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Santrauka

Sio tyrimo metu siekta jvertinti jvairiy anglies $altiniy jtaka polihidroksialkanoaty sintezei, iSeigai
ir savybéms. Polihidroksialkanoaty sintezé buvo vykdoma naudojant tris bakterijy kulttras — Bacillus
subtilis, Cupriavidus necator ir Escherichia coli. Anglies Saltiniai, pasirinkti tyrimui buvo
cukranendriy cukrus, gliukozé, melasa, apdorota melasa, sacharozé ir stevija. Ivykdzius
polihidroksialkanoaty Siy mikroorganizmy polihidroksialkanoaty biosinteze su kiekvienu anglies
Saltiniu, buvo atliekami susintetinty junginiy savybiy tyrimai. Jvertinus visus polihidroksialkanoaty
iSeigos rezultatus, nustatyta, kad didZiausia polihidroksialkanoaty koncentracija gauta i§ Bacillus
subtilis kultiiros po 48 valandy fermentacijos, kai anglies Saltinis fermentacijos terpéje buvo
cukranendriy cukrus (8,03 g/l). Tyrimo metu pagaminty polihidroksialkanoaty struktiira buvo
jvertinta atliekant FTIR spektroskopijg. Siekiant iSsiaiSkinti junginiy antioksidacinj aktyvumg, buvo
atlikti DPPH, FRAP, ABTS radikaly slopinimo tyrimai bei redukciniy savybiy tyrimas. Nustatyta,
kad didZziausiomis redukcinémis savybémis pasizyméjo i§ Escherichia coli pagaminti
polihidroksialkanoatai, kuriy anglies $altinis buvo stevija (0,17 o. v.). Stipriausiomis redukcinémis
savybémis pagal FRAP metoda pasizyméjo i§ Cupriavidus necator gauti biopolimerai, kai anglies
Saltinis buvo cukranendriy cukrus (0,0023 pmol/l). ABTS radikalg efektyviausiai slopino
polihidroksialkanoatai, gauti i§ Bacillus subtilis kultiiros, kai anglies $altinis buvo gliukozé (99,5 %).
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Summary

The aim of this study was to evaluate the influence of different carbon sources on the synthesis, yield
and properties of polyhydroxyalkanoates. The synthesis of polyhydroxyalkanoates was carried out
using three bacterial cultures, Bacillus subtilis, Cupriavidus necator and Escherichia coli. The carbon
sources chosen for the study were cane sugar, glucose, molasses, treated molasses, sucrose and stevia.
After evaluation of all the yields of polyhydroxyalkanoates, it was found that the highest
concentration of polyhydroxyalkanoates was obtained from the culture of Bacillus subtilis after a 48-
hour fermentation with cane sugar as the carbon source in the fermentation medium (8,03 g/l). After
the biosynthesis of polyhydroxyalkanoates of these microorganisms with each carbon source, the
properties of the synthesised compounds were investigated. The structure of the
polyhydroxyalkanoates produced in the study was evaluated by FTIR spectroscopy. DPPH, FRAP,
ABTS radical scavenging assays and reductive property assay were carried out in order to elucidate
the antioxidant activity of the compounds. The polyhydroxyalkanoates produced from Escherichia
coli with stevia as the carbon source (0.17 0.v.) were found to have the highest reductive properties.
The biopolymers obtained from Cupriavidus necator with cane sugar as the carbon source had the
highest reducing properties according to the FRAP method (0,0023 pumol/l). The most effective
inhibitor of the ABTS radical was the polyhydroxyalkanoates obtained from Bacillus subtilis culture
with glucose as the carbon source (99,5 %).
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Santrumpy ir terminy sarasas
Santrumpos:
ABTS — 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolino-6-sulfoniné riigstis);
bio-PA — bio-poliamidas;
bio-PE — bio-polietilenas;
bio-PET — bio-polietilentereftalatas;
bio-PTT — bio-politrimetiltereftalatas;
CP — baltymas nesiklis (angl. Carrier protein)
DMSO - dimetilsulfoksidas;
DPPH — 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas;

DSMZ — Vokietijos mikroorganizmy ir lgsteliy kultiiry kolekcija (vok. Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen);

EBPO — Ekonominio bendradarbiavimo plétros organizacija;

FRAP — gelezies jonus redukuojantis potencialas (angl. Ferric ion reducing antioxidant power);
FTIR — Furjé transformacijos infraraudonojy spinduliy spektroskopija;
GS-L — vynuogiy sékly ligninas (angl. Grape seed lignin)

KoA — kofermentas A,

LB — mitybiné terpé (angl. Luria Broth);

Lcl-PHA — ilgos grandinés polihidroksialkanoatai;

Mcl-PHA — vidutinio ilgio grandinés polihidroksialkanoatai;

OD - optinis tankis (angl. Optical density)

OTR — deguonies pernaSos greitis;

P(3HB) — poli(3-hidroksibutiratas);

P(3HB-ko-3HHX) — poli(3-hidroksibutirat-ko-3-hidroksiheksanoatas);
P(3HB-ko-3HV) — poli(3-hidroksibutirat-ko-3-hidroksivaleratas);
P(3HB-ko-4HB) — poli(3-hidroksibutirat-ko-4-hidroksibutiratas);

P(3HB-ko-6HHXx-ko-3HHX) - poli(3-hidroksibutirat-ko-6-hidroksiheksanoat-ko-3-
hidroksiheksanoatas);

P(3HHX) — poli(3-hidroksiheksanoatas);



P(3HHx-ko-3HO) — poli(3-hidroksiheksanoat-ko-3-hidroksioktanoatas);
P(3HO) — poli(3-hidroksioktanoatas);

P(3HV) — poli(3-hidroksivaleratas);

P(4HB) — poli(4-hidroksibutanoatas);

PBAT — polibutileno adipato tereftalatas;

PBS — polibutilensukcinatas;

PGA — poliglikolidas;

PHA — polihidroksialkanotai;

PHB — polihidroksibutiratas;

PLA — polipieno riigstis;

PLGA — poli(D,L-laktido-ko-glikolidas);

PP — polipropilenas;

Scl-PHA — trumpos grandinés polihidroksialkanoatai;

SDS - natrio dodecilsulfatas (angl. Sodium dodecyl sulfate)

TPS — termoplastinis krakmolas;

TPTZ — 2,4,6-tripiridil-s-triazinas;

UV — ultravioletinis;

WVTR — vandens gary pernasos greitis.

Terminai:

phaC, phaC1l, phaC2 — polihidroksialkanoaty sintazés;

phaD — polihidroksialkanoaty transkripcija reguliuojantis baltymas;
phaF, phal — polihidroksialkanoaty granuliy formavima reguliuojantys baltymai;
phaG — 3-hidroksiacil-KoA nesiklio transferaze;

phaZ — PHA depolimerazé.



Ivadas

Sintetiniai plastikai i$ kity polimeriniy medziagy issiskiria tvirtumu, lengvumu ir ilgaamziskumu,
todél net ir biidami biologiskai nesuyrantys, jie tapo pagrindine medziaga, gerinan¢ia Zmoniy
gyvenimo kokybe ir pakeiciancia tokias medziagas kaip stiklas ar popierius. Visgi naftos kilmeés
plastiko naudojimas tapo pasauline problema. Po vartojimo susidariusios plastiko atliekos kuria
milziniska atlieky srauta, kuris néra efektyviai tvarkomas. Be to, susiriipinimas dél spartaus iskastinio
kuro i§sekimo sukélé nauja susidomejimg alternatyviy procesy kiirimu, siekiant gaminti biologinés
kilmés polimerus, kurie patenkinty Zzmoniy poreikius.

IS jvairiy Dbiopolimery grupiy Siomis dienomis Vieni pladiausiai nagring¢jamy yra
polihidroksialkanoatai. Polihidroksilalkanoatai yra vidulasteliniai mikroorganizmy poliesteriai,
kuriuos sintetina daugelis bakterijy riisiy, paprastai esant maistiniy medziagy apribojimui ir anglies
Saltinio pertekliui, kaip atsarging medZiagg gyvybinéms funkcijoms palaikyti. Dél monomery
sudéties jvairovés, Sie biopolimerai pasizymi dideliu biologiniu suderinamumu ir biologiniu
skaidumu, todél gali buti naudojami kompostuojant. D¢l didelio jy, kaip natiiraliy cheminiy
medziagy, universalumo ir dél to, kad nepazymi toksiskumu, polihidroksialkanoatai atkreipé démesj
] jvairias taikymo sritis ir tapo perspektyvia alternatyva naftos chemijos polimerams [1].

Tyrimo tikslas — optimizuoti polihidroksialkanoaty gavima i§ jvairiy bakterijy kulttry.
Tyrimo uZdaviniai:

1. istirti anglies Saltinio jtakg bakterijy Bacillus subtilis, Escherichia coli ir Cupriavidus necator
kulttiry augimui;

2. jvertinti anglies Saltinio jtaka polihidroksialkanoatams susidaryti, naudojant Bacillus subtilis,
Escherichia coli ir Cupriavidus necator kultiras;

3. jvertinti gauty polihidroksialkanoaty antioksidacines savybes.



1. Literatiiros apZvalga
1.1. Bioplastikai

Siomis dienomis plastikas yra tapes viena pagrindiniy Zaliavy, naudojamy jvairiose pramonés $akose
— nuo vienkartiniy pakuociy, jrankiy iki zaisly bei 3D spausdiniy gamybos. Nors pramoniniu mastu
plastikai pradéti gaminti tik XX amziaus SeStajame deSimtmetyje, dél puikiy mechaniniy savybiy ir
nedidelés kainos jie greitai tapo nepakeiciami tiek kasdieniame gyvenime, tiek jvairiose pramonés
Sakose [2]. EBPO duomenimis, nuo 2000 iki 2019 mety pasaulyje susidariusiy plastiko atlieky kiekis
iSaugo daugiau nei dvigubai, iki 353 milijony tony. Beveik du trecdaliai atlieky susidaro i§ plastiko,
kurio gyvavimo trukmé yra trumpesné nei penkeri metai, i§ jy 40 % sudaro pakuotés, 12 % — plataus
vartojimo prekés ir 11 % — drabuziali ir tekstilé. Taip pat yra Zinoma, jog perdirbama tik 9 % plastiko
atlieky, i$ kuriy 15 % surenkama perdirbimui, 0 40 % iSmetama kaip atliekos, dar 19 % sudeginama,
50 % patenka j sgvartynus, o 22 % iSvengia atlieky tvarkymo sistemy ir patenka j nekontroliuojamus
sgvartynus, yra deginamos arba patenka j sausumos ar vandens aplinkg. Pagal turimus duomenis,
2019 metais j vandens aplinka pateko 6,1, o j vandenynus — 1,7 milijony tony plastiko atlieky. Siuo
metu jurose ir vandenynuose yra apie 30 milijony tony plastiko atlieky, o dar 109 milijony tony yra
susikaupusios upése [3]. Dél plastiko sankaupy upése atlieky nuotékis j vandenyng tesis dar ne vieng
deSimtmet], net tuo atveju, jei netinkamai tvarkomy plastiko atlieky kiekj pavykty gerokai sumazinti.
Plastikas, kaip antropogeniné atlieka, kelia grésme vandenyny saugumui, vientisumui ir tvarumui, o
tai yra susije ne tik su klimato kaita, bet ir su vandeny ekosistemos gerbiiviu bei Zmonijos sveikata

[4].

Plastiko gamyba daro reik§mingg poveikj visuotiniam atSilimui. Tai yra pagrindinis Siltnamio efekta
sukelian¢iy dujy Saltinis. Taip yra todél, kad plastikai paprastai gaminami i$ iSkastinio kuro,
pavyzdZziui, naftos ir gamtiniy dujy, kurias iS§gaunant ir perdirbant issiskiria anglies dioksidas [5].
Plastikas taip pat gali daryti didelj poveikj aplinkai, jei yra netinkamai apdorojamas. Irdamas jis
i$skiria metang — Siltnamio efekta sukeliancias dujas, kurios dé¢l savo potencialo didinti visuotinj
atSilimg yra daug kenksmingesnés uz anglies dioksidg. Panasus efektas pastebimas plastikg deginant,
kuomet j atmosferg iSsiskiria Siltnamio efektg sukeliancios dujos [6].

Plastikas yra susijes su kenksmingu poveikiu sveikatai tiek gamybos metu, tiek naudojant jo
gaminius. Plastiko gaminiuose gali bati jvairiy toksisky cheminiy medziagy, pavyzdziui, bisfenolio
A, ftalaty ir antipireny. Sie cheminiai junginiai gali i$siskirti i plastiko ir prasiskverbti j maistg ir
gérimus, o jy poveikis yra susijes su jvairiais galimais padariniais sveikatai, jskaitant vystymosi ir
reprodukcinius sutrikimus, vézj ir endokrininés sistemos pakitimus [7]. Apie Zalg zmoniy sveikatai
vis garsiau kalbama ir dél mikroplastiko, mazesniy nei 5 mm dydzio plastiko daleliy, kadangi jy vis
dazniau aptinkama aplinkoje, o Zmonés jy gauna su maistu ir vandeniu. Nors mikroplastiko poveikis
zmoniy sveikatai néra iki galo iStirtas, kai kurie tyrimai rodo, kad jis gali turéti neigiama poveikj
imuninei sistemai ir sutrikdyti mikrobioma [8].

