizés suvestiné pateikta 2

lenteléje.

2 lentelé. Ardymo metody palyginimas

Lastelés Metodai Analizuojamasis Apibendrinimas
produktas
UG, RM su Visi baltymai ir ~ Po RM buvo didZiausias santykinis
E. coli stikliniais fruktozeés fermentinis aktyvumas (Song ef al.
rutuliukais transferazé 1997)
NaOH-SDS, Mechaniniai metodai ardé
C. perfringens French presas, Visi baltymai efektyviau nei cheminiai (Guerlava

UG, fermentai

et al. 1998)

S. cerevisiae

UG, DSH

Visi baltymai ir
invertaze

UG — mazas santykinis aktyvumas,
DSH — didelis invertazés
aktyvumas, bet ir padidéjusi bendra
baltymy koncentracija
(Balasundaram et al. 2001)

L. bulgaricus

UG, DSH, RM

B-galaktozidazé

Po UG prastesni rezultatai nei po
RM ir DSH. Po UG liko tik 30%
fermento aktyvumo pagal kitus
metodus (Bury ef al. 2001)

RM, Saldymas-

Visi baltymai ir

Mechaniniai metodai parodo
geresnius rezultatus nei Saldymas ir

E- coli Sildymas, French keletas fermenty  Sildymas. RM patogiausias metodas
presas, UG (Benov et al. 2002)
Proteominé Abiejy metody panasis rezultatai,
Mycobacteria UG, RM analize ir Ardant RM buvo padidéjes
baltymai putojimas (Lanigan et al. 2004)
Polisacharidai ir Geresni rezultatai ardant
P. putida Fermentai, DSH integruoti fermentiniu metodu (Van Hee et al.
baltymai 2004)
UG, DSH, .. ) UG ard¢ efektyviausiai ir buvo labai
French presas Visi baltyma, selektyvus fermentams, bet po
E.coli ’ rogsting fosfatazé ’

osmosinis Sokas,
EDTA lizé

ir B-galaktozidazé

osmosinio Soko i$siskyré daugiau
rugstinés fosfatazés (Balasundaram
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et al. 2006)

Visi baltymai i I
£ coli Fermentai. UG lille Ztiilcr)n};l = UG specifinio baltymo gauta 22
. coli .
’ p' ; kartus daugiau (Ho el at. 2006)
antigenai
- . Geriausiai suardé imobilizuotas
Imobilizuoti lizocimas, bet pakartojus
M. lysodeikticus  lizozimai, UG,  Visi baltymai » Dt pakario)
DSH. RM efektyvumas sumaz¢jo 70% (Chang
’ el at. 2007)
Liofilizavimas,
. L RM su/be 4 g Efektyviausiai suardyta panaudojant
S. t l Fosfolipid
pristnaespirats fermenty OSTOHPIGAL Jiofilizavima (Limonet et al. 2007)
kombinacija
Didziausia baltymy koncentracija
Termolizé, UG, Visi baltvmai it po UG, bet termolizé buvo
E. coli cheminis ym selektyvesné esterazei (91%
esteraze .
ardymas daugiau fermento) (Rene ef al.

2007)

ISanalizavus turima literatiira, galima daryti i§vadas, jog populiariausi mechaniniai
ardymo metodai yra UG ir RM. Jie labiausiai tinkami maZiems biomasés kiekiams ardyti, yra
komerciSkai prieinami. I§ didelio slégio ardymo metody daZniausiai naudojamas APV.

Kaip modelinés lastelés dazniausiai naudojamos Escherichia coli ir Saccharomyces
cerevisiae. Tai yra populiariausi prokarioty ir eukarioty atstovai. Lastelés lengvai uzauginamos,
taip pat E.coli daznai naudojamas kaip rekombinantinis kamienas ir nepasizymi atsparumu

suardymui, tod¢l eksperimentai trumpai uZtrunka.

1.6. Lasteliy ardymo optimizavimas

IS literatiiros apZvalgos matyti, kad lasteliy suardymas labai priklauso nuo auginimo
salygu ir kamieno sienelés mechaniniy savybiuy, todél siekiant specifini produkta gauti kuo
stabilesni ir kuo maZesnémis sanaudomis, bitina ardymo procesa optimizuoti. Ardymo

optimizavimo darby analizé pateikta 3 lentel¢je.

3 lentelé. Ardymo optimizavimo darby palyginimas

Biomasé Prietaisas Faktoriai

Apsuky greitis, uzpildo tiiris, lasteliy koncentracija (Ricci-

. A RM
> cerevisiae Silva et al. 2000)
E coli APV Slégis, lasteliu koncentracija, pasazy skaic¢ius (Ramanan e/
at. 2009)
K. lactis UG pH,brinkinimo trukme, azr(c)i(})/go trukmé (Farkade et al.
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Detergenty, chaotropy, chelatiniy agenty koncentracija,

. coli AP e
E. coli v brinkinimo trukmé (Anand et al. 2007)
APV + .
S. cerevisiae elektroporuliacija Itampa, slégis (Shynkaryk et al. 2009)
.. Slegis, lasteliy koncentracija, pasazy skaicius (Moore ef al.
S. cerevisiae APV
1990)
A.peroxydans UG pH, ardymo trukmé, hercai (Kapucu et al. 2000)
S. cerevisiae UG Ardymo trukmé, hercai (James et al. 1972)
. Joning jéga, lasteliy koncentracija, méginio tiiris, hercai
E. coli UG

(Feliu et al. 1998)

DidzZioji dalis ardymo optimizacijos darby atlikta keiciant mechaninius faktorius:
ardymo trukme, rutuliuky dydi, dazni, slégi, pasazy skaiCiy, o lasteliy koncentracija yra
dazniausiai keiCiamas iSorinis faktorius.

Eksperimentiniy tyrimuy metu ieSkomas rySys tarp faktoriy, veikianCiy i objekta
(lastelg) ir dydziu, kurie charakterizuoja objekto savybes. EksperimentiSkai nustatyti rySiai
iSreiSkiami kiekybine forma, t.y. sudaromas objekto matematinis modelis, kuris véliau
panaudojamas kaip instrumentas optimizavimo sprendimui. Faktorinio eksperimento vienas
pagrindiniy privalumy — eksperimenty skai¢iaus sumazinimas, palyginus su tradiciniu. Atliekant
eksperimenta su 2 faktoriais, vieto] 9 matavimy uZztenka atlikti 5, t.y. matuojamos krastinés
reikSmés ir vienas centrinis taSkas. Pats metodas yra labai efektyvus, daznai naudojamas
biotechnologijoje norint sumazint eksperimenty skaiciy kiekvienoje gamybos stadijoje nuo
fermentacijos iki galutinio produkto formulavimo. Taciau literatiiroje randama tik keletas darby

pritaikant faktorini eksperimenty planavima lasteliy ardymo stadijoje (4 lentel¢).

4 lentelé. Ardymo eksperimenty, taikant faktorini eksperimenty planavima, palyginimas

Biomasé Prietaisas Faktoriai
Rutuliuky skersmuo, lasteliy koncentracija, sukimo
C. mogii RM _
daznis (Mayerhoff e/ at. 2008)
Ardymo trukmé, lasteliy koncentracija (Gurpilhares et
C. guilliermondii RM
al. 2006)
Riigsties koncentracija, inkubacijos trukme,
P. rhodozyma Riigstiné hidrolizé temperatiira, etanolio koncentracija, ekstrakcijos
trukmé (Ni et al. 2008)
Ardymo trukmé, rutuliuky dydis, koncentracija,
E. coli RM .
detergenty koncentracija (Belo ef al. 1996)
Apsuky greitis, pasazy skaicius, lasteliu koncentracija
S. cerevisiae RM

(van Gaver ef al. 1991)
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Visi faktorinio eksperimento mechaninio ardymo darbai atlikti naudojant rutulini

maliina, ardyti mazi lasteliy kiekiai, todél rezultatus sunku pritaikyti gamyboje.

1.7. Tyrimo objektas

Tyrimo objektas yra Neisseria denitrificans. Neisseria yra gram-neigiama, rutuliné
bakterija, kuri gali biiti tiek simbiotiné, tiek patogeniné. IS visu Neisseria rusiy tik dvi yra
patogeninés (gonorrhea ir meningitis), bet jos visos gali biiti Zmogaus ar gyvino gerkléje
nesukeldamos simptomy. Neisseria denitrificans izoliuota i§ jiiry kiaulytés burnos gleivinés ir
taip pavadinta, del savo sugebéjimo redukuoti azota iki dujinio (Buttcher e/ al. 1999). Ji taip pat
yra atspari antibiotikams (Mackenzie ef al.1980).

Neisseria denitrificans bakterijose yra dvi II tipo restrikcijos endonukleazés: Ndel
(atpazista 5'-CA|TATG-3") ir Ndell (atpazista 5'-]GATC-3") (Watson el al. 1982). Tai yra
pagrindiniai bioproduktai, dél kuriy dirbama su Sia biomase. Taciau kaip objektas, Neisseria
buvo pasirinkta kaip dazniausiai biotechnologijoje naudojamo tipo (gram neigiamas kokas)

bakterija pasizyminti atsparumu suardymui (5 lentelé¢).

5 lentelé. Optimaliis ardymo slégiai ivairioms Neisseria rusims (Martin et al. 1968)

Lasteles Optimalus ardymo slégis, MPa
N. gonorrehoeae F62, tipas 4 50
N. gonorrehoeae F62, tipas 3 70
N. gonorrehoeae F62, tipas 4 80
N. gonorrehoeae F62, tipas 1 80
N. meningitis grupe B 125
N. sicca 150
N. flava 150
N. catarrhalis 150
E. coli 80 (Ahmad-Raus ef al. 2010)
C. utilis 95 (Baldwin et al. 1994)
S. cerevisiae 150 (Harrison 1991)

Slegiy skirtumas 50-150 MPa yra nulemtas Neisseria lastelés sienelés skirtumuy.