Siekiant sumazinti plastiko keliama tar$a, naudojamas bioplastikas, kuris yra apibréziamas kaip
biologiskai skaidus ir (arba) gaunamas i$ atsinaujinanc¢iy istekliy. Biologiskai skaidy bioplastika
aplinkoje esantys mikroorganizmai pavercia vandeniu, anglies dioksidu ir organiniais irimo
produktais. Naudojant bioplastika, mazéja plastiko atlieky apimtis aplinkoje ir taip galima gerokai
sumazinti anglies pédsaka istekliy gavybos etape.
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Plastikai pagal zaliavy kilme ir biologinj skaiduma yra suskirstyti j keturias grupes. 1.1 pav. matoma
horizontalioji matricos asis Zymi plastiko biologinj skaiduma, o vertikalioji — ar medziaga gauta i§
naftos chemijos zaliavy, ar i$ atsinaujinan¢iy medziagy:

1. plastikas, kuris néra biologiskai skaidus ir yra pagamintas i$ iSkastinio kuro — $i kategorija apima
vadinamajj klasikinj arba tradicinj plastika,

2. bioplastikai, kurie pasizymi biologiniu skaidumu ir gaminami i§ biomasés zaliavy,

bioplastikai, kurie yra biologiskai skaidiis, bet yra gaminami i$ iSkastinio kuro,

4. bioplastikai, pagaminti i§ biomasés, ta¢iau néra biologiskai skaidds.

w

Biologinés prigimties plastikai

Bio-PE, bio-PET, bio- PLA, PHA, PBS

PA, bio-PTT
4 -
%’ >
2 2
=} =1
5 2
Z A

PP, PE, PET PBAT, PCL

Plastikai, pagaminti naudojant iSkastines Zaliavas

1.1 pav. Bioplastiky skirstymo matrica

Tai reiskia, kad biologinio pagrindo plastikai nebiitinai yra biologiSkai skaidds, 0 kai kurie
nebiologiniai plastikai, pavyzdziui, PBAT, pasizymi bioskaidumu. Net i§ kai kuriy jprastiniy plastiky,
pavyzdziui, mazos molekulinés masés poliolefiny, gali susidaryti mazos molekulinés masés
produktai, kuriuos mikroorganizmai gali panaudoti abiotiniams procesams, tokiems Kkaip
fotodegradacija ir terminis skilimas. ReikSmingas biologinis skaidymas vyksta, kai vidutiné
molekuliné polimero masé nevirsija 5000 Da. Sumazéjes karboniliniy grupiy skai¢ius skaidymo metu
yra geras rodiklis, patvirtinantis mikroorganizmy augimg. Galutiniai $iy mazesniy poliolefiny skilimo
produktai yra vanduo ir anglies dioksidas. ] $iuos polimerus galima pridéti skaidymo priedy, kad
pagreitinty jy skilimo greitj, paprastai tai biina metaly druskos [9].

Bioplastikai pagal kilmg taip pat gali baiti skirstomi ir j gamtinius polimerus, tokius kaip krakmolas,
baltymai, ir bioskaidzius poliesterius, tokius kaip PHA, PLA. Polimerai, kuriy sudétyje yra nataralaus
arba modifikuoto krakmolo daliy, priskiriami krakmolo polimery kategorijai. Siai grupei taip pat
galima priskirti natiiraliy ar sintetiniy plastiky miSinius su krakmolu ir polimerus, pagamintus
fermentuojant krakmolg. Si grupé apima apie 50 % pasaulinés bioplastiky rinkos ir sudaro daugelj
Siuo metu naudojamy termoplastiky. Krakmolas laikomas puikia alternatyva jprastiniams plastikams,
nes yra biologiskai skaidus ir pasizymi pakankamu $iluminiu stabilumu jo apdorojimo metu. Taciau
kadangi tai yra hidrofiliné molekulé, dél jprastiniy plastiky hidrofobiskumo jis praranda mechanines
savybes ir sukelia maza sukibima, todél blogai formuojasi krakmolo ir polimero sasajos [10]. Gryno
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krakmolo naudojimas néra perspektyvus, nes jis néra atsparus drégmei ir nepasizymi pakankamomis
savybémis lydymo procesui. Termoplastinio krakmolo sudétyje yra krakmolo ir plastifikatoriaus,
termomechaniné energija veikia polimera, todél tarp krakmolo ir plastifikatoriaus susidaro
vandeniliniai rySiai, taip nutriksta vandeniliniai rySiai tarp krakmolo hidroksilo grupiy.
Nepakankamas plastifikatoriy kiekis trukdo susidaryti homogeniskam sluoksniui, todél kai kurios
krakmolo granulés gali likti nepakitusios. Termoplastinio krakmolo trikumai yra mazas atsparumas
vandeniui ir prastesnés mechaninés savybés [11].

Baltyminiai biopolimerai gaunami i§ jvairiy Saltiniy, jskaitant gyvininius subproduktus, pieng ir
augalus. Baltymy pagrindu pagaminti biopolimerai gali buti perdirbami j jvairias formas, jskaitant
pléveles, gelius, pluoStus ir dangas. Juos taip pat galima modifikuoti cheminiais ar fizikiniais
metodais, kad pageréty jy savybés, pavyzdziui, padidéty atsparumas vandeniui ar biologinis
suderinamumas [9]. Kazeino polimery plévelés gaminamos denatiiruojant baltymus karséiu, todél
susidaro disulfidiniai rysiai, kurie daro jtakg plévelés strukttral. Plastifikatoriy, pavyzdziui, glicerolio
ar sorbitolio, prid¢jimas gali uZtikrinti plévelés elastingumg. Kazeino plévelés veikia kaip deguonies
barjeras, todél pastebéta, kad tokios savybés padeda prailginti maisto produkty, pavyzdziui, siirio,
galiojimo laikg [12]. Pagrindinés kazeino, kaip biopolimero, naudojimo problemos yra susijusios su
zaliavos gavyba, sudétingais gamybos procesais ir prastu atsparumu drégmei. Siuo metu siekiant
padidinti hidrofobiskumg ir sumazinti polimero tirpumg taikomi tokie metodai, kaip polimero
apdorojimas auksto slégio anglies dioksidu [13].

Bioplastiky potencialas sprendziant plastiko atlieky problemg yra ribotas, jei po naudojimo jie néra
veiksmingai skaidomi. Polimerai gali suirti jvairiais btidais, jskaitant biologinj, cheminj, mechaninj
irimg bei fotodegradacija, taCiau bioskaidumas yra kompleksinis procesas, kurio metu veikia
biologiniai, cheminiai ir fiziniai veiksniai. Biologiskai skaidZiy polimery atveju biologinis skaidymas
vyksta dviem pagrindiniais etapais. Pirmajame etape polimerai suskaidomi | mazos molekulinés
mases oligomerinius produktus tiesioginés hidrolizés, oksidacijos, pereinancios ] hidrolize, ir
depolimerizacijos btidais. Kad reakcijos jvykty, iSsiskiria tiek intralgsteliniai, tiek ekstralgsteliniai
fermentai, kurie polimerus depolimerizuoja uz lgstelés riby. Véliau mikroorganizmai asimiliuoja
susidariusius fragmentus, kad galéty juos panaudoti kaip maisto medziagas, paversdami jas j anglies
dioksida, vandenj, mineralines medZiagas ir biomase per process, vadinamg mineralizacija [14,15].

1.2. Polihidroksialkanoaty charakteristika

Polihidroksialkanoatai (PHA) yra biopolimerai, kuriuos mikroorganizmai sintetina ir lastelés viduje
kaupia kaip granules maisto medziagy rezervui. Pranciizy mokslininkas Lemoigne 1925 metais pirmg
kartg atrado PHA Bacillus megaterium poli-3-hidroksibutirato (P(3HB)) pavidalu. ki Siy dieny
oficialiai patvirtinta, jog egzistuoja vir$ 155 unikaliy PHA monomery varianty, nustatyta daugiau
kaip 90 gramteigiamy ir gramneigiamy bakterijy genciy, sintetinanc¢iy PHA tiek aerobinémis, tiek
anaerobinémis salygomis [16].

Bakterijas pagal PHA biosintezés ypatumus galima suskirstyti j dvi grupes. Pirmajai grupei
priklausancios bakterijos tam, kad galéty kaupti PHA, privalo turéti ribota maistiniy elementy,
pavyzdziui, fosforo, azoto, deguonies ar magnio, kiekj ir augimo fazé¢je PHA nekaupia. Antrosios
grupés bakterijos kaupia PHA augimo fazés metu ir joms nereikia maistiniy medZziagy apribojimo.
Pavyzdziui, bakterijos Ralstonia eutropha, Pseudomonas oleovorans ir Pseudomonas putida
priklauso pirmajai grupei, o rekombinantiné Escherichia coli — antrajai [1].

12



PHA molekulése hidroksirigi¢iy monomerai yra sujungti esteriniais rysiais. Sie rysiai susidaro
sujungiant vieno monomero karboksigrupe su kito hidroksigrupe. Bendra polimero strukttriné
formulé pavaizduota 1.2 pav. Priklausomai nuo anglies atomy skai¢iaus monomero grandin¢je, PHA
skirstomi j dvi pagrindines grupes — trumpos grandinés PHA (scl-PHA) ir vidutinio ilgio PHA (mcl-
PHA). Kai kuriuose Saltiniuose minimi ir ilgos grandinés PHA (Icl-PHA), taciau iki $iy dieny jie néra
iSsamiai istirti [17]. Scl-PHA molekuléje monomeras susideda i§ 3 — 5 anglies atomy, tokius
biopolimerus sintetina didelis skai¢ius bakterijy, tokiy kaip Cupriavidus necator. Mcl-PHA susideda
i§ monomery, turin¢iy 6 — 14 anglies atomus, tokio tipo biopolimerus akumuliuoja Pseudomonas
rusies bakterijos [1].

R

o ey

m

O—=0

1.2 pav. PHA strukttriné formulé, ¢ia m — nuo 1 iki 3, n — polimerizacijos laipsnis, R - alkilo grupé, kurios
grandinés ilgis ir strukttra gali skirtis

PHA struktiira priklauso nuo anglies $altinio ir naudojamos bakterijy padermés. Sonin¢ grandin¢ gali
biti socioji arba nesocioji, ji gali turéti Sakoty, aromatiniy, halogeninty ar net epoksidinty monomery
[1]. Bakterijos geba sintetinti kopolimerus, naudojant skirtingus substratus. Pavyzdziui, P. Basnett ir
kt. darbe [18] minima, jog be homopolimery P(3HB), Bacillus riisies bakterijos gali sintetinti tokius
kopolimerus kaip P(3HB-ko-3HV), P(3HB-ko-3HHXx) ar P(3HB-ko-6HHXx-ko-3HHX), kaip anglies
Saltinj naudojant atitinkamai butirato, valerato ir heksanoato grupe turincius junginius. Be to, Q.
Wang tyrime [19] nustatyta, kad bakterijy fermentacijos proceso metu pakaitomis kei¢iant anglies
Saltinius, mikroorganizmai sintetina PHA blokinius kopolimerus.

PHA fizikines savybes lemia anglies atomy skai¢ius monomero vienete. P(3HB) ir P(3HB-ko-3HV)
yra placiausiai iSnagrinéti scl-PHA Seimos nariai. Scl-PHA paprastai yra labai kristaliniai, standas ir
trapiis polimerai. Taciau, did¢jant anglies atomy skaiciui tarp esteriniy jungciy, elastingumas didéja,
o trapumas mazéja. Mcl-PHA, tokie kaip P(3HHXx) ir P(3HO), yra pusiau kristaliniai polimerali,
taiau, prieSingai nei scl-PHA, jie visi yra labai elastingi. Kaip matyti i§ kai kuriy 1.1 lenteléje pateikty
pavyzdziy, PHA molekulings struktiiros jvairove suteikia polimerams platy mechaniniy ir Siluminiy
savybiy spektrg [20-22]. Palyginimui pateikta ir PP charakteristika, todél galima pastebéti, jog PHA
pasizymi panaSiomis fizikinémis savybémis [23].
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1.1 lentelé. PHA fizikinés savybés

Polimeras Lydymosi Tempimo jéga, Jungo modulis, Pailgéjimas iki
temperatiira, °C MPa GPa nutrikimo, %

P(3HB) 175 40 3,5 5-6

P(3HV) 106,2 6,6 0,39 3,5

P(4HB) 60 50 0,07 1000

P(3HB-ko-3HV) 137-170 20-25 0,7-29 50

P(3HB-ko-4HB) 152 26 0,3-3 444

P(3HHx-ko-3HO) 61 9 0,008 380

P(3HB-ko-3HHX) 97 4,5 0,135 107,7

PP 160 -170 30-50 08-25 10-30

Norint pagerinti PHA polimery fizikines savybes bei optimizuoti panaudojimo ir perdirbimo
galimybes, atliekamos biologinés, cheminés ar fizikinés modifikacijos. Sios modifikacijos gali
pakeisti jy mechanines savybes, pavirSiaus struktiirg, amfifilinj pobiidj ir skilimo greitj, kad atitikty
konkrecius jy naudojimo reikalavimus [24].

Cheminés modifikacijos leidzia j PHA jtraukti funkcines grupes, kurios yra sudétingai gaunamos
biologiniu biidu. Cheminiy modifikacijy metodai gali buti jvairiis: epoksidinimas, karboksilinimas,
chlorinimas, skiepijimas (katijoninis, fermentinis, radiacinis ir laisvyjy radikaly skiepijimas),
maiSymas, esterifikacija pagrjsta kopolimerizacija, funkciniy grupiy jtraukimas j PHA terminio
skilimo, metalizacijos ir tiolinimo btdu [25]. Z. Raza ir kt. [26] aprasytas PHB ir PHO chlorinimas
buvo atliekamas pakaity reakcijos biidu, per polimero tirpala chloroforme leidZiant chloro dujas. Sio
proceso metu jvyko hidrolizé, todél pastebétas polimery molekulinés masés sumazejimas. Chloruoto
PHO stikléjimo ir lydymosi temperattros padidéjo, o PHB lydymosi temperatiira sumazéjo nuo 170
°C iki 148 °C, o jo stikl¢jimo temperatiira pakito nuo -20 °C iki 10 °C.

Polimery maiSymas yra labai veiksmingas ir paprastas buidas gauti naujg medziagg, pasizyminéig
patobulintomis savybémis. Tai galima pasiekti parenkant tinkamus miSinio komponentus,
optimizuojant jy sudétj bei kei¢iant maiSymo sglygas. PHA galima maiSyti tiek su sintetiniais
biologiskai skaidziais polimerais,tiek ir su nattiraliomis zaliavomis [27]. P. VVostrejs ir kt.[28] tyrimo
tikslas buvo istirti vynuogiy sékly lignino jtaka PHA/PHB plévelés fizikinéms savybéms. Siuo tikslu
buvo paruostos polimerinés plévelés, kuriy pagrindg sudaro didelio kristalinio P(3HB) ir amorfinio
PHA miSinys. P(3HB)/PHA plévelés pasizyméjo 240 MPa Jungo moduliu, didziausiu 6,6 MPa
tempimo stipriu ir 95,2 % pailgéjimu iki nutrikimo. PHB/PHA pléveliy fizikinés savybés buvo
pakeistos pridéjus 1-10 % masés vynuogiy sékly lignino (GS-L). Tyrimai atskleide, kad 5% lignino
koncentracija pailgéjimo iki nutriikimo vert¢ padidino nuo 8,4 iki 82 %, o tempimo jéga sumazino
nuo 2050 iki 200 MPa. Toksikologiniu pozitiriu kompostai, gauti po PHA pléveliy biologinio
skaidymo, jrod¢ PHB/PHA/GS-L medZiagy netoksiSkuma, o jy skilimo produktai turéjo teigiama
poveikj baltyjy garstyc¢iy (lot. Sinapis alba L.) sékly dygimui.

1.3. PHA biosintezé

Polihidroksialkanoatai yra vandenyje netirpiis junginiai, kuriuos mikroorganizmai sintetina ir kaupia
0,5 £ 0,2 um skersmens granuliy pavidalu (1.3 pav.) nepalankiomis aplinkos salygomis, pavyzdziui,
esant anglies pertekliui ir ribotai pagrindiniy augimo maistiniy medziagy, tokiy kaip azoto ar fosfaty
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koncentracijai. Esant anglies $altinio trilkumui, sukaupti biopolimerai yra depolimerizuojami, o jy
skilimo produktai gali biiti naudojami kaip anglies ir energijos Saltinis [29]. Ataskaitose teigiama, jog
bakterijy genciy, kaupianc¢iy PHA kaip tarplastelines granules, skai¢ius gali virSyti 75 [30]. PHA
granuliy polimero pavirSiuje yra nemazai baltymy, o tai leidzia manyti, kad jos yra ne tik energijos
Saltinis, bet ir supramolekuliniai kompleksai, atlickantys tam tikras funkcijas [31].

1.3 pav. Transmisijos elektroniniu mikroskopu padaryta Cupriavidus necator su PHA granulémis nuotrauka

Anglies Saltiniai PHA biosintezéje yra skirstomi ;j PHA struktiiriSkai susijusius ir nesusijusius.
Pavyzdziui, riebaly ragstys savo struktira panaSios j hidroksialkano riigstis, todél jos vadinamos
struktiiriS$kai susijusiomis, o gliukozé savo struktiira néra panasi j PHA ir yra laikoma struktariskali
nesusijusiu anglies $altiniu. Siuo metu yra Zinomi trys pagrindiniai PHA sintezés mechanizmai (1.4
pav.), kurie gali baiti toliau plétojami ir apimti maziausiai 12 jvairiy PHA sintezés budy. Visi Sie keliai
yra sujungti su Kitais vietiniais arba dirbtiniais medziagy apykaitos keliais ir leidzia susidaryti
jvairiems PHA [32].

Pirmasis buidas, dar vadinamas acetil-KoA j 3-hidroksibutiril-KoA keliu, iliustruoja scl-PHA sinteze,
kai du acetil-KoA, susidarantys i§ cukraus, riebaly rugs¢iy arba aminortgsciy, S-ketotiolazés ir
acetoacetil-KoA reduktazés paeiliui paver¢iami hidroksibutiril-KoA ir scl-PHA sintetazés
polimerizuojami, kad susidaryty PHB. Sis kelias paprastai budingas Ralstonia eutropha, Cupriavidus
necator ir Alcaligenes eutrophus, kadangi Siuose mikroorganizmuose koduojamas genas phaC,
lemiantis scl-PHA sintazés veikima [32].

Antrasis budas yra S-oksidacijos kelias, jo metu naudojami tarpiniai p-oksidacijos ciklo produktai
mcl-PHA sintezei, naudojant riebaly rtigstis kaip anglies S$altinj. Riebaly riigStys pirmiausia
paveré¢iamos j enoil-KoA. Véliau enoil-KoA R-3-hidroksiacil-KoA hidratazé paveréia j R-3-
hidroksiacil-KoA, kuris yra mcl-PHA polimerizacijos, kurig katalizuoja mcl-PHA sintetazé,
pirmtakas. S-oksidacijos keliu PHA paprastai sintetina Pseudomonas putida, P. oleovorans ir P.
aeruginosa [32].

Treciasis kelias apima riebaly rigséiy sintezés in situ cikla, kurio metu gaunamas R-3-hidroksiacil-
CP, skirtas PHA sintezei. Pagrindinis fermentas, 3-hidroksiacilacil-ACP transferazé (phaG), pavercia
3-hidroksiacil-CP j 3-hidroksiacil-KoA, skirta PHA sintezei. Riebaly riigs¢iy sintezés in situ ir -
oksidacijos ciklai gali buti nepriklausomai aktyvis ir tiekti pirmtakus PHA sintezei, todél
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Pseudomonas aeruginosa gali gaminti mcl-PHA atsitiktinius kopolimerus, kai mikroorganizmai
auginami naudojant struktiiriSkai nesusijusius anglies Saltinius [32].

Aminoragstys Cukrus Riebaly ragstys
oy
/’ ¢ il
1 kelias
2 kelias 3 kelias
n situ riebal Acetoacetil-KoA
rogitiy ksidacl)
sintezd I <
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1.4 pav. PHA biosintezés mechanizmas [32]

Nors technologiniai PHA gamybos aspektai, jskaitant baktering fermentacijg, iSskyrimg ir fizikinj bei
cheminj polimero apibiidinima, per pastaruosius kelis deSimtmecius buvo i§samiai iStirti, Zinios apie
reguliuojancius mechanizmus molekuliniu lygmeniu yra gana ribotos, ypa¢ mcl-PHA sintezés atveju.
Molekuliniu lygmeniu jau istirti SeSi baltymai, tiesiogiai dalyvaujantys mcl-PHAs biosintezéje ir
skaidyme: dvi polimerazés — phaCl ir phaC2, depolimerazé — phaZ, du fazinai — phal ir phaF,
reguliaciniai baltymai — phaD ir phaG [1].

Vienas i$ labiausiai i$tirty PHA sintetinan¢iy mikroorganizmy yra Bacillus rasies bakterijos. Vienas
1§ Siy bakterijy naudojimo PHA gamyboje privalumy yra tai, kad jy iSorinéje membranoje néra
to, Bacillus rasys sintetina tokius fermentus kaip amilazé ir proteinazé, todél gali naudoti nebrangius
anglies Saltinius, pavyzdziui, jvairias pramonines atliekas, o tai sumazina PHA gamybos proceso
kaing. Be homopolimery, tokiy kaip P(3HB), Bacillus rusys taip pat gamina kopolimerus, tokius kaip
P(3HB-ko-3HV), P(3HB-ko-3HHX), taip pat P(3HB-ko-6HHx-ko-3HHx) terpolimera, kai bakterijos
kultivuojamos gamybos terpéje, kurioje yra anglies Saltiniy, tokiy kaip atitinkamai butiratas,
valeratas, heksanoatas, oktanoatas, dekanoatas ir kaprolaktonas [33]. S. P. Valappil ir kt. [34] tyré
Bacillus cereus augimg ir PHA sinteze, naudojant jvairius anglies Saltinius ir pastebéjo, kad Bacillus
cereus, auginamas nelyginio skaiCiaus anglies atomy grandinés riebaly riigStyse, pavyzdziui,
propionate ir heptanoate, gamino P(3HB-ko-3HV), o lyginio, pavyzdziui, heksanoate ir dekanoate,
gamino P(3HB).

Cupriavidus necator yra kita bakterijy rasis, kuri yra pladiai istita PHA gamybai. Sie
mikroorganizmai paprastai siejami su P(3HB) gamyba ir pasizymi placiu naudojamy anglies Saltiniy
spektru, jskaitant cukry ir augalinius aliejus. Cupriavidus necator gali sukaupti iki 10 % PHA sausos
masés, kai auginama maistiniy medziagy turtingoje terpéje, ir iki 80 % PHA sausos masés, kai anglies
Saltiniy yra daug, o kity maistiniy medziagy kiekis ribotas [29]. P. Basnett ir kt. straipsnyje [18]
nurodoma, kad genetiskai modifikuota Cupriavidus necator kultiira gal¢jo gaminti 80 % sausos
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masés P(3HB), kaip anglies substrata naudodamas gliukozg, o i PHA sintezés terpéje esancia gliukoze
su pertraukomis pridedant propiono riigsties, buvo gaunamas P(HB-ko-HV).

1.4. Komerciné gamyba

Nepaisant biologinés kilmés plastiky privalumy prie§ sintetinius, pagrindiné jy plataus masto
gamybos kliatis yra didel¢ kaina. Siuo metu tik 1 % kasmet pagaminamo plastiko sudaro bioplastikas
[35]. 1.2 lenteléje pateikti duomenys, nurodantys PHA komercinius gamintojus bei jy gamybos
charakteristika [36].

1.2 lentelé. PHA komerciniai gamintojai [36]

Gamintojas PHA ir prekinis Naudojamas Gamybos Kilogramo kaina,

pavadinimas mikroorganizmas pajégumas, eurais 2010-2017
tonomis per metus | mety laikotarpyje

Telles (JAV) PHB Mirel ™ Ralstonia eutropha | 50000 1,50

P&G (JAV) PHBH Nodax ™ Nenurodytas 20000-50000 2,50

Tianan Biologic, PHBYV, PHBV + Ralstonia eutropha | 10000 3,26

Ningbo (Kinija) Enmat®

Biomer (Vokietija) | PHBV, PHB Alcaligenes latus 50 3,00-5,00
Biomer®

Sintetiniy polimery, tokiy kaip polipropilenas ir polietilenas, rinkos kaina yra 0,3 euro centy uz
kilogramg, o PHA kaina yra mazdaug 3-4 kartus didesné ir siekia 1,10 euro uz kilograma. Anglies
Saltinio kaina yra pagrindinis veiksnys, sudarantis 50 % visy gamybos sgnaudy. Todél visame
pasaulyje daugiausia démesio skiriama moksliniams tyrimams mazinti gamybos sgnaudas naudojant
jvairias atliekas kaip anglies Saltinj [37].