Objektas, Neisseria denitrificans, yra mazai tyrinétas ir modeliuojant svarbu
pasirinkti sunkiai ardoma mikroorganizma. Su Siomis lastelémis dar néra atlikti jokie ardymo
tyrimo darbai. Manoma, jog suradus $io mikroorganizmo suardyma lemancius faktorius, jie bus

pritaikomi ir kitoms, sunkiau ar lengviau suardomoms bakterijoms.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Aparatiira

Ultragarsinis lasteliy disentregratorius (Sonics&Materials inc. Vibra Cell), didelio
slégio homogenizatorius (APV, LAB 2000), mikroskystintuvas (MicroFluidics), rutulinis
maliinas (Chromoform AB), centrifuga (Eppendorf Centrifuge 4517R), centrifuga (Beckman J2-
21), DNR elektroforezés horizontaliis aparatai (Thermo Fisher Scientific), techninés svarstyklés
(0,5-4100 g) (Kern), analitinés svarstyklés (0,01-120 g) (Kern), spektrofotometras (Ultraspec
2100 Pro), mikroskopas (Leica), homogenizatorius (Ultra-Turrax T25), spektrofotometras (Multi
Bio RS-24) , magnetiné maisyklé (Mandel), automatinés pipetés (Gilson), magnetiné maiSykle
(Mandel), pH-metras (Consort C 833), daleliu dydzio matuoklis (Zetasiser Nano S),

chromatografiné sistema (Akta Explorer).

2.2. Medziagos

Restrikcijos endonukleazés Ndel [10 vnt/ul] (Thermo Fisher Scientific), Bsp1431
(Sau3Al) [10 vnt/pl] (Thermo Fisher Scientific), restrikcijos endonukleaziy reakcijos buferinis
tirpalas Orange (Thermo Fisher scientific), fago DNR M13mp18 [0,5 vnt/pl] (Thermo Fisher
Scientific), lambda DNR [0,3 vnt/ul] (Thermo Fisher Scientific), TopVision™ LM GQ Agarose,
natrio hidroksidas (Applichem), orto-fosforo rigstis 85% (Merck), fenolis (Merck), kalio
hidroksidas (Roth), koncentruota sieros rugstis (Merck), gliukozé¢ (Merck), acto ragstis 100%
(Merck), perchlorato rigstis 70% (Merck), Kumasi Briliantinis Mélis (Thermo Fisher Scientific),
boro rigstis 100% (Merck), natrio dodecilsulfatas (SDS) (Amresco), etilendiaminotetraacto
rugstis (EDTA) (Amresco), etidzio bromidas (Calbiochem), imersiné alyva (Fluka), fuksinas
(Hispanlab, S.A.), etanolis (AB ,Vilniaus degtin¢”), JSA (Thermo Fisher Scientific), (D-
gliukozes-6-fosfatas (Applichem), nikotinamido adenino dinukleotidas (NAD) (Applichem),
DTT (Thermo Fisher Scientific), lizocimas (Amresco), DNAz¢ (Thermo Fisher Scientific), Tris
(hidroksimetil) aminometanas (TRIS) (Sigma), tirpaly ruoSimui naudojamas ,,Milli-Q* vanduo
(Thermo Fisher Scientific).

Sorbentai : fosfo celiuliozé P11 (Whatman), dietilaminoetil celiuliozé DES52

(Whatman).
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2.3. Tirpalai ir buferiniai tirpalai

Buferiniy tirpaly sudétis:
Buferinis tirpalas A (ardymo): 10 mM kalio fosfatas + 10 mM acetatinis + 10 mM boratinis +
1 mM EDTA + 1 mM DTT + 50 mM NacCl, pH 7.4;
Buferinis tirpalas B: 10 mM kalio fosfatas + 10 mM acetatinis + 10 mM boratinis + 1 mM
EDTA +1 mM DTT + 1 M NaCl, pH 7.4,
Buferinis tirpalas C (ardymo): 10 mM kalio fosfatas 1 mM EDTA + 1 mM DTT + 50 mM
NaCl + 0,1% Triton X-100, pH 7.4
Buferinis tirpalas D: 55 mM Tris-HCI, 3,3 mM MgCl, pH 7.8
3x STOP tirpalas: 60 mM EDTA, pH 8.2, 30% glicerolio, 0,03% bromfenolio mélynojo.
Modricho tirpalas: 50 mM MgCl,, 1 M KCl, 0,2% Triton X-100, 10 mM B-merkaptoetanolio, 1
mg/mL JSA.
5% vandeninis fenolio tirpalas: 5,0 g fenolio tirpinama vandenyje ir skiedziama iki 100 mL.
Tirpalas laikomas tamsiame inde, kambario temperatiiroje.
Standartinis gliukozés tirpalas (0,2 mg/mL): tiksliai atsveriama 20 mg gliukozés, tirpinama
vandenyje ir skiedziama iki 100 mL matavimo kolbut¢je.
0,1 M NaCl buferinis tirpalas: 10 mL 1 M H3PO,, 0,372 g EDTA ir 5,85 g NaCl yra tirpinama
vandenyje. Su NaOH koreguojamas pH iki 7,4.

2.4. Metodai

Neisseria denitrificans lasteliy ardymas. Lastelés laikomas -20 °C ir kas kart jas

atSildant, dalis Igsteliy susiardo.

2.4.1. Biomasés ardymas lizocimu

Rutuliniy bakterijy biomasé suspenduojama ardymo buferiniame tirpale C, santykiu
1:4 (w/w). Lasteliy suspensija maiSoma su 1 mg/mL lizocimo tirpalu, kuriame yra 4mM MgCl,
ir 20 pg/mL DNAzés. MiSinys inkubuojamas 2 val. kambario temperatiiroje, Svelniai maiSant
magnetine maisykle. Lizocimas, optimaliai veikdamas pH 6,7-8,6 intervale, hidrolizuoja N-

acetilmuramidines jungtis, salygodamas lastelés sienelés ardyma. Méginiai imami kas 20 min.
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2.4.2. Biomasés ardymas ultragarsiniu dezintegratoriumi

Neisseria denitrificans bakterijy biomasé suspenduojama ardymo buferiniame tirpale
A, santykiu 1:4 (w/w). Prie§ ardyma suspensija homogenizuojama maiSant ja magnetine
maisSykle. Biomasé¢ ardoma ultragarsiniu dezintegratoriumi naudojant 8 mM ardymo strypa, kai
amplitudé 80%, ir su 16 mM ardymo strypu, kai amplitudé 70%. Ardymo metu suspensija
Saldoma ledo vonioje. Ardomos lasteliy suspensijos ttris 20 mL. Méginiai imami 1 min.

intervalu.

2.4.3. Biomasés ardymas rutuliniu maliinu

Rutuliniy bakterijy biomasé suspenduojama ardymo buferiniame tirpale A, santykiu
1:4 (w/w). Prie§ ardyma, suspensija homogenizuojama maisant ja magnetine maiSykle. Rutulinio
maltino (RM) darbinis kameros tiiris 500 mL. Suspenduota biomasé sumaiSyta su plastikiniais
rutuliukais (0,25-0,5 mM skersmens) santykiu 1:1 (v/v). Ardymui panaudota vadinamoji 50%
uzkrova. Lastelés ardytos esant 3500 aps./min. ir 4500 aps./min. rotoriaus grei¢iui. Saldymo
marskiniai uzpildyti ledukais palaikant +4 °C ardymo kameroje. Suspensijos tiiris (su rutuliuku

uzpildu) 300 mL. Méginiai imami 5 min. intervalu.

2.4.4. Biomasés ardymas didelio slégio homogenizatoriumi

Neisseria denitrificans bakterijy biomasé suspenduojama ardymo buferiniame tirpale
A, santykiu 1:4 (w/w). Prie§ ardyma suspensija homogenizuojama statoriaus — rotoriaus tipo
homogenizatoriaus pagalba. APV praplaunamas distiliuotu vandeniu, o tada sistema uZpildoma
buferiniu ardymo tirpalu. Ardoma keliais pasazais (1 pasazas esant 50-60 MPa, like 120-130

MPa). Suspensija (~300 mL) visa laika Saldoma. Méginai imami po kiekvieno ardymo pasazo.

2.4.5.Biomasés ardymas mikroskystintuvu

Neisseria denitrificans bakterijy biomasé¢ suspenduojama ardymo buferiniame tirpale
A, santykiu 1:4 (w/w). Prie§ ardyma suspensija homogenizuojama statoriaus — rotoriaus tipo
homogenizatoriaus pagalba. Mikroskystintuvas praplaunamas distiliuotu vandeniu, o tada

sistema uZpildoma buferiniu ardymo tirpalu. Ardoma keliais pasazais 130 MPa visg laika Saldant
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suspensija. Ardomos lasteliy suspesijos tiiris 300 mL. Méginai imami po kiekvieno ardymo

pasazo.

2.5. Lasteliy ardymo efektyvumo nustatymas

2.5.1. Mikroskopija

Liepsna sterilizuotas stiklelis padengiamas testuojamu meéginiu ir kelias minutes
laikomas kambario temperatiiroje, kol uzfiksuojamos tepinélis. Uzlasinama keli lasai fuksino,
kuris adsorbuojasi ant Iasteliy sieneliy. Po 2-5 min. dazai nuplaunami distiliuotu vandeniu ir
tepinélis dZiovinamas. Prie§ tiriant mikroskopu ant méginélio uzlaSinama imersiné alyva.
Méginys stebimas mikroskopu (didinimas 700 karty). Vaizdas fiksuojamas skaitmenine kamera,

o skaitmeninis nuotrauky formatas panaudojamas ardymo efektyvumo tyrimams.

2.5.2. Baltymy koncentracijos nustatymas Bradfordo metodu

Metodas pagristas specifine baltymo saveika su dazu Coomassie Brilliant Blue G-
250 ragScioje  aplinkoje  ir  susidariusio  komplekso  koncentracijos  matavimu
spektrofotometriskai, kai bangos ilgis yra 595 nm. Dazas saveikauja su baltymy arginino, lizino
triptofano, tirozino, histidino ir fenilalanino liekanomis.

Pirmiausiai atlieckamas bandymas baltymu kalibracinei kreivei sudaryti:

I pirmaji mégintuveli pilama 15 pl vandens (kontrol¢), 1 kitus — po 15 ul (0,125; 0,25; 0,5; 0,75;
1 mg/mL) JSA tirpalo. Tada | visus mégintuvélius pilama po 750 pl 1x Bradfordo reagento.
Méginiai iSmaiSomi maisykléje.

Remiantis gautomis optinio tankio reikSmémis, bréZiamas grafikas — Sviesos
sugerties priklausomybé nuo baltymo koncentracijos. Gaunama kalibraciné baltymuy kiekio
nustatymo kreive.

Galutiniai rezultatai palyginami su kalibracine kreive. Jeigu baltymas buvo skiestas,
tai pagal kalibracing kreivg nustatyta baltymo koncentracija reikia padauginti i§ praskiedimy
karty. Kuo daugiau yra baltymo tiriamajame méginyje, tuo intensyvesné yra susidariusio

komplekso spalva.
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2.5.3. Nukleoriigséiy kiekio nustatymas Spirino metodu

Metodas grindziamas nukleoriigs¢iy ekstrakcija 1§ biologinio objekto karSta
perchlorato riigStimi ir tolesniu ekstrakto sugerties nustatymu ultravioletinéje spektro dalyje,
esant bangos ilgiams 270 ir 290 nm. A. Spirino metodo esm¢ — tai DNR kiekio nustatymas
grubiuose ekstraktuose, kai hidrolizuojasi ne tik DNR, bet ir RNR.

I uzsukamus plastikinius 1,5 mL meégintuveélius ipilama 250 pl méginio (jei reikia
skiesti meégini, jis skiedziamas ardymo buferiniu tirpalu) ir 1 mL 0,5 M perchloracto riigsties.
Meégintuveliai uZzsukami, tirpalai sumaiSomi purtykle, talpinami | verdancio vandens vonia.
Kaitinama 30 min. Po kaitinimo méginiai Saldomi $aldytuve (+4 °C) 30 min. Centrifuguojama
14000 aps/min. 15 min, supernatantas atskiriamas nuo nuosédy. Spektrofotometru matuojama
supernatanto sugerti esant bangos ilgiui 270 nm ir 290 nm. Nukleortigs¢iy (NR) kiekis
apskaiciuojams pagal formule:

NR=54,211*(A270nm-A2900m); (1)
kur Az70nm 1 Az90nm Sugerti atitinkamai esant 270 nm ir 290 nm bangos ilgiui.

Jei meéginiai buvo skiesti — skiedimas jvertinamas skaic¢iuojant NR kieki.

2.5.4. Polisacharidy koncentracijos nustatymas

Paruo$iami trys kiekvienos gliukozés tirpalo koncentracijos méginiai (pakartojimai).
I mégintuvelj jpilama 0,2 mL paruosto gliukozés tirpalo, 200 pl 5% vandeninio fenolio tirpalo,
geral iSmaiSoma ir {pilama 1 mL koncentruotos sieros riigsties. ISmaiSoma ir palickama atvésti
iki kambario temperattros.

Méginiy sugertt matuojama spektrofotometru 490 nm bangoje, lyginant su
kontroliniu méginiu (vietoje standartinio gliukozés tirpalo pilama 200 pl NaCl buferinio tirpalo).

Pagal gautus duomenis bréziama kalibraciné kreivé: sugerties priklausomybé nuo
gliukozés koncentracijos (mg/mL).

Koncentracijos nustatymas méginiuose: | mégintuvélius ipilama po 200 pl méginio
(jei reikia skiedziama ardymo buferiniu tirpalu), jpilama fenolio ir koncentruotos sieros riugsties

tokia pat tvarka, kaip apraSyta ruoSiant kalibracing kreive.
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2.5.5.Gliukozés-6-fosfato dehidrogenazés aktyvumo nustatymas

Dehidrogenaziy aktyvumo metodas naudojamas nustatyti ardymo jtaka vidulasteliniy
fermenty aktyvumui. ParuoSiamas reakcijos miSinys (0,5 mM NAD, 0,1 mM D-gliukozés-6-
fosfatas). Sumaisius 0,98 mL reakcijos miSinio (kambario temperatiros) su 20 ul meéginio,
stebima Sviesos sugertis ties 340 nm Sviesos bangos ilgiu (Bruckner 1980). Kontrolei

naudojamas reakcijos miSinys su méginiu pradiniu laitko momentu.

2.5.6. Daleliy dydZio nustatymo metodas

Necentrifuguoti méginiai skiedziami ardymo buferiniu tirpalu 10 karty. Daleliy dydis

matuojamas naudojant Zetasiser Nano S prietaisa. Dalelés matuojamos pagal Sviesos sklaida.

2.5.7. Chromatografinis gryninimas stacionariomis salygomis

Chromatografija atlickama stacionariomis salygomis. Naudojamas sorbentas
fosfoceliulioze (P11). Padaroma jo pusiausvyra su ardymo buferiniu tirpalu A. Ant 2 g sorbento
uzneSamas 1 g biomasés. Chromatografijos eiga:

1) sorbcija vykdoma 1 val. 30 min. létai maiSant mégini su sorbentu;

2) centrifuguojama 5000 aps./min. 2 min.;

3) nesisorbavusio méginio paSalinimas (10 tiiriy) 15 min. 1étai maiSant;

4) 2 ir 3 etaoi kartojimas;

5) sorbavusio méginio desorbcija (iSstimimo eliucija). Desorbcijai naudojamas buferinis
tirpalas B (4 turiai), 15 min. létai maiSant;

6) po chromatografijos matuojamas restriktaziy aktyvumas.

2.5.8. Chromatografinis gryninimas

Chromatografinis gryninimas atliekamas naudojant Akta Explorer chromatografing
sistema. Prie sistemos prijungiama reikiamu sorbentu pripildyta chromatografiné¢ kolona. Ji
nulygsvarinama 10 kolonos tiiriy pradiniu buferiniu tirpalu, kuris bus naudojamas
chromatografijoje. Kompiuterine programa ,.Unicorn 5.10“ sukuriamas chromatografijos

metodas, kuris susideda is:
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1) kolonos parametry apraSymas;

2) méginio sorbcija;

3) nesisorbavusio méginio iSplovimas i§ kolonos;

4) sorbavusio méginio desorbcija drusky turin€iais pradiniais buferiniais chromatografijos
tirpalais;

5) reikiamo tirio frakceijy rinkimas 1 mégintuvélius.

Po chromatografijos frakcijose nustatomas restriktazinis aktyvumas.

2.5.9. Restriktaziy aktyvumo nustatymas

Ndel restrikcinis aktyvumas nustatomas reakcijos buferiame tirpale O, substratu po

pirmos gryninimo staijos naudojant fago M13mp18 DNR, o po antros stadijos A DNR.

1.

AN S .

8.
9.

ParuoSiamas reakcijos miSinys, kurio 50 pl yra 1 vienetas M13mp18 DNR (kitu atveju A
DNR).

I reakcijos miSini idedama atitinkamas kiekis Bsp143I restriktazés (dirbant su M13mp18
DNR).

Inkubuojama 30 min. 37 °C. Fermentas Bsp1431 hidrolizuoja tas pacias vietas, kaip ir Ndell.
Po inkubacijos reakcijos miSinys iSpilstomas i mégintuvélius po 50 pl.

Meéginiai skiedZiami Modricho buferiniu tirpalu.

I kiekviena mégintuveli dedamas skirtingas tiriamo méginio kiekis (6 lentel¢). Vykdoma
lede.

Inkubuojama 60 min. 37 °C, po to perkeliama i ledo vonia.

150 pl dedama 25 pl .3x STOP buferinio tirpalo.

Inkubuojama 10 min. 65 °C

10. Atvésinus méginius, atliekama elektroforeze agarozés gelyje.

6 lentelé. Méginio kiekis restrikcijos endonukleazés teste

Neigiama  Teigiama kontrolé, komercinis Ndel
kontrolé (10v/ul), pl

Meéginis, pl

- 1 1 2 2,5 3 4 5

Restriktazé Bsp1431 pilnai hidrolizuoja M13mp18 plazmidg i 7 fragmentus (8 pav.).
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Bspl431 (Sau3Al

Bspl431 (Sau3A)
Bspl43| (Sau3al

Bsp1431 (Sau3A)

1000/ Bsp1431 (Sau3Al

Bsp1431 (Sau3Al)
M13mpl8

7250 bp

2500 Bspl43l (Sau3A)

8 pav. M13mp18 plazmidés restriktaziy Bsp143I ir Ndel atpazinimo vietos

I miSinj pridéjus Ndel restriktazés ir {vykus pilnai hidrolizei, matomos papildomos

mazesniy DNR fragmenty juostelés.

2.5.10. DNR elektroforezé agarozés gelyje

DNR elektroforez¢ vykdoma 1% agarozés gelyje. Jis ruoSiamas: 1 g agarozes
tirpinama TBE buferiniame elektroforezés tirpale, pilama i geliu forma stove, istatomos reikiamo
Sulinéliy skaiciaus Sukos, gelis stingsta apie 1 val. Sustinggs gelis uZpilamas TBE buferiniu
elektroforezés tirpalu su 1 pg/mL etidzio bromidu, i Sulinélius supilami méginiai (8-20 pl) ir
esant 140-160 V jtampai vykdoma foreze. Po elektroforezés gelis fotografuojamas geliy

dokumentavimo sistema.

2.6. Matematinis modeliavimas

Naudojant matematini modeliavima, galima sistemingai planuoti gamybiniy
biomaseés kiekiy ardyma. Galima apskaiciuoti ardymo iSeiga ir pamatyti, kada tolesnis ardymas
nebeturi prasmés. Naudojant matematines lygtys gaunama ardymo greicio konstanta, kuri parodo
efektyvuma. Mechaninio ardymo grei¢io konstanta gali baiti apskaiCiuota i§ pirmo laipsnio
kinetinés lygties.

Lasteliy ardymas arba vidulastelinio produkto iSskyrimas naudojant UG arba RM

yra aprasomas standartine pirmojo laipsnio greicio lygtimi (2) (Roe 2006):
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R=R,(1-¢™), 2)

kur R — produkto koncentracija, R,, — produkto koncentracijos maksimumas, k —
pirmo laipsnio ardymo greicio konstanta, # — ardymo trukmé tenkanti 1 g biomasés.

Esant normuotiems vidulasteliniy produkty kiekiams, ardymo metody efektyvumas
palyginamas naudojant biidinga ardymo grei¢io konstanta k, s'. Papildomas parametras,
nustatomas pritaikant 2 lygti yra laikas per kuri 95% efektyvumu yra suardomas 1g biomasés.