Kadangi gaminant, perdirbant ir vartojant maistg susidaro dideli kiekiai atlicky srauty, pasitilytos
technologijos, kaip maisto atliekas paversti PHA. Kiekviena maistinés kilmés Zaliava yra sudétinga
ir jai reikalingi jvairlis pirminiai procesai, bakterijy padermés, kultivavimo aplinka ir pirminis
apdorojimas. Maisto atlickose daznai aptinkamos organinés medziagos yra sudétingos struktiiros,
kuriy PHA gaminantys mikrobai negali tiesiogiai panaudoti. Tokiais atvejais reikia naudoti pirminio
apdorojimo arba perdirbimo metodus, kad maisto atliekose esantys sudétingi junginiai tapty PHA
pirmtakais. Pirmtaky pavyzdziai gali biti paprastieji cukris, tokie kaip, gliukozé ar laktozé, taip pat
rigstys, pavyzdziui, acto ar propiono rigStys. Daugelis paprastesniy maisto atlieky yra
hidrolizuojamos, kad virsty tinkamomis pirmtaky molekulémis, kurios véliau patenka tiesiai | gryna
tinkamos bakterijos kultiira. Siuo metu tiriamos galimybés gaminti PHA naudojant iSriigas, krakmola,
aliejy, lignoceliuliozines medziagas, ankstiniy augaly atliekas ir cukraus atlickas [38].

Viena i§ dominan¢iy maisto pramonés atlicky PHA gamybai yra pieno isriigos. Jy sudétyje yra
laktozé, baltymai, lipidai, vandenyje tirpiis vitaminai, mineralinés druskos ir kiti mikroby augimui
biitini elementai. Nors i8riigos gali buti panaudotos laktozés, kazeino ir baltymy milteliams gaminti,
daugiau nei 50 % jy patenka j nuoteky valymo jrenginius arba jomis Seriami gyvunai [39]. Be to, M.
Koller ir kt. tyrimo duomenimis, per metus pasaulyje susidaro nuo 1,15 iki 1,6 tonos isragy, o tai
vir§ija poreikius iSriigy milteliams gaminti [40]. Kai iSrigos naudojamos tokiems baltymams kaip
laktoferinas ar laktofericinas gaminti, daug laktozés turintis iSrigy retentatas lieka atliekomis, kurias
reikia pasalinti. ISriigos taip pat yra varskés, grietininio strio ir graikiSko jogurto gamybos Salutinis
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produktas. Nors iSriigos gali biiti naudojamos kaip paSaras gyviinams, dél didelio rugsc¢iy kiekio jas
sunku perdirbti j tradicinius i$rigy baltymy koncentratus [41].

Buityje ir pramonéje panaudoti aliejai yra potencialiis anglies Saltiniai, i§ kuriy galima gaminti PHA.
Siy aliejy paprastai nereikia i§ anksto apdoroti ir jie gali biiti tiesiogiai dedami j terpe kaip anglies
substratas. S. Obruca ir kt. straipsnyje [42] aprasytas rapsy, palmiy ir saulégrazy aliejy atlicky
panaudojimas kaip anglies Saltiniy PHA gamybai naudojant Cupriavidus necator H16. Tyrimas
parodé, kad sausy lasteliy koncentracija (g/I!) ir PHB koncentracija (%) skirtingoms aliejaus rigims
buvo atitinkamai 10,8 ir 67,9 %, 11,9 ir 58,0 % bei 10,8 ir 52,4 %. W. N. Chaudhry ir kt. [43] naudojo
kukuriizy aliejy ir nustaté, kad Pseudomonas padermé galéjo pasiekti 12,53 g/I* sausyjy lasteliy
masg, o mcl-PHA kiekis buvo 35,63 %. Atliktas tyrimas rodo, kad naudojant atliekinj aliejy kaip
anglies Saltinj, lastelés gali gaminti dideles PHA koncentracijas, palyginti su sausos lgstelés svoriu,
esant mazam Igsteliy titrui.

Melasa, susidaranti kaip paSalinis produktas cukraus pramong¢je, yra svarbus anglies Saltinis PHA
gamyboje. Nustatyta, jog per metus Sios medziagos susidaro apie 50 milijony tony. Melasa susideda
i§ sacharozés, gliukozés, fruktozés bei nedidelés vitaminy ir mikroelementy koncentracijos. Melasos
cheminiy sudedamyjy daliy koncentracija priklauso nuo cukraus gamybos Saltinio ir rafinavimo
mechanizmo [44]. J. S. Kingsly ir kt. darbe [45] jrodyta, kad Enterobacter cloacae gali naudoti
cukranendriy melasg kaip pigy anglies Saltinj PHA gamybai. Gautas PHA buvo apibiidintas ir
patvirtintas FTIR spektroskopija. Nustatyta didziausia PHA iSeiga — 4,13-4,98 g/l arba 48-56 % —
gauta vykdant perioding fermentacija, kai kultiiros sglygos buvo tokios: pH 7, melasos koncentracija
4 %, inokulato koncentracija 2 %. R. R. Dalsasso [46] gauti darbo rezultatai rodo, kad melasos
misiniai padéjo pasiekti didesnj specifinj augimo greitj eksponentinéje fazéje nei naudojant brangius
anglies Saltinius, pavyzdZziui, gliukoz¢. Sudétingas melasos ir kity cukraus bei bioetanolio gamybos
atlieky maistiniy medziagy miSinys 1émé dvi skirtingas eksponentinio augimo fazes, kuriy vertés
buvo 0,37 ir 0,1 h'l. Be to, melasoje esant mazam azoto kiekiui, lasteliy augimas buvo ribotas ir
skatino PHB susidaryma — jo susikaupé 56 %.

1.5. PHA panaudojimas
1.5.1. Panaudojimas maisto pakuociy gamyboje

PHA, priklausantis vienintelei biologiskai skaidziy ir biologinés kilmés biopolimery grupei, dél gery
biologinio skaidumo ir atsparumo deguonies pralaidumui savybiy gali biiti perdirbamas i butelius,
maiSelius ir pléveles, naudojant jpurSkimo, pttimo ir presavimo metodus [47]. V. Chea ir kt.
straipsnyje [48] istirta P(HB-ko-HV) plévelés sorbeciné elgsena, mechaninés ir barjerinés savybés
realiomis laikymo ir saly¢io su maistu sglygomis. Nustatyta, kad P(HB-ko-HV) plévelé buvo labai
stabili visuose tirtuose maisto skysciy imitatoriuose (vandenyje, acto riigStyje 3 %, etanolyje 20 %, ir
alyvuogiy aliejuje).

B. Dalton ir kt. straipsnyje [49] aptartos kai kuriy bioplastiky barjerinés savybés. Duomenys rodo,
kad P(HB-ko-HV) pasizymi maziausiomis deguonies dujy barjerinémis (OTR) savybémis, tai reiskia,
jog maistas tokioje pakuotéje biity ilgiausiai apsaugotas nuo aplinkos dujy poveikio. Taip pat
pastebéta, kad PHA turi geresnes drégmés ir dujy barjero savybes nei jo komerciniai analogai PLA ir
PCL, pavyzdziui, PHBV vandens gary barjerinés savybés (WVTR) yra beveik 6 kartus geresnés nei
PCL ir daugiau nei 2 kartus geresnés nei PLA, deguonies prasiskverbimo greitis PCL ir PLA yra 2
kartus didesnis nei PHBV. Apibendrinti Saltinio duomenys pateikti 1.3 lentel¢je.
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1.3 lentelé. Bioplastiky barjerinés savybés [49]

Bioplastikas WVTR (g/m?*/24h™) OTR (cm’m™?/24h™)
PCL plévelé 800 500

PLA plévelé 350 410

PHB plévele 300 425

P(HB-ko-HV) 138 218

PBS 84 737

Zirniy pagrindu pagamintas TPS 200 276

PBAT 540 1530

Celiuliozés acetatas 1090 650

1.5.2. Panaudojimas audiniy inZinerijoje

PHA ir jo kompozitai pasizymi savybémis, kuriomis rodo potencialg panaudojimui audiniy
inZinerijoje kaip biomedZiagos karkasams gaminti. Lyginant su kitais polimerais, pavyzdZiui,
poli(D,L-laktido-ko-glikolidas) (PLGA), poliglikolio rugsties (PGA) ir polipieno rigsties (PLA),
PHB karkasy vietinis pH skaidymo metu islieka nepakites, todél juos gerai toleruoja imuniné sistema.
P(HB-ko-8%-HV)/hidroksiapatito (30 % masés) misSinio mechaninis gniuzdymo stipris prilygsta
zmogaus kauly mechaniniam stiprumui (62 MPa), sukelia mazesn¢ uzdegimine reakcijg ir didesne
mineralizacija [50]. J. Zhang ir kt. [51] pastebéjo, kad lyginant su PLA ir PHB, P(HB-ko-HHXx)
geriausiai veiké triusiy kauly Ciulpy lasteliy prisitvirtinima ir proliferacija, taigi ir kaulinio audinio
regeneracija. PHB, sumaiSytas su hidroksiapatitu, pagerino gniuzdymo tamprumo modulj, maksimaly
jtempj ir osteoblasty reakcijas, jskaitant Igsteliy augimg ir Sarminés fosfatazés aktyvuma tiek in vitro,
tiek in vivo. ] PHB karkasus jterpus nano stiklo pluostg, pageréjo j osteoblastus panasiy MG63 lgsteliy
proliferacija, palyginti su grynais osteoblastais. Taip pat buvo atlikti tyrimai, jrodantys PHA jtaka
kremzlinio audinio formavimuisi. IS triusio sgnario kremzlés iSskirty chondrocity trima¢iam augimui
buvo paruostos P(HB-ko-HHX)/PHB akytos karkaso formos. Chondrocitai geriau dauginosi ant
P(HB-ko-HHx)/PHB karkasy nei ant PHB karkasy. Taip pat pastebéta, kad kolageno kiekis visuose
PHB-ko-HHx turinCiuose karkasuose didéjo su auginimo laiku, o tai rodo, kad P(HB-ko-HHX)
buvimas PHB labai palankus sgnario kremzlés chondrocity ekstralgstelinio matrikso gamybai tiek in
vitro, tiek in vivo, todél P(HB-ko-HHX) teigiamai veikia ekstralgstelinio matrikso gamyba.

1.5.3. Panaudojimas vaisty pernasoje

Pastaraisiais metais PHA vis dazniau naudojami kaip medZiagos, skirtos vaistams inkapsuliuoti ir
pernesti. Pagrindinis PHA privalumas yra tas, kad juos gali sudaryti skirtingo ilgio anglies grandinés
monomery vienetai, sudarantys skirtingos cheminés struktiiros polimerus. Kei¢iant PHA matricos
parametrus, galima valdyti vaisty atpalaidavimo kinetikg. Trumpos grandinés ilgio PHA suyra dél
pavirSiaus erozijos, todél Sio tipo PHA yra patraukliausi kandidatai biti naudojami kaip vaisty
nesikliai. Pagrindiniai mikrodaleliy, kuriy pagrinda sudaro trumpos grandinés ilgio PHA, privalumai
yra jy kristaliSkumas, hidrofobiskumas ir pory buvimas jy pavirSiuje, o tai uztikrina veiksmingiausia
vaisto i$siskyrimg i§ skaidomos matricos [52].

E. Elmowafy ir kt. straipsnyje [53] P(HB-ko-HV) ir PHB buvo tiriami vaisty molekuliy, tokiy kaip
tetraciklinas, rifampicinas, sulbaktamo ir cefoperazono misinys, gentamicinas, sulperazonas,
rubomicinas, rodamino B izotiocianatas, pernesimui. Sie polimerai buvo tiriami kaip pailgintos vaisto
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tiekimo sistemos skirtingais laikotarpiais — nuo 15 iki 60 dieny. Pastebéta, kad vaisty atpalaidavimo
laikas buvo tiesiogiai susijes su naudojamy polimery molekuline mase. Tai reiskia, jog didéjant
polimero molekulinei masei, atpalaidavimo mechanizmas 1étéja, o vaisto tiekimo greitis maz¢ja. Be
to, vaisto tiekimo laikotarpio trukmé ir kumuliacinio atpalaidavimo lygis priklauso nuo HV
procentinés dalies P(HB-ko-HV) kopolimeruose, didéjant HV monomero procentinei daliai, didéja
vaisto iSsiskyrimo greitis. Polimeriniy matricy vaisto atpalaidavimo greic¢io tyrimai atlikti ne su
visomis giminingomis PHA Seimomis, taiau i§ tirty polimery klasiy P(3HB-ko-4HB) polimeras
pasizymi savybémis, kurios pageidaujamos medziagoms, skirtoms vaisty molekuliy pernasai.