Pradinéje suspensijoje (ardymo trukmé O min.) randama vidulasteliniy baltymuy,
polisacharidy, nukleorigiciy ir funkcionaliy NAD priklausomy dehidrogenaziy. Kadangi
biomasé laikoma -20 °C temperatiiroje, dél atSildymo prie§ ardyma dalis Neisseria denitrificans
biomasés lasteliy suyra. Taip pat 10 min. vyksta biomasés supendavimas ardymo buferyje +4 °C
Svelniai maisSant. Todél (2) lygtis modifikuojama i (3) lygti. Ry— produkto koncentracija pradiniu
laiko momentu.

R=(R,—R, \I-¢™)+R,; 3)

Nepertraukiamo veikimo prietaisams, kurie suardo lasteles dél dideliy slégiy,
ardymo efektyvumas stebimas priklausomai nuo ardymo cikly skaiciaus, N. APV prietaisams

lygtis (2) yra modifikuojama:

R=R,(1-¢*"). )
kur N — cikly skaiCius, k£ - ardymo grei¢io konstanta sléginiams
homogenizatoriams.

4 lygtis, dél pradiniu laiko momentu esanCiy suardyty lasteliy, analogiSkai
modifikuojama kaip (3) lygtis:

R=(R,-R)l-¢™")+R,. (5)

Ardant MS prietaisu lasteliy ardymo metu tirpaus produkto iSleidimas i§ lastelés {
terpg yra apraSomas modifikuota lygtimi lyginant su APV (5) lygtimi:

R=(R, - RO)(I —e Y )+ R, (6)

kur b - parametras kuriuo skiriasi APV ir MS lygtys, tiesiSkai priklauso nuo lasteliy
koncentracijos ir auginimo stadijos. Siuo atveju =1, nes abejais metodais ardytos tos pacios,
vienodos koncentracijos lastelés.

Kadangi yra Zinoma, kiek trunka ardymo ciklas, visiems metodams galima
pritaikyti (3) lygti, kuri apraSo eksperimentinius duomenis, gautus ardant Neisseria denitrificans
skirtingais mechaniniais metodais. Todél Siuo atveju ardymo greiio konstanta apjungia du

parametrus:

k= kP Q)
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kur P — slégis, MPa, a — lasteliy jautrumas suardymui.

Gauti rezultatai patvirtino, jog MS yra nasesnis nepertraukiamo veikimo metodas.
Norint ivertinti Iasteliy suardymo greiti, taikome 8 lygti:

V=k-R, (8)

Panaudojant i§ (3) ir (5) lygties gautomis pirmo laipsnio kinetinémis konstantomis
ir panaudojant jas (8) lygtyje bus vertinamas Neisseria denitrificans lasteliy suardymo greitis.

Keisdami jvairius faktorius nustatomas suardymo efektyvumas.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Ardymo metodo parinkimas

3.1.1. Fermentinis ardymo metodas

Pailgintas Neisseria denitrificans lasteliy inkubavimas su lizocimu panaudotas
siekiant maksimaliai suardyti jas ir nustatyti maksimalias suardymo efektyvuma nusakanciy
parametry vertes. Nustatyta, jog po 7 min. inkubacijos su lizocimu 1g lasteliy yra pilnai

suardomas, ir suspensijoje nebeaptinkama sveiky lasteliu analizuojant mikroskopu. Ardymo

. ‘g - bl 4 s ) ’ 2
" .a o-‘,‘_.'f .o\ - ) P s . o K2
‘. e ki‘ : A : "..‘n - " ! o P . 2

e - . - T : ’
% ’ [ - ? p ‘,? ﬁ\ o - . \'t " ” 3
A l\g"- i & ..; ™~ | .
IOV L e TRV
9 pav. Lasteliy suspensijos Neisseria denitrificans hidrolizé su lizocimu mikroskopiné analizé. A -
pries ardyma, B - po 5 min./g ir C - po 10 min./g
IS mikroskopo nuotrauky matyti, kad po 5 min./g dar yra nesuardyty lasteliy, taciau
po 10 min./g jau nebesimato sveiky lasteliy. Nustatyta, kad vidulasteliniy produkty kiekis
iSor¢je, ardant lasteles lizocimu, kinta pagal pirmo laipsnio eksponentés désningumus ir yra

pateiktas grafiSkai (10 pav.), kur maksimali parametry reikSme prilyginta vienetui.

1'0-_'_'_'W'_8_'_
8 1 X

0.8- 4 S-S

5 064 © _ i
£ A ® Baltymai

O 044 @ O Nukleortgstys i
<& G6PDH

0.2 A Polisacharidai b

0.0% v ——————7—
0 5 10 15 20 25

Ardymo laikas, min/g

10 pav. Bioprodukty koncentracijos kitimas terpejé ardant lizocimu.
Nustatyta, jog vidulasteliniy produkty: baltymuy (B), nukleorugsc¢iy (NR),
polisacharidy (PS) bei gliukozés-6-fosfato dehidrogenaziy (G6PDH) koncentracija nusistovéjo
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ardant Iasteles ~ 7 min/g ir tai atitiko mikroskopavimo rezultatus. Gautos maksimalios parametry

reikSmés pateiktos lenteléje (7 lentelé).

7 lentelé. Neisseria denitrificans lasteliy suspensijos ardymo lizocimu analizés duomenys

1 g biomasés

Ardymo trukme, 1 g biomasés baltymy 1 g biomasés

min/g kiekis, mg nukleorui? gq kiekis, polisacharidy kiekis, mg
7 92,52 10,22 22,89

Gautos maksimalios kiekvieno parametro reikSmes, toliau naudojamos kaip atskaitos
taskas lyginant ardymo metodus.

Po 7 min/g lizavimo, polisacharidy koncentracija ima kristi, nes lizocimas pradeda
hidrolizuoti polisacharidus. Gautos maksimalios reik§més panaudotos lyginant tarpusavyje

mechaniniy ardymo metodo efektyvumus ardant Neisseria denitrificans.

3.1.2. Mechaniniy ardymo metody efektyvumas ardant Neisseria denitrificans

Atlikus kontrolini bandyma, naudojant lizocima, buvo tirtas Neisseria denitrificans
lasteliy ardomumas mechaniniais metodais. Laboratoriniy prietaisy efektyvumas palygintas
naudojant RM ir UG. Neisseria denitrificans lastelés suardytos UG bei RM ir mikroskopiSkai

vertintas suardymo efektyvumas (11 pav.).
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11 pav. Ardomos N. denitrificans suspensijos UG bei RM mikroskopiné analizé. A - UG 2,4 min/g, B
- UG 4,6 min/g, C - RM 2 min/g, D - RM 4 min/g
IS rezultaty matyti, jog ardant ultragarsiniu dezintegratoriumi 4,6 min/g dar yra
sveiky lasteliy. Tai dar karta irodo, jog Sios lastelés yra atsparios suardymui, taciau dar daugiau
sveiky lasteliy matoma po ardymo RM. Metodai palyginti pagal vidulasteliniy produkty kiekius
terpeje.
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Bendras baltymy ir nukleortig§¢iy kiekis ardant UG, pasiekia 100%, o polisacharidy
— 88%. Ardant 1 grama Neisseria denitrificans biomasés RM 4500 aps/min grei¢iu daugiau nei 4
min, maksimali nukleoriig§¢iy koncentracija yra tik 35%. Ardymui naudojami plastikiniai
rutuliukai, kurie turi silpnai teigiama kriivi, todél NR sorbuojasi ir centrifugavimo metu yra
pasalinamos su nuosédomis. Naudojamuy rutuliuky skersmuo yra 0,25-0,5 mm, d¢l to didziosios
dalies lasteliy sienelés yra tik pazeistos, o ne susmulkintos ir todél polisacharidy koncentracija
siekia tik 38%. Baltymai pasiekia tik 78% bendro kiekio, o ardant esant 3000 aps/min. greiciu,
po 8,5 min/g pasiekiama tik 24%. Todél naudojant rutulini maliina, reikia rasti optimaly ardymo
greit], nes naudojant didesnes apsukas, méginys kaista ir baltymai ima denattruoti (Middelberg
1995).

Ardant lasteles skirtingais ardymo metodais, labiausiai varijuoja polisacharidy ir
nukleortigS§¢iu koncentracijos, taip pat ju matavimui turi jtakos {jvairiis buferinio tirpalo
komponentai ir jy koncentracijos, todé¢l buvo nuspresta lasteliu suardomuma stebéti pagal
baltymy koncentracija.

Maksimalus ardymo efektyvumas pasiekiamas ardant lasteles RM 4,57 min/g yra
78% lyginant pagal kontrole. Nustatyta pagal 2 lygti, kad 95% Neisseria denitrificans lasteliy
suardomuma RM pasiekty ties 7,02 min/g. Energijos sanaudy skai¢iavimas parodé, kad norint
suardyti 1 g biomases reikia 33696 J energijos. Naudoti stikliniy rutuliuky $iuo atveju negalima,
nes kontakto trinties metu tarp rutuliuky i suspensija patenka silikaty, kurie gali inaktyvuoti
fermentus, ypatingai restriktcijos endonukleazes. N. denitrificans lasteliy suardymo RM bei UG

rezultatai pateikti 12 paveiksle.

Rutulinis malliinas Ultragarsinis dezintegratorius
1.0—————————1—— OT———T———T———T&—

Suardomumas
Suardomumas

0.0¥———1———— T — O.G--.--.--é--4--

o
-
N

min/g min/g

12 pav. UG ir RM ardymo metody palyginimas. Ardymo efektyvumas nustatomas pagal ardymo
trukme 1 g Neisseria denitrificans biomasés. * - suardyty lasteliy dalis; ---- 95%

IS rezultaty matoma, jog UG yra efektyvesnis laboratoriniy kiekiy ardymo metodas
lyginant su RM. Ardant 80% amplitude ir naudojant 8mm ardymo strypa, 100% suardymo lygis
pasiekiamas po 2,4 min/g. Atitinkamai 1g biomasés suardyti, naudojant 8mm ardymo strypa,
reikia apie 28512 J, t.y. 15% maziau nei ardant rutuliniu maltinu. Ardymas UG dé¢l kavitacijos

vyksta tik labai mazame atstume nuo ardymo stripo, tai apsunkina didesniy biomasiy kiekiu
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ardyma, bet tai yra nepakei¢iamas ardymo metodas laboratoriniams biomasés kiekiams.
Rezultatai parodé, jog Neisseria denitrificans lasteliy suardymo efektyvumas yra maziausias
ardant Iasteles rutuliniu maliinu. Priezastimi galima ivardinti maksimalaus efektyvumo
pasiekima, kuris salygojamas geometrinés rutuliy formos. Tai gali buti jzvelgta rutuliy kolizijos
daznio lygtyje, kurioje rutuliy skersmuo yra pagrindinis susidiirimu daznj limituojantis faktorius
(Garrido et al.1994). Antroji priezastis lasteliy geometriné forma, dél kuriuos lastelés patenka 1
neardomumo zona, atsirandancia susidirus rutuliams, nes N. denitrificans yra ~300 karty
mazesnés uz naudojamus rutuliukus. Tiek 1§ mikroskopo nuotrauky, tiek i§ gauty duomenuy
matyti, kad rutulinis maliinas néra pats tinkamiausias ardymo metodas rutulinéms bakterijoms
ardyti.

Fermentinis Iasteliy ardymo buidas labiau tinka laboratoriniams ardymams, nes yra
létas ir brangus, o ultragarsinis dezintegratorius ir rutulinis maliinas yra gana sunkiai pritaikomas
dideliy lasteliu kiekiy ardymui. Todél gamyboje naudojami naSesni ardymo metodai.
Populiariausi yra tradicinis voztuvo tipo didelio slégio homogenizatorius (APV-2000) ir
specialios konstrukcijos sléginis ardymo prietaisas - mikroskystintuvas. Nuo tradicinio slégio
homogenizatoriaus jis skiriasi tuo, kad jame slégis reguliuojamas siurblio pagalba, o ne paciame
ardymo voztuve. Taip pat lasteliy suspensija ardoma be paruoSiamojo ciklo, o iSkart darbiniu
slegiu  130-140 MPa. Naudojant DaisyLab programinj paketa, sekamas ardymo
mikroskystintuvu proceso slégio kitimas, iSeinancios suspensijos temperatira ir MS tepaly

temperatiira (13 pav.)
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13 pav. Lasteliy suspensijos ardymo mikroskystintuvu proceso grafikas. A — mikroskystintuvo tepaly

temperattra, B — ardymo slégis, C — iSeinancios i§ MS lasteliy suspensijos temperatiira
Po ardymo APV ir MS mikroskopiskai jvertintas lasteliy suardymo efektyvumas (14

pav.). Taip pat atlikti baltymu, nukleortig§¢iy, polisacharidy koncentracijos matavimai ir GOPDH

aktyvumo matavimas supernatante.
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14 pav. Ardomos N. denitrificans suspensijos APV bei MS mikroskopiné analizé. Su APV po 4 ciklo
(A) ir po 10 ciklo (B), bei su MS po 4 ciklo (C) ir po 10 ciklo (D)

IS mikroskopo nuotrauky matyti, kad ardant su sléginiais preitaisais dar po 10
ardymo pasazo yra nesuardyty lasteliy, ta¢iau po ardymo su MS sveiky lasteliu uzfiksuota
maziau nei po ardymo su APV.

Ardant APV baltymy kiekis pasieké 81%, nukleortig§ciy 67%, o polisacharidy 39%
(pagal kontrolini metoda). Vadinasi, lastelés nebuvo suardytos i labai smulkias daleles, o
padarytos tik pazaidos, todél didelé¢ dalis polisacharidu liko lastelés sieneléje. Taip pat
centrifuguojant dalis nukleortig§¢iu pateko 1 nuosédas. Gliukozés-6-fosfato dehidrogenazés
aktyvumo sumaZz¢jimas nepastebétas nei po ardymo su APV nei po MS. Po ardymo su
mikroskystintuvu baltymy kiekis buvo 87%, nukleorugsciy — 89%, polisacharidy — 55%.
Didesnis polisacharidy kiekis nei ardant APV reiskia, jog lastelés suardomos i smulkesnes
daleles. Palyginus vidulasteliniy produkty koncentracijos kitima po kiekvieno ciklo, nustatyta,
kad MS suardé Neisseria denitrificans lasteles efektyviau nei APV (15 pav.). Taip pat
mikroskystintuvo sanitizavimas yra Zymiai paprastesnis lyginant su APV: nereikia po kiekvieno
ardymo iSrinkti ardymo celes.

Voztuvinis didelio slégio homogenizatorius Mikroskystintuvas

1.0

e o
A

1N
S
i
Suardomumas

Suardomumas

Ciklai Ciklai

15 pav. Sléginiy ardymo metody palyginimas. ¢ - Suardyty lasteliy dalis; ---- 95%
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Ardymo efektyvuma lemia sistemos slégis, lasteliu koncentracija, ardymo celés
konstrukcija, lasteliy forma ir sudétis Kadangi ardomos tos pacios, vienodos koncentracijos

lastelés, panasiu slégiu, vienintelis lemiantis parametras lieka ardymo celé (16 pav.).

r

Smigio

atstumas A Smiginis @
tiedas

L/ g Voituvo stumoklis S

,. /.

I Voiztuvo laikyklis |

16 pav. Sléginiy ardymo prietaisy celiy konstrukcija. A - APV ardymo celés padidintas
vaizdas; B — MS ardymo celés padidintas vaizdas
Ardant MS, lastelés siaurais kapiliarais dideliy slégiu nukreipiamos viena i kita, o
APV lastelés nukreipiamos i voztuvo sienele.
Sléginiai ardymo metodai, suardo lasteles iki skirtingo skersmens daleliy. Matuojant

daleliy dydj, galima nustatyti, kada lastelés visiskai suardytos (17 pav.).
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17 pav. Lasteliy nuolauzy dydziy pasiskirstymas po suardymo sléginiais metodais

Ardant MS, lastelés suardomos iki mazesnio skersmens, o po APV gaunamas

platesnis nuolauzy dydziy intervalas. Nuo daleliy dydZio priklauso tolimesnis Iasteliy

skaidrinimo efektyvumas ir trukmé.

Mechaniniy ardymo metody efektyvumas ardant Neisseria denitrificans pateiktas 8

lenteléje.
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8 lentelé. Metody palyginimas. Metodai palyginti pagal tai kiek reikia laiko ir energijos 1 g Neisseria
denitrificans biomasés suardyti

Metodas Efekty‘;)umasal’ k, min” Ron Naf;llirrlllf ; tb’ suardy\r/;;is/min :ZIS::,ITI Ve
Fermentinis 100 0,35 1 7 0,35 - 6300
UG 100 1,40 0,97 2,4 1,36 - 28513
RM 78 043 091 7,02 0,39 - 33696
MS 87 16,47 0,87 0,14 14,28 6 13749
APV 81 7,07 0,91 0,4 6,41 13 16500

a — lyginant su lizocimo metodu pagal baltymus; b - ardymo trukmé i§ 3 lygties, kai suardyta 95%; c - ardymo greitis i§ 8 lygties,
kai suardyta 95%;

Efektyviausiai N.denitrificans lastelés suardomos naudojant mikroskystintuva.
Naudojant §i metoda 1 g Neisseria denitrificans biomasés suardomas per 8,4 s ir tam
sunaudojama 13749 J energijos, t.y. maZiausiai 1§ visy tirty mechaniniy ardymo metody. Taip pat
literatiroje nerasta jokiy optimizavimo darby naudojant MS, todél toliau bus atlieckamas

Neisseria denitrificans lasteliy ardymo optimizavimas su mikroskystintuvu.

3.2. Faktoriai, lemiantys suardymo efektyvuma

Gamyboje, lasteliy suardymui, dazniausiai naudojami mechaniniai metodai. Didinant
masteli, daznai dél laiko stokos sumazéja ardymo cikly skaicius, o tai lemia dideli nesuardytu
lasteliy kiekj. Taip pat energijos sanaudy prasme, mechaniniai metodai yra labai neefektyvis,
nes didzioji dalis virsta Siluma ir toliau neigiamai veikia specifini produkta. Tod¢l bitina,

keiCiant ivairius faktorius (18 pav.), sumazinti ardymo trukmg.

Suardymo efektyvumas

Konstrukciniai faktoriai: Biologiniai faktoriai: [Soriniai faktoriai:
o Sleégis; o  Lastelés sienelés sudétis; e pH;
e  Ardymo celés konstrukcija. e Lastelés forma; e  drusky koncentracija;
e Lastelés mechaninés e  detergentai;
savybes. o lasteliy koncentracija;
e kita.

18 pav. Faktoriai lemiantys suardymo efektyvuma
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Nustatyta, jog suardymo efektyvuma lemia kelios pagrindinés faktoriy grupés:
biologiniai, mechaniniai ir iSoriniai.

Optimizuojant  Neisseria dentrificans ardyma MS, bus stebimas baltymy
koncentracijos kitimas, G6PDH ir Nde/ restriktazés aktyvumas, daleliy nuolauzy dydis ir

atlickama mikroskopiné analizé.

3.2.1. Biologiniai faktoriai

Lasteliy, kurios auga létai arba ilga laika stacionarioje stadijoje, didesnis
peptidoglikano polimerizacijos laipsnis, todél jos tampa atsparesnés aplinkos veiksniams ir
suardymui, tod¢l Neisseria denitrificans buvo auginta iki 1 ir 3 optiniy vienety ir patikrinta ar tai

turi itakos suardymo efektyvumui (19 pav.).
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19 pav. Neisseria denitrificans, augintos iki 1 ir 3 optiniy vienety, suardymo efektyvumas
Biomasés, augintos iki 1 optinio vieneto, suardymo greitis (pritaikius 6 ir 8 lygtis)
V1=0,307, o iki 3 optiniy vienety V3=0,251, t.y. 18% maZesnis. Lastelés, augintos iki 3 opiniy
vienety, nesuardytos net po 12 cikly, o bendras baltymy kiekis pasieké tik 70%, todél lasteles yra

tikslinga auginti iki 1 optinio vieneto.

3.2.2. Mechaniniai faktoriai

3.2.2.1. Ardymo celes konstrukcija

Mikroskystintuvas turi keliy tipy ardymo celes: Z ir Y tipo (20 pav.), kurios buvo

panaudotos ardymo efektyvumo tyrimams.
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Z-tipo Y-tipo

dideliu sl
[Ejimas su dideliu slegiu |ejimas su dideliu slegiu
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_ Zona
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|Egjimas. Zermas slégis Smogine zona

|$ejimas. Zemas slegis
20 pav. Mikroskystintuvo ardymo Z ir Y celiy principinés konstrukcijos

Z tipo celé yra 100 um, o Y tipo 75 um skersmens. Veikimo principas abiejy celiy
yra panaSus: lasteliy suspensija dideliu slégiu paduodama i celg, joje yra didelés Slyties ir
smiginés zonos, tada suspensija iSeina i$ didelio slégio i atmosferini ir dél dekompresijos plysta.