1.5.4. Literatiiros apzvalgos apibendrinimas

Atsizvelgiant | sintetiniy plastiky keliamg plataus masto aplinkosauging problema, siekiama juos
pakeisti biopolimerais. PHA dél biologinio skaidumo bei terminiy ir mechaniniy savybiy yra
potenciali alternatyva pakeisti sintetinius plastikus, taip pat PHA yra biopolimeras, kurj galima
gaminti, naudojant jvairias pramonés atliekas kaip anglies Saltinj, todél jo pramoniné gamyba jgauna
vis didesne reikime. Sie biopolimerai plagiai naudojami medicinos, farmacijos srityse, jvairiose
pramonés Sakose. Taciau didelés gamybos sagnaudos Vis dar yra didelé klittis PHA plataus masto
naudojimui. Reikalingi tolimesni tyrimai tam, kad biity galima sumazinti gamybos sanaudas ir gauti
veiksmingus PHA regeneravimo ir tolesnio perdirbimo metodus, tokiu budu pagerinant jy
komercializavima.

Sio tyrimo metu jvertinta jvairiy bakterijy kultiiry ir anglies $altiniy jtaka PHA sintezei ir savybéms.
Darbo tikslas — optimizuoti PHA gamybg ir rekomenduoti jo gavimo aparattring schema.
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2. Medziagos ir tyrimy metodai
2.1. Tyrimo metu naudota jranga

2.1 lentelé. Tiriamojo darbo metu naudota jranga

Iranga

Gamintojas, modelis

Autoklavas

Certoclav CV — EL

Magnetiné maisyklé

Heidolph Mr Hei — Tec

Laminaras Telstar BV 100
Centrifuga Universal 320 R
Termostatas Binder BD23
pH metras Winlab
Termostatuojamas kratytuvas Biosan ES — 20

Meégintuvéliy purtyklé Biosan BioVortex V1
Spektrofotometras Shimadzu UV - 1280
Svarstyklés Shimadzu ATX 8400

2.2. Naudoti reagentai

2.2 lentelé. Tyrimo metu naudoti reagentai

Reagentas, cheminé formulé

Gamintojas

ABTS

Sigma-Aldrich

Acetatinis buferinis tirpalas, CH;COOH + CH3;COONa

Eurochemicals

Acetonas, CsHsO

Eurochemicals

Agaras

Sigma-Aldrich

Askorbo riigstis, CeHgOs

Eurochemicals

Kalcio chloridas dihidratas, CaCl, - 2H,0

Eurochemicals

Chloroformas, CHCl3

Eurochemicals

Kobalto chloridas dihidratas, CoCl; - 6H,O

Eurochemicals

Kalio persulfatas, K»S;0s

Eurochemicals

Vario chloridas dihidratas, CuCl;, - 2H,O

Eurochemicals

Cukranendriy cukrus

Pirkta prekybos centre

2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas (DPPH), C1sH12N50¢

Sigma - Aldrich

Gelezies trichloridas, FeCls

Eurochemicals

Gelezies sulfatas heptahidratas, FeSO, - 7H,0

Eurochemicals

Fosfatinis buferinis tirpalas, Na;HPO4 + H3PO4

Eurochemicals

Gelezies amonio citratas, (NH4)s[Fe(CsH107)2]

Eurochemicals

Gliukozé, CsH120s

Eurochemicals

Sieros ragstis, HoSO4

Eurochemicals

Boro rigstis, HsBO3

Eurochemicals

Druskos ragstis, HCI

Eurochemicals

Trikalio heksacianoferatas, Ks[Fe(CN)s]

Eurochemicals
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2.2 lentelés tgsinys

Kalio bromidas, KBr

Eurochemicals

Kalio dihidrofosfatas, KH,PO4

Eurochemicals

Melasa

Pirkta prekybos centre

Metanolis, CsH.O

Eurochemicals

Magio sulfatas heptahidratas, MgSOs - 7H,0

Eurochemicals

Mieliy ekstraktas

Fluka Analytical

Mangano chloridas tetrahidratas, MnCl; - 4H,0

Eurochemicals

Dinatrio hidrofosfatas dihidratas, Na;HPO, - 2H,O

Eurochemicals

Dinatrio molibdatas dihidratas, Na,MoOs - 2H,O

Eurochemicals

Natrio hipochloritas, NaCIO

Eurochemicals

Natrio hidrokarbonatas, NaHCOs

Eurochemicals

Natrio hidroksidas, NaOH

Labochema

Natrio chloridas, NaCl

Eurochemicals

Amonio chloridas, NH4Cl

Eurochemicals

Nikelio chloridas heksahidratas, NiCl, - 6H,O

Eurochemicals

Peptonas

Reachem

Sacharozé, C12H2,011

Eurochemicals

Stevija Pirkta prekybos centre
2,4,6-tripiridil-s-tiazinas (TPTZ), CigH12N Sigma-Aldrich
Trichloracto ragstis, CoHCI30; Sigma-Aldrich

Cinko sulfatas heptahidratas, ZnSO4 - 7H,0

Eurochemicals

2.3. Naudotos bakterijos

Tyrime naudotos Bacillus subtilis, Cupriavidus necator, Escherichia coli bakterijy kultdros.

2.4. Naudoti anglies Saltiniai

1.

Cukranendriy cukrus — tai natiiralus sacharidas, gaunamas i§ cukranendriy. Nuo sacharozés
skiriasi tuo, kad yra neapdorotas, todél jo sudétyje yra melasos ir kity priemaisy.

Gliukozé — monosacharidas, kurio sudétyje $esis anglies atomai ir aldehido grupé. Tai saldi,
gerai tirpstanti vandenyje kristaliné medziaga. Cheminé formulé CsH120s.

Melasa — rudos arba juodos spalvos klampus skystis, gaunamas perdirbant cukranendres ar
cukrinius runkelius j cukry.

Apdorota melasa — apdorojimas atliktas pagal E. Zakaria Gomaa straipsnyje [33] pateikta
metoda. Melasa sumaiSoma su 0,1 N H2SO4 ir pH sumazinamas iki 3. Gautas miSinys paliktas
kambario temperattroje, o praéjus 1,5 val, centrifuguojamas 3000 apsisukimy per minutg
grei¢iu 15 min. Supernatantas laikomas 4 °C temperatiiroje tolesniam naudojimui.

Sacharozé — disacharidas, kurio molekuliné formulé Ci12H22011. Sacharozé sudaryta i§ o-
gliukozeés ir S-fruktozeés.
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6. Stevija — naturalus saldiklis, gaunamas i§ Paragvajuje ir Brazilijoje auganciy Stevia
rebaudiana rasies augaly lapy. Veikliosios medziagos yra steviolio glikozidai (daugiausia
steviozidas ir rebaudiozidas), kuriy saldumas yra mazdaug 50-300 karty didesnis nei cukraus.
Zmogaus organizme steviolio glikozidai néra metabolizuojami.

2.5. Tyrimo eiga

Polihidroksialkanoaty gamybos schema pateikta 2.1 pav.

Bakterijy kultGry auginimas Bakterijy kultiry auginimas

standZioje LB terpéje 37 °C  [rmm— skystoje LB terpéje 150

temperatfiroje 24 val, aps./min %1‘61.011.1 33°C
temperatreje 24 val.

!

Bakterijy kultiry auginimas

¢ predukeijos terpéje 180

16000 aps./min grei¢iu 10 min. aps./min greidiu 30 °C

}

Nuosédos uZpilamos 10 ml 0,4
% natrio hipochlorite tirpalo,
midinys inkubuojamas 37 °C
temperatiiroje 1 val

Terpé 2 kartus centrifuguojama

temperatreje 72 val.

Misinys 2 kartus
Pl ceiLTilUEUOJAMAS iT NUOSEdOS
praplaunameos vandeniu

|

Biomas¢ uZpilama acetonc ir
PHA uzpilamas verdandiu ¢ metanolio miSiniv ir
chloroformu ir dZiovinama centrifuguojama, procesas

kartojamas 2 kartus

2.1 pav.Polihidroksialkanoaty gamybos schema
2.5.1. Terpiy paruoSimas

Bakterijy kultiroms inokuliuoti naudota standi LB terp¢, kurios sudétis pateikta 2.3 lenteléje.

2.3 lentelé. LB standzios terpés sudétis.

Terpés sudedamoji dalis Koncentracija, g/l
Peptonas 10

Mieliy ekstraktas 5

Natrio chloridas 5

Agaras 15

Terpés pH 7 vertei palaikyti naudota 1 N NaOH, 0,1 N NaOH, 0,03 N NaOH bei 1 N H,SO4ir 0,1 N
H2SO4 tirpalai. Terpés autoklavuotos 15 min 120 °C temperatiiroje, 0,75—1 atm slégyje.
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2.5.2. Tyrime naudoty bakterijy paruosimas

Tyrimui naudotos dehidratuotos bakterijos gautos i§ Vokietijos mikroorganizmy ir lasteliy kulttry
kolekcijos (DSMZ). Sios bakterijy kultiiros patalpintos ampuléje, kurioje buvo sudarytas vakuumas.
Ampulés atidarymo ir bakterijy rehidratavimo instrukcija:

1. Ampulés galiukas pakaitinamas liepsnoje.

2. UzlaSinami 2-3 laSai vandens.

3. Atsargiai pincetu ar skalpeliu nulauziamas ampulés galiukas.

4. Znyplémis paSalinama izoliaciné medziaga ir iSimama vidiné kapsulé.

5. Znyplémis iStraukiamas medvilninis kamstis, o virSutiné vidinés kapsulés dalis nudeginama
liepsnoje.
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43 g% @

6. [ kapsule jpilama 0,5 ml terpés, uzdengiama kamsc¢iu ir palieckama 30 min.

7. Naudojant mikrobiologing kilpele kapsulés turinys sumaiSomas.

8. Gautas miSinys perkeliamas ] mégintuvélj su 5 ml rekomenduojamos skystosios terpés, i§ kurios
bakterijos gali biiti séjamos giluminiu ar pavirSiniu biidy j kietgsias agaro terpes ar j skystgsias
terpes [54].

2.5.3. Bakteriju kultiiry inokuliaty paruoSimas ir fermentacija

Bakterijy kultiiros augintos Petri 1éksStelése su paruosta standzia LB terpe. Lékstelé inkubuota 37 °C
temperatiroje 24 val. Uzaugusios kolonijos paimtos steriliomis kilpelémis, perkeltos j 100 ml
mitybinés terpés ir inkubuotos 150 apsisukimy per minute greiciu 35 °C temperaturoje 24 val. Tuomet
gautos suspensijos centrifuguotos 10000 apsisukimy per minute grei¢iu 15 minuciy, esant 4 °C
temperattrai, aseptiS$kai nuplautos steriliu distiliuotu vandeniu ir perkeltos j 400 ml produkcijos
terpés, kurios sudétis pateikta 2.4 lenteléje.

2.4 lentelé. Produkcijos terpés sudétis.

Sudedamoji dalis Koncentracija, g/l
NH,CI 1

NaHCOs 0,5

KH2PO4 2

NaHPO, - 2H,0 2

MgSO, - 7H,0 0,5

CaCl, - 2H,0 0,01

Gelezies amonio citratas 0,05

ZnS0q - 7TH20 0,08
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2.4 lentelés tgsinys

MnCl; - 4H,O 0,03
HsBO3 0,3
CoClz - 6H,0 0,2
CuClz- 2H,0 0,01
NiClz - 6H,0 0,02
Na;MoO, - 2H,0 0,03

Tyrimo metu naudoti skirtingi anglies $altiniai, kurie yra nurodyti 2.4 dalyje. Jy koncentracija
produkcijos terpéje lygi 2 %. Inokuliatas inkubuotas 72 val. 180 apsisukimy per minute¢ greic¢iu 30 °C
temperatiiroje. Terpés pH verté 7 palaikoma pridedant 10 % NaOH arba 10 % HCI. Tam, kad bty
stebimas bakterijy prieaugis, kas 24 val buvo imami méginiai ir matuojama jy $viesos sugertis prie
600 nm bangos ilgio. Biosintezés progresui stebéti taip pat matuota sausos biomasés koncentracija.
Tai buvo atliekama kas 24 val paimant 1 ml méginio, kuris yra perkeliamas j i§ anksto pasvertg
mégintuveélj ir iSsodinamas centifuguojant. Supernatantas nupiltas, nuosédos perplautos distiliuotu
vandeniu ir dar kartg centrifuguotos. Dar kartg nupiltas supernatantas, o mégintuvélis su nuosédomis
buvo dziovinamas 24 val 50 °C temperatiiroje. Pra¢jus nustatytam laikui mégintuvelis su i§dziuvusia
biomase buvo pasveriamas, i§ gautos reikSmés atimamas tus¢io mégintuvélio svoris ir gaunama
reik§mé perskaiciuojama j PHA koncentracijg gramais litre fermentacijos terpés.