Buvo atlikti eksperimentai su vienodos koncentracijos lasteliy suspensija. Lastelés
ardytos 12 pasazy, 125 — 130 MPa.

Nustatytas naSumas, ardant Z tipo cele, yra 270 mL/min, o Y — 200 mL/min. Taip pat
Z tipo celé pasizymeéjo ir efektyvesniu suardymu (21 pav.).

1.0

0.8

0.6

0.4

Suardomumas

0.2-

Ciklas

21 pav. Y ir Z tipo celiy suardymo efektyvumas. Neisseria denitrificans biomasé buvo ardyta vienodu

slégiu, keiciant ardymo celes

Pritaikius 8 lygti, buvo nustatyti suardymo greiciai: Z tipo celés V=0,515, o Y
V=0,307 esant 125 MPa slégiui, t.y. Z tipo cel¢ suardo 68% efektyviau.
Pamatavus nuolauzy dydi (2.5.6), nustatyta, jog ardant su Z tipo cele lasteles

suardomos smulkiau, nei su Y tipo cele (22 pav.).
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22 pav. Nuolauzy dydziy pasiskirstymas po ardymo su Z ir Y tipo cele
Po kiekvieno ardymo ciklo, lastelé suardoma i vis smulkesnes nuolauzas, todél
apsunkinamas, tolimesnis lasteliy skaidrinimas (23 pav.). Nusédimo greitis priklauso nuo daleliy
parametry (mases, dydzio, tankio), taip pat tirpalo, kuriame suspenduotos dalelés, klampumo

(van Hee ef al. 2004)

Nuosédy dalis

0 3 6 9 12
Ciklai

23 pav. Nuosédy dalis po centrifugavimo
Ardant su Z tipo cele susiduriama su sedimentacijos greiio sumaz¢jimu: po

kiekvieno ciklo vis maz¢jo nuosédy, jos buvo lengvai sudrumsciamos, didéjo tirpalo

drumstumas. Norint padidinti tirpalo skaidruma, reikia papildomai centrifuguoti.

3.2.2.2. Slégis lasteliy suardymui
Su Y tipo cele buvo ardyta su 125, 145 ir 165 MPa slégiu ir gauti atitinkami

suardymo greiciai Vi25=0,307, V145=0,449 ir V65=0,592. Vidulasteliniy produkty kitimas ardant
pateiktas 24 A pav.
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24 pav. Neisseria denitrificans suardymo greitis nuo slégio naudojant Y tipo celeg (A) ir Z tipo cele (B)

Ardymo metu naudojant skirtingus slégius, nepastebéta gliukozés-6-fosfato
dehidrogenaziy inaktyvacijos, tac¢iau gautas skirtingas ardymo efektyvumas. Naudojant 165 Mpa
slegi, lastelés buvo suardytos nasiausiai, taciau derinant su véliau sekancia stadija — suspensijos
skaidrinimu — susidurta su sedimentacijos grei¢io sumaz¢jimu, dél mazy nuolauzy.

Atlikus restriktaziy testa (2.5.9) pastebétas aktyvumo kritimas. Po 2 ciklo aktyvumas
0,25 v/ul, po 4 — 0,4 v/ul, po 6 — 0,4 v/ul, po 12 — 0,25 v/ul.

Su Z tipo cele buvo ardyta su 125 ir 145 MPa slégiu (24 B pav.). Didesnis slégis
nenaudotas, nes dél didesnio celés skersmens siurblys yra labiau apkrautas ir ima sparciai kaisti
mikroskystintuvo tepalai, taip pat lasteliu suspensija nepakankamai atSaldoma.

Gauti atitinkami suardymo grei¢iai V25=0,515, V145=0,981. Padidinus slégi nuo 125
iki 145 MPa, naSumas padidéja 30% t.y. iki 350 mL/min, o suardymo efektyvumas 90%.

Ardant Neisseria denitrificans lasteles Z tipo cele 145 slégiu, po 5 cikly pastebétas
G6PDH aktyvumo sumazéjimas (25 pav.), nors toks aktyvumo kritimas nebuvo pastebétas
ankSCiau ardant su Y tipo cele. Tai gali biiti susij¢ pakilusia suspensijos temperatiira, nes
termostatas nespéja atSaldyti suspensijos. Ardant Z tipo cele 145 MPa slégiu, iSeinancios

suspensijos temperatiira didesné 5 °C nei jprastai.
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25 pav. Fermenty aktyvumo sumazéjimas. A - baltymai, o — G6PDH, stulpeliu — Ndel restriktazés

vienetai
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Dalinis Ndel restriktazés aktyvumo kritimas pastebétas ir ardant su Z tipo cele esant
125 MPa slégiui ir su Y cele ardant didesniu nei 160 MPa slégiu, tod¢l Z tipo celé netinkama
visiSkam lasteliy suardymui.

Apibendrinant, galima daryti iSvadas, jog ardymas Y tipo cele yra ,,Svelnesnis®,
nestebimas fermenty aktyvumo kritimas, todé¢l baltymai ilgiau iSlieka stabilus, lastelés nuolauzos
yra didesnés, o tai palengvina tolimesni lasteliy skaidrinima ir gryninima. Z tipo celé ardo naSiau
ir efektyviau, tac¢iau dél Ndel restrikcijos endonukleazés inaktyvacijos toliau bus dirbama su Y
tipo. Be to ardant su Y cele yra lengviau stebima skirtingy faktoriy itaka. Taip pat nustatyta jog
gliukozés-6-fosfato dehidrogenazé yra stabilesnis baltymas, nes Sio fermento aktyvumo kritimas

nepastebétas ardant 160 MPa.

3.2.3. ISoriniai faktoriai

Nemechaniniai suardymo metodai reikalauja maziau energijos ir daZznai biina labai
selektyviis, bet ju panaudojima riboja mastelis ar efektyvumo truikumas. Nemechaniniy ir
mechaniniy metody kombinacija turéty Sias problemas iSspresti: nemechaniniais metodais
padarius pazaidas mikroorganizmy sieneléje, sumazéty energijos sanaudos toliau ardant
mechaniniais metodais. Sudaryta eksperimentiny faktoriy lentelé (9 lentelé), su faktoriais, kurie

turi itakos lastelés suardymui.

9 lentelé. ISoriniai faktoriai

Parametrai Faktoriai -1 0 +1 Vienetai

pH Xj 5 7,4 9 pH

Brinkinimo trukmé X5 30 60 90 min

. Lasteliy koncentracija X3 1:8 1:4 1:2 g/mL

ISoriniai

NaCl X4 50 275 500 mM
Triton X-100 X5 0 0,1 0,2 %

EDTA X6 1 5,5 10 mM

Analizei panaudotas platus analizuojamy faktoriy intervalas, siekiant iSgauti
didZiausia kiekj informacijos apie ju itaka. Faktoriai derinti tarpusavyje pagal itaka vienas kitam:
buferinio tirpalo pH pokyc¢io poveikis nuo papildomos lasteliy inkubacijos, koreliacija tarp
lasteliy ir druskos koncentracijos ir priklausomybé tarp detergenty ir chelanty koncentracijos.
Taikant faktorialini eksperimenty planavimo metoda sumazinamas matavimy skaiCius: vietoj 9

matavimy uztenka 5.
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3.2.3.1. pH ir lasteliy brinkinimo trukmé

Pries ardyma lastelés suspenduojamos buferiniame tirpale, kurio pH kaip fiziologinio
tirpalo 7,2-7,4, taciau lasteliy sieneles galima paveikti naudojant riigSting arba Sarming terpg
(Harrison 1991). Norint ivertinti pH ir brinkinimo itaka jos suspenduojamos skirtingo pH
buferiniame tirpale ir brinkinamos fiksuota laika +4 °C temperattroje. Pritaikius matematini

modeliavima, 1§ suardymo efektyvumo kreiviy (26 A pav.) gauti suardymo greiciai (10 lentel¢):

10 lentelé. pH ir brinkinimo trukmés itaka lasteliy suardomumui

pH, X, Brinkinimo trukme, X, Suardymo greitis
5,0 30 0,270
5,0 90 0,260
7,4 60 0,285
9,0 30 0,328
9,0 90 0,335

Lasteles galima ardyti pasirinktame pH intervale, nes nebuvo pastebétas restrikcijos
endonukleaziy aktyvumo sumazéjimas (duomenys nepateikti).

Brinkinant lasteles 90 min. su buferiniu ardymo tirpalu kurio pH 9,0, suardymo
efektyvumas padidéja 9%, o po tokios inkubacijos su pH 5,0 suardymas sumaz¢ja 15% (pagal
kontrolini bandyma).

Naudojant ReliaSoft DOE++ programini paketa, gautas suardymo greicio
priklausomybés nuo buferinio tirpalo pH ir brinkinimo trukmés po lasteliy suspendavimo

grafikas (26 B pav.).
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26 pav. Suardymo greiCio priklausomybé nuo buferinio tirpalo pH ir brinkinimo trukmés po lasteliy

suspendavimo
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Ardant lasteles po 90 min. inkubacijos su buferiniu tirpalu kurio pH 9,0, pasiekiamas
100% baltymy kiekis. Taip pat pastebétas padidéjgs GO6PDH aktyvumas. Po inkubacijos
paimtame méginyje, buvo 47% visy gliukozés-6-fosfato dehidrogenaziy (iprastai visuose
meéginiuose po suspendavimo randama ~20%), tai gali reikSti, jog vyksta lastelés sienelés
hidrolizé, atsiranda pazaidos. Brinkinti lasteles tikslinga tik tada, kai jo metu hidrolizuojamos
lastelés sienelé t.y. Siuo atveju kai naudojamas pH 9,0 buferinis tirpalas. PrieSinga poveiki turi
inkubacija, jei naudojamas buferinis tirpalas kurio pH 5,0, nes lastelés tampa atsparios aplinkos
poveikiams. Po 90 min. brinkinimo buferiniu tirpalu kurio pH 5,0, maksimalus baltymy kiekis po
9 cikly siekia 70%, taciau lastelés nuskaidrinamos lengviau nei po ardymo su buferiniu tirpalu

kurio pH 9,0, kadangi pH turi itakos lasteliy nuolauzy dydziy pasiskirstymui po ardymo (27

pav.).
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27 pav. Lasteliy nuolauzy dydziy pasiskirstymy priklausomyb¢ nuo pH po 8 suardymo cikly

Nuolauzos, lasteliy suspenduoty su ardymo buferiniu tirpalu, kurio pH 5,0, yra
didesnés nei lyginant su pH 9,0 ar pH 7,4. Norint pagreitinti centrifugavima, lasteles yra
tikslinga brinkinti pH 5,0 buferiniame tirpale.

Brinkinimo trukmé neturi tokio poveikio kaip pH pokytis: suardymo efektyvumas,
tarp lasteliy inkubacijos pH 9,0 buferiniame tirpale 30 ir 90 min. yra tik 2%. Naudojant pH 5,0
buferini tirpala, lastelés atsparios suardymui tampa per pirmas 30 min, nes papildomai
inkubuojant iki 90 min. suardymas krenta tik 3,7%. Inkubuojant lastelés 60 min. buferiniame
tirpale kurio pH 7,4 suardymo efektyvumas krenta 7%, lyginant su lastelémis, kurios buvo

ardytos iSkarto po suspendavimo.

3.2.3.2. Drusky ir lasteliy koncentracija

Ardant sléginiais ardymo prietaisais, vienas i$ faktoriy yra lasteliy koncentracija.

Sumazinus koncentracija, sumazéja suspensijos klampa, tac¢iau sumazéja ir lastelés kolizijos

53



daznis. Taip pat lastelés sienelés tvirtumas priklauso nuo terpéje esanciy druskuy ir jos
koncentracijos. Iprastai lastelés suspenduojamos fiziologiniame tirpale (100-150 mM bendra
drusky koncentracija). Buvo atlikti bandymai su 3 skirtingomis lasteliy ir druskos

koncentracijomis (11 lentelée).

11 lentelé. Druskos ir Iasteliy koncentracijos itaka lasteliy suardomumui

NaCl mM, X3 Lasteliy koncentracija g/mL, X4 Suardymo greitis
50 0,11 0,349
50 0,33 0,266
275 0,20 0,180
500 0,11 0,216
500 0,33 0,152

Suardymo grei¢iai gauti 1§ suardymo grafiky (28 pav.). Nustatyta, jog lastelés,
suspenduotos buferiniame tirpalame, kuriame yra 500 mM NacCl, tampa atsparios suardymui.
Papildomai buvo atliktas ardymas su Z tipo cele. Lastelés suspenduotos santykiu 1:4 (pagal
svori) su ardymo buferiniu tirpalu, kuriame yra 500 mM NaCl. Suardymo greitis V=0,43 t.y.

sumaz¢jo 16%. Baltymy iSsiskyré 85%. Stebint mikroskopu, matoma didel¢ dalis nesuardyty

lasteliy.
1-G L] v l L] L) '
-------------------------------------- A\ =3 ... 95%

0.8- z 1 = K(50:0,2)
" m
g v — 50mM;0,11
3 067 = = 50mM;0,33
S — 275mM:0,2
5 O ; - 500mM;0, 11
R f = 500mM;0,33

00—
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28 pav. Suardymo efektyvumo priklausomybé nuo NaCl ir lasteliy koncentracijos. Ardyta su Y tipo

ardymo cele. Papildomai patikrinta ardant su Z tipo cele

Ardant su Y tipo cele lasteles suspenduotas 1:8 (w/w) buferiniu tirpalu, kuriame yra

50 mM NaCl, pasiekiamas 100% baltymy kiekis. Padidinus Iasteliy koncentracija 3 kartus,

baltymy kiekis po 9 cikly siekia tik 76%, o suardymo greitis sumazéja 24%. Dar mazesné

baltymy koncentracija ardant su 500 mM NacCl: kai lasteliy koncentracija 0,33 g/mL, baltymy
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1Seiga - 55%, sumazinus lasteliy iki 0,11 g/mL, baltymy kiekis padidé¢ja iki 63%, taciau
suardymo greitis padidéja 42%.

Naudojant ReliaSoft DOE++ programini paketa, gautas suardymo greicio
priklausomybés nuo NaCl ir lasteliy koncentracijos grafikas (29 pav.).

29 pav. Suardymo greicio priklausomybé nuo NaCl ir lasteliy koncentracijos

Nustatyta, jog tiek Iasteliy, tiek NaCl koncentracija turi didelés jtakos suardymo
veiksmingumui. Padidinus lasteliu koncentracija nuo 0,11 g/mL iki 0,33 g/mL, o NaCl
koncentracija iki 500 mM, lastelés suardomos 56% léCiau. Lastelés sienelés struktiira keiciasi
nuo NaCl koncentracijos netik augimo faz¢je, bet ir bidama stacionarioje (Medelson et al. 1984;
Medelson et al. 1987). Proceso metu pasikeicia lastelés sieneléje esanciy polimery struktiira,
taigi ir visos lastelés mechaninés savybés (Thwaites e/ al. 1991). Tirtose lasteliy koncentracijos
ribose (0,11 — 0,33 g/mL) nustatyta, jog N.denitrificans efektyviau suardomos esant 0,11 g/mL,
taCiau sekanti stadija — centrifugavimas — turi ribojantj turio veiksni, todél lasteliy koncentracija

turi biiti parinkta siakiant gauti kuo maZzesnj ttirj po suardymo.

3.2.3.3. Detergentai ir chelatai

Daznai norint pagerinti lasteliy suardyma, i buferini tirpala pridedama detergenty
(toliau — PAM) ir/ar chelatuojanciy agenty. Vienas i$ dazniausiai naudojamu PAM yra Triton X-
100. Kartu daznai naudojamas su chelatais, pvz. EDTA, kuris taip pat naudojamas, kaip metalo
proteaziy inhibitorius, nes suriSa metaly jonus esancius aktyviajame centre. Buvo atlikti

bandymai su skirtingomis detergento ir chelato koncentracijomis (12 lentel¢)

55



12 lentelé. Detergenty ir chelaty itaka Iasteliy suardomumui

Triton X-100, %, X5 EDTA, mM, Xg Suardymo greitis
0 1 0,307
0 10 0,337
0,1 5,5 0,322
0,2 1 0,311
0,2 10 0,376

Suardymo greiciai gauti i$ suardymo grafiky (30 A pav.). Tiek pridéjus papildomai
EDTA tiek idejus Triton X-100, suardymo veiksmingumas pageréja, tac¢iau kartu Sie faktoriai
veikia efektyviau nei kiekvienas atskirai. Taip yra todél, kad EDTA suriSa metalo jonus
membranoje ir taip palengvina detergentui pri¢jima prie membranos baltymy ir iSoré¢je esanciy
lipopolisacharidy.

Naudojant ReliaSoft DOE++ programini paketa, gautas suardymo greifio
priklausomybés nuo Triton X-100 ir EDTA koncentracijos grafikas (30 B pav.).

95%
0%;1mM
0%;10mM
0,1%;5,5mM
0,2%;1mM
0,2%;10mM

KRR B

Suardomumas

A B
30 pav. Suardymo efektyvumo priklausomybé nuo detergenty ir chelaty koncentracijos (A) ir suardymo

greicio priklausomybés (B)

Atskirai detergentai ir chelatai veikia lastelg silpniau nei kartu: padidinus EDTA
koncentracija iki 10 mM, suardymo greitis padidéja ~10%, pridéjus tik Triton X-100 (EDTA
lieka minimali koncentracija 1 mM) greitis padidéja tik ~1%, taciau naudojant kartu, suardyma
pagerina ~22%.

Pridé¢jus PAM, ardymo metu vyksta smarkus putojimas, kas apsunkina pati procesa
ir gali sukelti baltymy denatiiracija (Mojsin ef al. 2005). Po suardymo, supernatante gliukozes-6-
fosfato dehidrogenazés aktyvumas nesumazéjo, o prieSingai: Triton X-100 padidino aktyvuma
1,5 karto. PAM netik padidina policikliniy angliavandeniy tirpuma, bet ir lemia fermento
katalitini aktyvuma ir baltymo stabiluma (Kulys et al. 2000). Restrikcijos endonukleazés

56



aktyvumas buvo didesnis tuose bandymuose, kur EDTA koncentracija padidinta iki 10 mM (31
pav.)
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31 pav. Restrikcijos endonukleaziy aktyvumas su EDTA ir Triton X-100. Aktyvumas matuotas po 2, 4,
6 ir 8 ardymo ciklo (2.5.9). A — lastelés spenduotos buferiniame tirpale su 0,2% Triton X-100 ir 1 mM

EDTA; B - lastelés spenduotos buferiniame tirpale su 0,2% Triton X-100 ir 10 mM EDTA. Aktyvumas
stebimas ties 4032 bp juostelés iSnykimu (rodykl¢)

I ardymo buferin; tirpala papildomi pridéjus EDTA ir Triton X-100 pageréja

suardymo efektyvumas ir fermenty stabilumas ardymo metu.

3.2.3.4. Polietileniminas

Polietileniminas (toliau — PEI) yra teigiama kriivi turintis polimeras, daZniausiai
naudojamas DNR iSsodinimui po lasteliy suardymo. Dél savo polikatijoninés prigimties, PEI
saveikauja su gram-neigiamy lasteliy iSorinéje membranoje esanciais polisacharidais,
fosfolipidais bei baltymais ir taip keicia sienelés struktiira (Helander et al. 1998; Helander et al.
1997). Todél buvo nuspregsta suspenduoti Iasteles ardymo buferiniame tirpale A ir pridéti PEI iki
0,4%, nes bet koks lastelés sienelés struktiiros pakitimas turi jtakos suardymo efektyvumui, taip

pat po kiekvieno ardymo ciklo i terpg patenka DNR, kuri didina klampa ir apsunkina suardyma.

Pridéjus PEI, klampa turéty sumazéti.
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Buvo ardyta 9 ciklai (slégis 125 MPa) su Y ardymo cele. Po suspendavimo ir ardant
lasteliy suspensija buvo klampesné nei jprastai. Susidaré lasteliy agregatai, todé¢l didele dalis

lasteliy nebuvo suardyta (32 pav.).