2.5.4. PHA isskyrimas
Siekiant optimizuoti PHA isskyrima, buvo tiriami penki budai:

1. | isdziovintas biomasés granules jpilta 10 ml 0,4 % natrio hipochlorito tirpalo ir gerai
iSmaiSyta. MiSiniai inkubuoti 37 °C temperataroje 1 val. Gautos nuosédos 15 min. Buvo
centrifuguojamos 10000 apsisukimy per minut¢ grei¢iu ir nuplautos 10 ml acetono. Tada
turinys centrifuguotas, nuplautas 10 ml distiliuoto vandens ir dar kartg centrifuguotas, kad
buty gautos PHA granulés. Tada j granules buvo jpilta 10 ml chloroformo ir 12 val. dziovinta
50 °C temperatiiroje, po to 48 val. dZiovinta 105 °C temperataroje [33];

2. fermentacijos miSinys 30 min. centrifuguotas 7000 apsisukimy per minute grei¢iu 4 °C
temperatiroje. Atskirta biomasé sumaiSyta su natrio hipochlorito tirpalu santykiu 1 g
biomasés 3,5 ml natrio hipochlorito tirpalo (1:2 natrio hipochlorito ir chloroformo) ir miSinys
paliktas kambario temperatiiroje 24 val. Tuomet misinys buvo centrifuguojamas, plaunamas
distiliuotu vandeniu, ant gauty PHA granuliy buvo pilamas Saltas acetonas. Galiausiai gautas
biopolimeras buvo dziovinamas 50°C temperatiiroje [55];

3. po fermentacijos terpé buvo centrifuguojama 10 minuéiy 10000 apsisukimy per minute
grei¢iu, nuosédos praplautos distiliuotu vandeniu ir centrifugavimas pakartojamas. Tuomet
nuosédos jdedamos j termostata ir dziovintos 50 °C temperatiiroje 24 val. Nustacius sausy
lgsteliy svorj, j i8dziovintg biomas¢ buvo jpilama 10 ml 0,4 % natrio hipochlorito tirpalo,
misinys inkubuojamas 37 °C temperatiroje 1 val, tuomet du kartus centrifuguojama ir
praplaunama 10 ml vandens. Nucentrifuguota biomas¢ uzpilta 5 ml acetono ir metanolio
misiniu (santykis 1:1), nucentrifuguota, Sis procesas pakartotas. Nuosédos uzpiltos 5 ml
verdancio chloroformo ir buvo dziovinamos 50 °C temperattiroje [33];
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4. fermentacijos misinys sumaiSomas su 10 ml 1 % SDS tirpalo, terpés pH 10, miSinys buvo
laikomas 60 minuciy 37 °C temperatiroje. Tuomet miSinys buvo centrifuguojamas 15
minuciy. Nuosédos uzpiltos 1 ml NaClO tirpalu, miSinys praskiestas distiliuotu vandeniu iki
5 ml. Misinys centrifuguota, du kartus plautas distiliuotu vandeniu, o gautos PHA granules
buvo dziovinamos 50 °C temperatiiroje [56];

5. biomasé apdorota 20 ml 6 % natrio hipochlorito ir 20 ml chloroformo misiniu. MiSinys buvo
inkubuojamas 1 val. 37 °C temperatiiroje, tada centrifuguotas 10 min. 4000 apsisukimy per
minutg greiCiu. Gautos trys atskiros fazés: virSutiné fazé — natrio hipochlorito tirpalas,
viduringje fazéje buvo keletas nesuardyty lasteliy, o apatiné fazé buvo chloroformo fazé su
PHA. Dvi virSutinés fazés paSalintos, naudojant plastikines pipetes. PHA nusodintas,
naudojant $altg metanolj, kurio turi bati keturis kartus didesnis Kiekis. Nusodintas polimeras
plautas distiliuotu vandeniu ir i8dziovintas eksikatoriuje [57].

Dél didziausio efektyvumo ir metodo paprastumo, pasirinktas 3 badas. Isdziovintas PHA kiekybiskai
jvertintas ir panaudotas tolimesniems savybiy tyrimams.

2.5.5. Savybiy tyrimas
2.5.5.1. Tirpumas

Tiriamas PHA tirpumas vandenyje ir DMSO. 10 mg sauso PHA tirpinta 10 ml tirpiklio ir
mégintuvéliai buvo Sildomi 100 °C temperatiiros vandens voneléje. Buvo atliekamas vizualus
vertinamas siekiant nustatyti, ar PHA istirpo.

2.5.5.2. Antioksidacinio aktyvumo nustatymas DPPH metodu

Laisvojo DPPH radikalo tirpalas yra tamsiai violetinés spalvos. Reakcijoje su antioksidaciniu
junginiu nesuporuotas DPPH azoto elektronas prisijungia vandenilio atoma, susidaro stabilus
junginys ir tirpalas nusidazo S$viesiai gelsva spalva (2.2 pav.). Spalvos pokytis nustatomas
spektrofotometriniu biidu, matuojant $viesos sugertj 517 nm bangos ilgyje.

O_N.VV_.T_._.‘_.,NO_‘ ' A - TH -

2.2 pav. DPPH radikalo slopinimo reakcija [57]

Paruostas 50 ml 0,1 mM koncentracijos DPPH tirpalas. Paruosti tiriamieji 1 mg/ml koncentracijos
tirpalai i§ skirtingy anglies Saltiniy, gautus PHA istirpinant DMSO. Kaip kontrolinis tirpalas tyrime
naudotas 1mg/ml koncentracijos askorbo ragsties tirpalas. Paruostas kontrolinis tirpalas: 1 ml DPPH
ir 1 ml DMSO. 1 ml DPPH tirpalo buvo jpilama j 1 ml tiriamyjy tirpaly. Kiekvienam bandiniui buvo
atliekami 3 pakartojimai. Tirpalai palikti tamsoje 20 minuciy ir iSmatuota Sviesos sugertis 600 nm
bangos ilgyje spektrofotometru.
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DPPH slopinimas apskai¢iuotas pagal (2.1) formulg:

Apg-Ay
Ap

slopinimas (%)= ( ) -100 (2.1)

¢ia Ag — palyginamojo tirpalo $viesos sugertis, Aa — tiriamojo tirpalo $viesos sugertis [58].
2.5.5.3. Antioksidacinio (redukcinio) aktyvumo nustatymas

Metodas paremtas bioaktyvaus junginio geba redukuoti Fe[(CN)s]z i Fe[(CN)e]2. Prie redukuoto
produkto pridéjus laisvo Fe®', susidaro tamsiai mélynos spalvos gelezies kompleksinis junginys
Fes[Fe(CN)e]s, dar vadinamas Priisy mélynuoju:

Fe(CN)s> + AH — Fe(CN)s* + A- + H* (2.2)
Fe(CN)e* + Fe*" — Fes[Fe(CN)s]s + A- + H* (2.3)

Prasy mélynasis pasizymi stipria Sviesos sugertimi 700 nm bangos ilgyje. Reakcijos miSinio
absorbcijos padidéjimas reiskia, kad tiriamasis junginys pasizymi redukuojamaja geba, o kuo didesné
absorbcijos verte, tuo stipresnis antioksidacinis poveikis.

1 0,5 ml 1 mg/ml koncentracijos tiriamojo PHA tirpalo jpilta 1,25 ml fosfatinio buferio ir 1,25 ml 1
% Ks[Fe(CN)g] tirpalo. Kontrolinis tirpalas gautas 1,25 ml fosfatinio buferio sumaisant su 1,25 ml 1
% Ka[Fe(CN)s] tirpalo. Bandiniai inkubuoti 50 °C temperatiiroje 20 minuéiy, véliau j juos jpilta 1,5
ml trichloracto ragsties tirpalo ir iSmaiSyta. Tuomet 1,25 ml bandomuyjy ir kontrolinio tirpaly
sumaisyta su 1,25 ml distiliuoto vandens ir 0,5 ml 0,1 % FeCls tirpalo. Spektrofotometru iSmatuota
tirpalo $viesos sugertis 700 nm bangos ilgyje [59].

2.5.5.4. Antioksidacinio aktyvumo nustatymas FRAP metodu

Metodas yra pagrijstas Fe** — TPTZ komplekso redukavimu iki intensyviai mélynos spalvos gelezies
Fe?* komplekso dél antioksidacinio tiriamojo junginio poveikio riigitinéje terpéje (2.3 pav.).
Antioksidacinis aktyvumas nustatomas kaip absorbcijos padidéjimas, kai bangos ilgis 593 nm, o
rezultatai iSreiSkiami mikromoliniais Fe?* ekvivalentais [60].

~ |
N + antioksidantas

—>

|||)
Lj)\ )\O -elektronas LJ)\ )\U
Fe3*-TPTZ Fe?*-TPTZ
Bespalvis Tamsiai mélynos spalvos

2.3 pav. FRAP radikalo slopinimo reakcija [59]

Paruostas FRAP reagentas: sumaisyta 25 ml 300 mM acetato buferio, 2,5 ml 10 mmol TPTZ ir 2,5
ml FeCls - 6H20 (20 mmol/l). Méginiai (20 uL méginio ir 80 pL metanolio) sumaisyti su 3 ml FRAP
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reagento. Tuscias méginys — 100 puL metanolio ir 3 ml FRAP reagento miSinys. [Smatuota reakcijos
misinio $viesos sugertis 593 nm bangos ilgyje. Kalibraciné kreivé buvo ruosta FeSO4 - 7H20 (5, 10,
15, 20; 25 pmol/l). Reik8mé apskaiCiuota pagal kalibracing kreive pmol/l Fe(ll)/l. Tuscias
kalibracinés kreivés méginys buvo i§ 3 ml FRAP ir 7 ml vandens [58].

2.5.5.5. Antioksidacinio aktyvumo nustatymas ABTS metodu

ABTS metodas pagrjstas antioksidanto gebéjimu stabilizuoti ABTS katijono radikalg, kuris susidaro
ABTS reaguojant su kalio persulfatu. ABTS radikalas turi mélynai zalig spalvg. Reakcijos, kuri
pavaizduota 2.4 pav., metu vyksta elektrony pernasa i$ antioksidanto j ABTS ir §io proceso pozymis
yra spalvos pokytis, kuris matuojamas spektrofotometru 734 nm bangos ilgyje, 0 antioksidacinj
poveikj nusako spalvos pokyc¢io skirtumas.

CHl,

\( + ant|0k5|dantas
N
\ r:,,H
CoHg
/ %
N

C Hg

0,8

2.4 pav. ABTS radikalo slopinimo reakcija [60]

ABTS tirpalas praskiestas tiek, kad $viesos sugertis 734 nm bangos ilgyje baty 1,5-1,7. 1 0,5 ml
tirlamojo tirpalo jpilta 1,7 ml fosfato buferio (20 mM) ir 0,3 ml praskiesto ABTS tirpalo. Nustatyta
ABTS §viesos sugertis 734 nm bangos ilgyje. ABTS slopinimas apskai¢iuotas pagal 2.4 formulg:

Ap-Ap

slopinimas (%):( ) -100 (2.4)

B
Cia: Ag — palyginamojo tirpalo $viesos sugertis, Aa — tiriamojo tirpalo §viesos sugertis [61].

2.5.5.6. FTIR analizé

Furj¢ transformacijos infraraudonyjy spinduliy spektroskopija (FTIR) principas pagristas
infraraudonyjy spinduliy sgveika su méginio molekuliniais virpesiais. FTIR spektroskopijos metu
infraraudonyjy spinduliy pluostas praleidziamas pro méginj, o praéjusi spinduliuoté surenkama ir
iSmatuojama. Infraraudonoji spinduliuoté sgveikauja su méginio molekuliniais virpesiais, todél
meéginyje esantys atomai virpa tam tikrais dazniais. Méginio sugerta energija matuojama kaip
infraraudonosios spinduliuotés daznio funkcija. Gautas spektras vadinamas infraraudonyjy spinduliy
spektru arba IR spektru. Spektro virSunés atitinka konkrecius méginyje esanciy funkciniy grupiy
molekulinius virpesius. Surinktoms interferogramoms konvertuoti j dazniy srities spektrus
naudojama Furjé transformacija. Gautame spektre pateikiama informacija apie méginyje esancius
cheminius ryS$ius ir funkcines grupes, tod¢l galima identifikuoti ir kiekybiskai nustatyti méginyje
esanc¢ius komponentus [62]. 2.5 pav. pateiktas PHB FTIR spektras [63].

Atsverta 200 £10 mg KBr ir 2+0,5 mg tiriamo junginio, supilta j agato griistuva. Abi medziagos
sumaiSomos tarpusavyje ir gautas misinys buvo vakuumuojamas 2 minutes. Gauta suslégta tableté
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patalpinta j spektrometro bandiniy talpykla ir buvo atliekama analizé, uzraSomas junginio spektras
[63].
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2.5 pav. PHB FTIR spektras [63]
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3. Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas

Tyrime naudotos Bacillus subtilis, Cupriavidus necator ir Escherichia coli bakterijy kulttros.
Pasirinkti anglies Saltiniai buvo cukranendriy cukrus, gliukozé, melasa, apdorota melasa, sacharozé
bei stevija. Fermentacija buvo vykdoma 72 valandas, po to susidargs PHA buvo isskiriné¢jamas ir

......

sugerciai iSmatuoti. Kas 24 valandas buvo sekama ir PHA koncentracija, perskaiciuota i$ susidariusio
biomasés kiekio. Pagamintam PHA buvo atliekami antioksidaciniai tyrimai FRAP, DPPH, ABTS
metodais bei redukciniy savybiy nustatymas.