T A A

32 pav. Ardomos N. denitrificans lasteliy suspensijos be PEI ir su PEI mikroskopiné analizé. A - be PEI,
B -su 0,4% PEI

Mikroskopiné analizé parodé, kad be PEI lastelés pasklinda atskirai viena nuo kitos,

o pridéjus 0,4% PEI lastelés agreguojasi. Lasteliy suardymo efektyvumas sumazéjo (33 A pav.).
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33 pav. PEI jtaka lasteliy suardymui. A — Iasteliuy suardymas, B — G6PDH santykinis aktyvumas,
e —su 0,4% PEIL o - be PEI 0%

Neprid¢jus PEI suardymo greitis V,=0,307, o su 0,4% PEI V(4¢,=0,088 t.y. 3,5
karto mazesnis. Po 9 ciklo baltymy buvo tik 32%. Tac¢iau G6PDH aktyvumas biomasés gramui
i8liko toks pats kaip pilnai suardytoms lasteléms. Todé¢l santykinis aktyvumas didesnis 4 kartus
(33 B pav.). Toks suardymo metodas tikty jei tikslinis produktas biity gliukozés-6-fosfato
dehidrogenazé, nes jau ardymo metu pasalinama didelé dalis paSaliniy baltymu.

Restrikcijos endonukleazés aktyvumas buvo labai mazas. Dalis restriktaziy yra

saveikoje su DNR, todel galéjo su ja pasiSalinti su nuosédomis.
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3.2.3.5. Chaotropai

Guanidino hidrochloridas yra druska, dazniausiai naudojama baltymy denatiiracijai.
Esant >4 M koncentracijai, iSlankstoma baltymy tretin¢ struktiira. Taip pat jis inhibuoja
peptidoglikano polimerizacija ir tolimesng sienelés sintezg. Dél hidrofobinés saveikos, baltymai
esantys membranoje yra iStirpdomi. Nustatyta, jog suspendavus E.coli lastelés su buferiniu
tirpalu, kuriame yra 1,5 M GuHCI ir ardant lasteliy suspensija su APV esant 41 MPa slégiui,
gaunami rezultatai panaSts { tuos kur lastelés buvo ardyto be GuHCIl esant 62 MPa slégiui
(Bailey et al. 1995).

Neisseria denitrificans lastelés buvo suspenduotos ardymo buferininiame tirpale,
kuriame yra 1,5M ir 4 GuHCl M, santykiuy 1:4 (w/w). Suardymo efektyvumas nustatytas
matuojant baltymy koncentracija (34 A pav.).
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34 pav. GuHCl itaka lasteliy suardymui. A — lasteliy suardymas, B — G6PDH santykinis aktyvumas,
o — kontrolé, be GuHCI A - 1,5 M GuHCl, » — 4 M GuHCl

Pridéjus 1,5 M GuHCI, suardymo greitis padidéja 23% t.y. iki V=0,378, o G6PDH
aktyvumas 2 kartus (34 B pav.). Lastelés nesuardytos iki labai smulkiy daleliy, o padarytos tik
pazaidos, tod¢l pageréja ju centrifugavimas. Taip pat iSliko ir restrikcijos endonukleazés
aktyvumas.

Atlikus ardyma, kur lastelés buvo suspenduotos 4 M GuHCI, baltymai agregavosi ir
i8krito 1 nuosédas. Gliukozes-6-fosfato dehidrogenazes aktyvumas po kiekvieno ardymo ciklo
buvo vis mazesnis. Po lasteliy suspendavimo baltymy koncentracija sieké >50%, vadinasi

GuHCI specifiskai veikia lastelés sienelés baltymus.

59



3.3. Suardymas panaudojant tirty faktoriy optimalias reikSmes

Neisseria denitrificans lastelés suardytos su optimaliomis faktoriy koncentracijomis,
t.y. buferinio ardymo tirpalo pH 9,0, NaCl koncentracija 50 mM, EDTA pridéta iki 10 mM,
0,2% Triton X-100, lasteliy koncentracija 0,2 g/mL, 0,5 M guadinino hidrochlorido. Nors
efektyviau suardoma, kai lasteliy koncentracija mazesné, bet dél limituojancio centrifugavimo
tiirio ja padidinam. Lasteles suhomogenizvus su tokiu buferiniu tirpalu, dar inkubuojam 90 min.
+ 4 °C létai maiSydami magnetine maiSykle. Ardom 5 ciklus, nes lyginam su gamybiniu ardymu.

Nustatyta, jog bendra baltymy koncentracija nedidéja jau po 4 ardymo ciklo. G6PDH
aktyvumo kritimas nepastebétas, taciau atlikus baltymy gryninima gauta iSeiga 7,8 kvnt/g, t.y.
12% buvo sumaze¢jes Ndel restriktazés aktyvumas, lyginant su gamybiniu ardymu (8,87 kvnt/g).
Sumazinus GuHCI koncentracija iki 0,25 M, po suardymo bendra baltymy koncentracija buvo
didesne, lyginant ardyma kai GuHCI buvo 0,5 M. Sumazinus GuHCI koncentracija, suardymo
efektyvumas padidéjo 33% (V5=0,38, V25=0,57) (35 pav.).
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35 pav. Neisseria denitrificans lasteliy suardymas optimaliomis salygomis. o - gamybinis ardymas, ¢ - su
optimaliomis faktoriy koncentracijomis ir 0,25 M GuHCI, e - su optimaliomis faktoriy koncentracijomis
ir be GuHCI

Abu kartus jau pradinéje lasteliy suspensijoje buvo didelé (apie 50%) baltymuy ir
G6PDH koncentracija, vadinasi inkubacijos metu atsiranda pazaidos lasteliy sieneléje. Ilgesni
laika pastovéjgs supernatantas ima drumstis ir baltymai krenta { nuosédas, todél gamybiniam
ardymui toks metodas netinka. D¢l galimy limitacijy proceso eigoje ir kalendoriniame grafike
daznai chromatografiniai metodai uztrunka kelias dienas ir dél suspensijoje esancio guanidino
chlorido gali speficinis baltymas denatiiruoti, todél buvo nuspresta jo visai atsisakyti. Konkre¢iu
atveju misy specifinis baltymas yra pakankamai jautrus ivairiems faktoriams, taciau gryninant

stabilesni baltyma GuHCI gali biiti panautojas kaip papildomas priedas palengvinantis suardyma.
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Ardant optimaliomis parinkty faktoriy koncentracijomis be GuHCI, suardymo
efektyvumas pagal gamybini, padidéjo 83%, iki V=0,489. Po chromatografinio gryninimo Ndel

restrikcijos endonukleazés iSeiga 11,78 kvnt/g t.y. didesné 26% nei gauta po gamybinio ardymo.
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ISVADOS

1)

2)

3)

4)

Tyrimo metu nustatyta, jog analitiniai baltymy, dehidrogenaziy ir specifinio gryninamo
baltymo koncentracijos matavimo metodai bei daleliy dydzio matavimas ir mikroskopiné
analizé yra tinkamiausi metodai ardymo efektyvumui jvertinti. Nukleortigs¢iy ir
polisacharidy koncentracijos nustatymui jtakos turi buferinio tirpalo komponentai ir ju
koncentracijos. Polisacharidy kiekis kinta nuo lastelés sienelés pazeidimo lygio, o suardymo
tikslas yra specifinio bioprodukto i$leidimas i iSorg.

Nustatyta, jog laboratoriniams Neisseria denitrifcans lasteliy kiekiams ardyti efektyviau

naudoti ultragarsini dezintegratoriy, kuriuo 1 gramas Neisseria denitrificans lasteliy

suardomas per 2,4 min., t.y. beveik 3 kartus greiiau nei rutuliniu maltnu, ir ardymui
sunaudojama 28513 J energijos. Gamyboje tikslinga naudoti mikroskystintuva: jo naSumas

12 L/val, suardo 1 grama Neisseria denitrificans per 8,4 s, t.y. 71% grei¢iau nei didelio

sléegio homogenizatorius APV-2000 ir tam sunaudojama 13749 J energijos.

Ardymo efektyvumui jvertinti buvo modifikuota pirmo laipsnio kinetiné lygtis. Panaudojant

gautas pirmo laipsnio kinetines konstantas, nustatyti suardymo greiciai visiems naudotiems

ardymo metodams: fermentinis — 0,35, RM - 0,39, UG — 1,36, APV — 6,41, MS — 14,28

suardymas/min.

Keiciant biologinius, konstrukcinius ir iSorinius parametrus, buvo optimizuotas Neisseria

denitrificans lasteliy ardymo mikroskystintuvu procesas:

e lasteliy auginty iki 1 O.V. ardymo greitis 22% didesnis nei auginty iki 3 O.V;

e Z tipo celé suardo lasteles 68% efektyviau nei Y tipo cele, taCiau pasireiSké nuolauzy
sedimentacijos grei¢io sumazéjimas ir pastebétas Ndel restrikcijos endonukleazés
aktyvumo kritimas;

¢ naudojant didesnji nei 125 MPa slégj, lastelés suardomos greiciau, bet pasireiskia baltymy
stabilumo sumazéjimas ir po suardymo gaunamos mazesnés lasteliy nuolauzos, kas
apsunkina tolesni lasteliu suspensijos skaidrinima;

e patikrinus 8 iSorinius ardymo efektyvuma lemiancius faktorius placiuose intervaluose,
nustatytos optimalios ju reikSmes: buferinio ardymo tirpalo pH 9,0, NaCl koncentracija
50 mM, 10 mM EDTA, 0,2% Triton X—100, lasteliy koncentracija 0,2 g/mL, brinkinimo
trukmé 90 min. Efektyvumas pagal gamybini suardyma padidéjo 83%, iki V=0,489. Po
chromatografinio gryninimo Ndel restrikcijos endonukleazés iSeiga 11,78 kvnt/g, t.y.
didesné 26% nei gauta po gamybinio ardymo. Su GuHCI ardymo efektyvumas padidéja,

taciau del specifinio baltymo denatiiravimo, jo atsisakyta. Prid¢jus 0,4% PEI suardymo
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greitis krito 3,5 karto. Restrikcijos endonukleaze iSkrito i nuosédas, bet G6PDH
santykinis aktyvumas padid¢jo 4 kartus.

Nerijus Makauskas
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