3.1. PHA susidarymo i$ skirtingy anglies $altiniy tyrimas, naudojant Bacillus subtilis
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Anglies #altinis

3.1 pav. Fermetacijos terpés Sviesos sugertis po 24 valandy

I8 rezultaty matyti, kad po 24 valandy fermentacijos (3.1 pav.) didziausias Bacillus subtilis bakterijy
augimas pastebétas, kai anglies Saltinis mitybingje terpéje buvo sacharozé (Sviesos sugertis 1,71 0.
V.), 0 maziausias — Su Stevija (Sviesos sugertis 0,24 0. v.).
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o 1,40 1,31
T 1,20
an
7
% 1,00
g
£ 0,80
pivg)
0,60
0,40
0,23
i
0,00
Cukranendriy Gliukozé Melasa Apdorotamelasa  Sacharozé Stevija
cukrus

Anglies saltinis

3.2 pav. Fermetacijos terpés Sviesos sugertis po 48 valandy

Po 48 valandy (3.2 pav.) didziausias Sviesos sugerties pokytis iSmatuotas, kai fermentacijos terpéje
anglies Saltinis buvo cukranendriy cukrus ir sacharozé, jy rezultatai didziausi (atitinkamai 2,04 ir 2,08
0. V.), 0 maziausia iSmatuota Sviesos sugertis buvo fermentacijos terpéje, kurioje anglies $altinis buvo
stevija (0,23 0. V.).
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3.3 pav. Fermentacijos terpés $viesos sugertis po 72 valandy
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Po 72 valandy (3.3 pav.) didZiausia Sviesos sugertis iSmatuota terpése, kuriose anglies Saltiniai buvo
cukranendriy cukrus (2,38 0. v.) ir sacharozé (2,18 0. v.), o maziausia — stevija (0,43 0. v.). Taip pat
svarbu pazyméti, kad nors melasos $viesos sugertis po 24 valandy fermentacijos buvo didziausia po
terpés su sacharoze (1,63 0. v.), po 72 valandy $viesos sugerties pokytis nebuvo didelis, kadangi
Sviesos sugerties verté lygi 1,90 o. v.
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Anglies ¥altinis
3.4 pav. PHA koncentracija fermentacijos terpéje po 24 valandy

Po 24 valandy fermentacijos (3.4 pav.) didziausia PHA koncentracija gauta terpéje, kurioje anglies
Saltinis buvo cukranendriy cukrus (7,70 g/l), 0 maziausia — apdorota melasa (0,49 g/l).
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3.5 pav. PHA koncentracija fermentacijos terpéje po 48 valandy

Po 48 valandy (3.5 pav.) visuose PHA méginiuose koncentracija padidéjo. Terpéje su cukranendriy
cukrumi PHA koncentracija buvo didziausia (8,03 g/l), 0 su stevija — maziausia (0,70 g/l).
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3.6 pav. PHA koncentracija fermentacijos terpéje po 72 valandy

Po 72 valandy (3.6 pav.) visuose méginiuose, iSskyrus PHA méginj, pagamintg naudojant Stevija,
nustatytas PHA koncentracijos sumazéjimas. Didziausia PHA koncentracija buvo terpéje su
cukranendriy cukrumi (4,24 g/l).
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Tyrimo metu pastebéta, kad PHA biosintezés i§ Bacillus subtilis metu didziausia PHA koncentracija
gauta fermentacijos terpéje, kurioje anglies S$altinis buvo cukranendriy cukrus, o maziausia —
apdorota melasa. Taip pat nustatyta, kad naudojant cukranendriy cukry gaunama didesné PHA

koncentracija nei naudojant sacharoze, o naudojant apdorota melasag gaunama mazesné PHA
koncentracija nei neapdorota.

3.2. PHA susidarymo i$ skirtingy anglies Saltiniy tyrimas, naudojant Cupriavidus necator
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3.7 pav. Fermetacijos terpés Sviesos sugertis po 24 valandy

Po 24 valandy fermentacijos (3.7 pav.) didziausia $viesos sugertis iSmatuota terpéje, kurios anglies
Saltinis yra apdorota melasa (1,22 0. Vv.), 0 maziausia, kurios anglies Saltinis yra stevija (0,06 0. V.).
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Anglies Saltinis

3.8 pav. Fermentacijos terpés §viesos sugertis po 48 valandy

Po 48 valandy (3.8 pav.) iSmatuota, kad terpés, kurioje anglies $altinis buvo apdorota melasa, $viesos
sugerties verté sumazéjo iki 0,94 0.v., 0 terpés su melasa $viesos sugerties verté pakilo nuo 1,05 0. v.
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iki 2,21 0. v. Terpés su cukranendriy cukrumi $viesos sugertis sumazéjo nuo 0,33 0. v. iki 0,22 0. v.
Maziausia Sviesos sugertis iSmatuota terpéje su stevija (0,21 0. v.).
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Anglies 3altinis

3.9 pav. Fermetacijos terpés Sviesos sugertis po 72 valandy

Po 72 valandy (3.9 pav.) visy méginiy Sviesos sugerties vertés padidéjo. [Smatuota didZiausia §viesos
sugertis terpéje, kurioje anglies $altinis buvo melasa (2,43 0. v.), o maziausia — stevija (0,22 0. v.).

2,00

1,52 1,46 1,46
1.80
1,60
21 10 1,32 1,15
81,20
1,00
£ 080
g 0,60
™ 0,40
0.20 0,00
0,00

Cukranendriy ~ Gliukozé Melasa Apdorota  Sacharozé Stevija
cukrus melasa

oncentracija, g/l

Anglies Saltinis

3.10 pav. PHA koncentracija fermentacijos terpéje po 24 valandy

Po 24 valandy fermentacijos (3.10 pav.) didziausia koncentracija iSmatuota PHA méginyje, Kurio
anglies Saltinis buvo cukranendriy cukrus (1,52 g/l). PHA, pagamintiems naudojant gliukoze ir
sacharoze¢ kaip anglies Saltinius, apskaiéiuota vienoda PHA koncentracija (1,46 g/l), 0 méginyje,
kuriame PHA buvo biosintetinas naudojant stevija, susidariusio PHA neaptikta.
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3.11 pav. PHA koncentracija fermentacijos terpéje po 48 valandy

Po 48 valandy (3.11 pav.) didziausia PHA koncentracija uzfiksuota méginyje su melasa (2,06 g/l).
Nustatyta, kad terpése su cukranendriy cukrumi, gliukoze ir sacharoze PHA koncentracija sumazéjo
atitinkamai nuo 1,52 g/l iki 0,17 g/l, nuo 1,46 g/l iki 0,24 g/l ir nuo 1,46 g/l iki 0,28 g/I.

3,00

2.48 2,48
2,50
2,00
1,27

1,50
1,00

0,40 0,55
0,50 0,37 i '
0,00 .

Cukranendriuy ~ Gliukozé Melasa Apdorota  Sacharozé Stevija
cukrus melasa

PHA koncentracija, g/1

Anglies 3altinis

3.12 pav. PHA koncentracija fermentacijos terpéje po 72 valandy

Po 72 valandy (3.12 pav.) nustatytas PHA koncentracijos padidéjimas Vvisuose méginiuose, 0 PHA,
kuriy gamyboje kaip anglies Saltiniai naudoti melasa ir apdorota melasa, koncentracijos yra
didziausios ir yra lygios 2,48 g/l. MaZziausia PHA koncentracija uzfiksuota méginyje su cukranendriy
cukrumi (0,37 g/l).

Istyrus PHA biosintezg i§ Cupriavidus necator gauti rezultatai rodo, kad didziausia PHA
koncentracija gauta, kaip anglies S$altinj biosintezéje naudojant melasa ir apdorota melasg, O
maziausia naudojant cukranendriy cukry. Taip pat pastebéta, kad naudojant cukranendriy cukry,
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gliukozg bei sacharoze, fermentacijos proceso eigoje gaunamas zenklus PHA koncentracijos
sumazéjimas.

3.3. PHA susidarymo i$ skirtingy anglies $altiniy tyrimas, naudojant Escherichia coli
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3.13 pav. Fermetacijos terpés $viesos sugertis po 24 valandy

Po 24 valandy fermentacijos (3.13 pav.) nustatyta, kad fermentacijos terpés, kurioje anglies Saltinis
buvo melasa, $viesos sugerties verté didziausia (1,59 0. v.), 0 stevija — maZiausia (0,23 0. V.).
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3.14 pav. Fermetacijos terpés §viesos sugertis po 48 valandy

Po 48 valandy (3.14 pav.) visy méginiy $viesos suger¢iy vertés buvo didesnés nei po 24 valandy.
Terpés, kurioje anglies $altinis buvo modifikuota melasa, $viesos sugerties verté buvo didziausia
(1,69 0. v.), o stevija — maziausia (0,32 0. V.).
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3.15 pav. Fermetacijos terpés $viesos sugertis po 72 valandy

Po 72 valandy (3.15 pav.) terpés su cukranendriy cukrumi iSmatuota Sviesos sugerties verté buvo

didZiausia (1,92 0. V.), o terpés su stevija $viesos sugerties verté sumazéjo iki 0,08 0. v. ir buvo
maziausia.
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Anglies $altinis

3.16 pav. PHA koncentracija fermentacijos terpéje po 24 valandy

Po 24 valandy fermentacijos (3.16 pav.) nustatyta, kad didziausia PHA koncentracija susidaré
meéginyje, Kurio anglies Saltinis buvo cukranendriy cukrus (2,56 g/l), 0 maziausia — stevija (1,27 g/l).
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3.17 pav. PHA koncentracija fermentacijos terpéje po 48 valandy

Po 48 valandy (3.17 pav.) visuose méginiuose, iSskyrus tame, kurio anglies Saltinis buvo sacharoze,
PHA koncentracijy vertés sumazéjo. DidZiausia PHA koncentracija nustatyta méginyje, kuris gautas,
kai anglies $altinis buvo cukranendriy cukrus (2,29 g/l), o maziausia — stevija (1,05 g/l).
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Anglies saltinis

3.18 pav. PHA koncentracija fermentacijos terpéje po 72 valandy

Po 72 valandy (3.18 pav.) nustatyta, kad visuose méginiuose pakilo PHA koncentracija, 0 PHA, gauto
naudojant cukranendriy cukry, gliukozg ir sacharozg, Zenkliai pakilo (atitinkamai nuo 2,29 g/l iki 5,63
g/l, nuo 2,23 iki 5,51 g/l ir nuo 2,09 iki 5,31 g/l).

Pagal surinktus duomenis galima teigti, jog PHA biosintezés i§ Escherichia coli metu didziausias
PHA kiekis yra gaunamas, kai anglies Saltinis fermentacinéje terpéje yra cukranendriy cukrus, o
maziausias — stevija. Taip pat pastebéta, kad melasa pagal susidariusj PHA kiekj yra efektyvesnis
anglies Saltinis nei apdorota melasa.
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3.4. Antioksidacinio aktyvumo nustatymas ABTS metodu

ABTS radikalo slopinimo tyrime dél tiriamosios medziagos trikumo nebuvo tirti PHA, gauti i§
Cupriavidus necator, kai anglies $altinis buvo stevija ir Eschericia coli, kai anglies $altinis buvo
sacharozé.

Atlikus antioksidacinio aktyvumo tyrima su ABTS radikalu, gauti rezultatai, naudojant visas
bakterijy kultiiras ir anglies Saltinius, vir$ijo 85 %, tai parodo, kad PHA méginiai pasizymi auksta
antioksidacinio aktyvumo ABTS radikalui geba. Palyginimui, §j tyrimg atlikus su askorbo rigstimi,
gauta slopinimo verté sieké 99,59 %.
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3.19 pav. ABTS slopinimo tyrimo rezultatai i$ Bacillus subtilis pagaminty PHA

I8 Bacillus subtilis kultiiros susintetinty PHA (3.19 pav.) gautas didziausias slopinimo rezultatas, kai
fermentacijos terpés anglies Saltinis buvo gliukozé (99,50 %), maziausias — kai apdorota melasa
(90,17 %).
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3.20 pav. ABTS slopinimo tyrimo rezultatai i§ Cupriavidus necator pagaminty PHA

IS Cupriavidus necator kultiros susintetinty PHA (3.20 pav.) stipriausiu slopinimu pasizyméjo

biopolimeras, gautas fermentacijos terpéje kaip anglies Saltinj naudojant cukranendriy cukry (99,35
%), o silpniausiu — sacharoze (96,97 %).
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3.21 pav. ABTS slopinimo tyrimo rezultatai i§ Escherichia coli pagaminty PHA

IS Eschericia coli kultiros susintetinty PHA (3.21 pav.) didZiausiu ABTS slopinimo poveikiu
pasizyméjo PHA, biosintetintas naudojant gliukoze (95,73 %), 0 maziausiu — stevija (89,30 %).
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I8 visy rezultaty didziausiu slopinimu pasizyméjo PHA, gautas i§ Bacillus subtilis kulttiros, naudojant
gliukoze (99,50 %), o silpniausiu slopinimu — susintetintas i§ Escherichia coli, naudojant stevija
(89,30 %).

3.5. Antioksidacinio (redukcinio) aktyvumo nustatymas

Redukcinio aktyvumo nustatymo tyrime dél tiriamosios medziagos trukumo nebuvo tirti PHA, gauti
i§ Cupriavidus necator, kai anglies Saltinis buvo stevija ir Eschericia coli, kai anglies $altinis buvo
sacharozé.

Atliktas antioksidacinio (redukcinio) aktyvumo tyrimas parodé, kad gauti PHA pasizymi silpna geba
redukuoti Fe*" jona, palyginus su askorbo riigitimi, kurios §viesos sugertis sieké 2,29 0. V.
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3.22 pav. Redukcinio aktyvumo tyrimo rezultatai i§ Bacillus subtilis pagaminty PHA

I8 Bacillus subtilis kultiros susintetinty PHA (3.22 pav.) gautas didziausias redukcinio aktyvumo
rezultatas, kai fermentacijos terpés anglies Saltinis buvo apdorota melasa (0,16 0. v.), 0 maziausias —
kai stevija (0,04 0. v.).
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3.23 pav. Redukcinio aktyvumo tyrimo rezultatai i§ Cupriavidus necator pagaminty PHA

I§ Cupriavidus necator kulttros susintetinty PHA (3.23 pav.) didZiausia $viesos sugerties verté gauta,
kai anglies $altinis buvo gliukozé (0,11 0. v.), o maziausia— apdorota melasa ir sacharozé (0,04 0. v.).
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3.24 pav. Redukcinio aktyvumo tyrimo rezultatai i§ Eschechia coli pagaminty PHA

IS Eschericia coli kultiiros susintetinty PHA (3.24 pav.) didziausia $viesos sugerties reik§mé gauta
PHA, auginto terpéje, kurioje anglies $altinis buvo stevija (0,17 0. v.), 0 maziausia — gliukozé (0,07
0. V.).

I§ visy rezultaty didziausiu redukciniu aktyvumu pasizyméjo PHA, susintetintas i§ Escherichia coli
kulttiros, naudojant stevija (0,17 0. v.), 0 maziausiu aktyvumu — susintetintas i§ Bacillus subtilis,
naudojant stevija (0,04 0. v.) arba Cupriavidus necator, naudojant apdorotg melasg ir sacharozg (0,04
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0. v.). Taciau jvertinant visus rezultatus, stipresnémis redukcinémis savybémis pasizyméjo PHA
meéginiai, gauti i§ Bacillus subtilis, lyginant su Cupriavidus necator.

3.6. Antioksidacinio aktyvumo nustatymas DPPH metodu

Siuo metodu atlikti tyrimai neparodé teigiamo rezultato, apskai¢iuotos slopinimo reik§més buvo
neigiamos.

3.7. Antioksidacinio aktyvumo nustatymas FRAP metodu

FRAP metodo tyrime dél tiriamosios medziagos trilkumo nebuvo tirti PHA, gauti i§ Cupriavidus
necator, kai anglies $altinis buvo stevija ir Eschericia coli, kai anglies Saltinis buvo sacharozé.

Tyrimo metu matuota ir véliau skai¢iavimams naudota kalibraciné kreive pateikta 3.25 pav.
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3.25 pav. FRAP tyrimo kalibraciné kreivé

Atlikus FRAP tyrimg su Bacillus subtilis pagamintais PHA (3.26 pav.) pastebéta, kad stipriausiu
antioksidaciniu poveikiu pasizyméjo biopolimeras, kurio biosintezéje kaip anglies Saltinis naudotas
cukranendriy cukrus (0,0017 pumol/l), panasus rezultatas nustatytas méginyje su apdorota melasa
(0,0016 pmol/1), o silpniausias antioksidacinis poveikis nustatytas méginyje su stevija (0,0005
umol/1).
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3.26 pav. FRAP tyrimo rezultatai i§ Bacillus subtilis pagaminty PHA

Tyrimo, atlikto su Cupriavidus necator pagamintais PHA (3.27 pav.) rezultatai parodé, kad
stipriausiu antioksidaciniu poveikiu pasizyméjo biopolimeras, pagamintas i§ cukranendriy cukraus
(0,0023 umol/1), o silpniausiu — i§ gliukozés (0,001 umol/l).
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3.27 pav. FRAP tyrimo rezultatai i§ Cupriavidus necator pagaminty PHA

Is Escherichia coli pagaminty PHA méginiy atlikto tyrimo metu (3.28 pav.) nustatyta, kad
biopolimerai, susintetinti naudojant gliukoze, pasizymi stipriausiu antioksidaciniu poveikiu (0,0018
umol/1), o naudojant apdorotg melasg ir sacharoze — silpniausiu (0,0009 pumol/1).
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3.28 pav. FRAP tyrimo rezultatai i§ Escherichia coli pagaminty PHA

Pagal gautus rezultatus galima spresti, kad aktyviausiai FRAP redukcijos reakcijoje dalyvavo PHA,
susintetintas i§ Cupriavidus necator, kai anglies $altinis buvo cukranendriy cukrus (0,0023 umol/1),
o silpniausig antioksidacinj poveikj prie§ FRAP radikalg turéjo Bacillus subtilis i§ stevijos
susintetintas PHA (0,0005 pumol/l). Pastebéta, kad melasa pasizyméjo stipresniu antioksidaciniu
poveikiu prie§ FRAP reagentg nei apdorota melasa, o cukranendriy cukrus — nei sacharozé. Taip pat
atliktas tyrimas parodé, kad PHA pasizymeéjo silpna geba redukuoti Fe**-TPTZ reagenta, palyginus
su askorbo raigstimi (0,047 umol/l).

3.8. FTIR tyrimo rezultatai

PHA, gauto i$ Bacillus subtilis, kai melasa buvo panaudota kaip anglies Saltinis, atlikta FTIR analizé,
0 gautas spektras pavaizduotas 3.29 pav. Ties 3302,48 cm™ matomas stiprus signalas biidingas O-H
jungties virpesiams. Ties 2961,76 cm™ ir 2929,36 cm™ esancios smailés budingos alifatiniams C-H
jungties virpesiams. Ties 1654,07 cm™ matomas signalas priskiriamas C=0 junggiai. Ties 1071,03
cm? matoma smailé gali bati priskiriama C-O virpesiui esteringje grupéje. Sios smailés
identifikuotos, remiantis T. R. Shamala ir kt. [63] iSanalizuotu spektru, kuriame tarp 1724 cm™ ir
1740 cm? identifikuoti C=0O jungties virpesiai, 0 intervale tarp 1150-1300 cm™ esantys pikai
priskiriami C-O virpesiui esterinéje grupéje.
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4. Rekomendacijy dalis

Atlikus tyrimus, aptarus gautus rezultatus bei iSanalizavus R. De Gama ir kt. atliktg darba [56],
efektyviai polihidroksialkanoaty gamybai rekomenduojama taikyti pateikta gamybing schema (4.1
pav.). I fermentatoriy F-1 iScentriniu siurbliu S-1 tiekiama atgaivinta Bacillus subtilis kulttra B ir
skysta LB terpé T-1, kuri pries tiekimg yra sterilinama autoklave AU-1. Fermentatoriuje
rekomenduojama palaikyti 35 °C temperatirg. IS jo kultira iScentriniu siurbliu S-2 tiekiama j
fermentatoriy F-2, ten taip pat tiekiama ir produkcijos terpé T-2, kuri yra sterilinama autoklavu AU-
2. Produkcijos terpés sudétyje yra rekomenduojamo anglies S$altinio cukranendriy cukraus.
Fermentatoriuje F-2 palaikoma 30 °C temperatiira, rekomenduojamas fermentacijos laikas yra 48
valandos. Fermentacijos miSinys tiekiamas S-3 siurbliu j centrifugg C-1, Kkurioje atskirtos
supernatanto atliekos siurbliu S-4 tiekiamos | atlieky surinkimo talpg AT-1. Susidariusi biomasé
tiekiama | reaktoriy R-1, kuriame yra maiSoma su 0,4 % NaClO tirpalu i§ T-3 talpos,
rekomenduojama reaktoriuje palaikyti 37 °C temperattirg. MiSinys tiekiamas j centrifugg C-2, kurioje
yra atskiriamos lgsteliy nuolauzos ir kitos priemaiSos. Supernatantas siurbliu S-5 tiekiamas j atlieky
talpg AT-2, 0 nuosédos patenka j reaktoriy R-2, kuriame yra maiSomos su siurbliu S-6 tiekiamu
acetonu ir metanoliu, kuriy rekomenduojamas santykis yra 1:1. Toliau §is misinys patenka j centrifuga
C-3, kur yra atskiriamas PHA ir istirpusios priemai$os, jos siurbliu S-7 tiekiamos j atlieky talpg AT-
3, 0 PHA patenka j reaktoriy R-3, jame polimeras yra maiSomas su chloroformu, tiekiamu i§ talpos
T-6 per kaitintuva K. Misinys teka per filtrg F, chloroformas surenkamas talpoje AT-4, PHA granulés
dziovinamos rotacinéje dziovykloje D, rekomenduojama dziovinimo temperatiira 50 °C. I8dziovintas
biopolimeras patenka j smulkintuvg SM, o susmulkintas produktas pakuojamas pakavimo kolonoje
PK.

4.1 lentelé. Polihidroksialkanoaty gamybos principinés aparatiirinés schemos Zyméjimas

Zyméjimas ReikSmé

B Bacillus subtilis bakterijy kultiira
AU-1, AU-2 Autoklavas
T-1,T-2,T-3, T-4, T-5,T-6 Zaliavos tiekimo talpa
S-1, S-2, S-3, S-4, S-5, S-6, S-7 Siurblys

F-1, F-2 Fermentatorius
C-1,C-2,C-3 Centrifuga

AT-1, AT-2, AT-3, AT-4 Atlieky surinkimo talpa
R-1, R-2, R-3 Reaktorius su maisykle
K Kaitintuvas

F Filtras

D Rotaciné dziovyklé

SM Smulkintuvas

PK Pakavimo kolona
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ISvados

Bacillus subtilis polihidroksialkanoaty biosintezés metu i§ visy tirty anglies Saltiniy produkcijos
terpéje didziausia produkto iSeiga gauta, mitybinéje terpéje kaip anglies Saltinj naudojant
cukranendriy cukry (8,03 g/l).

Cupriavidus necator polihidroksialkanoaty biosintezés metu i§ visy tirty anglies Saltiniy

produkcijos terpéje didziausia produkto iSeiga nustatyta, fermentacijos terpéje kaip anglies Saltinj

naudojant melasg ir apdorotg melasg (2,48 g/l). Pagal gautus rezultatus nustatyta, kad melasos
apdorojimas produkto iSeigai jtakos neturéjo.

Escherichia coli polihidroksialkanoaty biosintezés metu i§ visy tirty anglies Saltiniy produkcijos

terpéje didZiausia produkto iSeiga buvo pasiekta, fermentacijos terpéje kaip anglies S$altinj

naudojant cukranendriy cukry (5,63 g/l).

. Jvertinus visus polihidroksialkanoaty iSeigos rezultatus, nustatyta, kad didZziausia

polihidroksialkanoaty koncentracija gauta i§ Bacillus subtilis kultiros po 48 valandy

fermentacijos, kai anglies Saltinis fermentacijos terpéje buvo cukranendriy cukrus (8,03 g/l).

. Atlikti gauty polihidroksialkanoaty is skirtingy anglies Saltiniy antioksidacinio aktyvumo tyrimai

Fe (I11) redukcijos, DPPH, FRAP, ABTS metodais.

a) Nustatyta, kad didziausiomis redukcinémis savybémis pasizyméjo i§ Bacillus subtilis
pagaminti polihidroksialkanoatai, kuriy anglies Saltinis buvo melasa (0,16 o. v.), Cupriavidus
necator — gliukozé (0,11 o. v.), o Escherichia coli — stevija (0,17 0. v.).

b) Didziausiomis redukcinémis savybémis pagal FRAP metodg i§ Bacillus subtilis kultiiros
pagaminty produkty pasizymejo PHA, biosintetintas naudojant cukranendriy cukry (0,0017
pumol/l), Cupriavidus necator — cukranendriy cukry (0,0023 umol/l), o Escherichia coli —
gliukoze (0,0018 pmol/l).

c) ABTS radikalg efektyviausiai i§ Bacillus subtilis kultiros méginiy slopino PHA, kurio
biosintezéje anglies Saltinis buvo gliukozé (99,5 %), Cupriavidus necator — cukranendriy
cukrus (99,35 %), Escherichia coli — gliukozé (95,73 %).
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