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Santrauka

Natiiralus polisacharidas alginatas dél unikaliy savybiy yra vienas 1§ placiausiai naudojamy
biopolimery. Gebéjimas sudaryti gelius, biologinis suderinamumas su kitomis medziagomis,
fizikocheminés savybés ir biologinis aktyvumas lemia platy alginato panaudojima medicinos,
farmacijos, maisto, kosmetikos ir tekstilés pramoné¢je. Alginato gamyba fermentacijos budu i
Azotobacter vinelandii bakterijy tampa svarbiu tyrimy objektu siekiant komercializuoti mikrobinius
polimerus. Didelés gamybos sagnaudos — vienas i$ pagrindiniy veiksniy, ribojanéiy alginato gamybos
1§ bakterijy pritaikyma pramoniniu mastu. Jvairiais tyrimais nustatyta, kad antriniy zaliavy
naudojimas kaip anglies Saltinio, fermentacijos parametry kontrol¢ bei geny inZinerijos metodai gali
efektyviai sumazinti gamybos i§laidas bei padidinti gaminamo produkto koncentracijg.

Biotechnologiné alginato gamyba atlikta naudojant gramneigiamas Azotobacter vinelandii bakterijas,
fermentacija vykdant 72 valandas. Atlikty tyrimy metu buvo istirta fermentacijos trukmés ir
devyniolikos skirtingy anglies Saltiniy jtaka bakterijy biomasei ir alginato koncentracijai, nustatytos
redukuojanéiy cukry koncentracijos, jvertintas pagaminty alginaty antioksidacinis aktyvumas,
alginato struktiiros identifikavimui nubraizyti FT-IR spektrai. I$ tirty tradiciniy ir alternatyviy anglies
Saltiniy didziausia (1,51 g/l) alginato koncentracija po 24 valandy trukmés fermentacijos gauta, kai
mitybinéje terp¢je anglies Saltiniu buvo naudotas citriny Zieveliy hidrolizatas. Pagaminty alginaty
antioksidacinio aktyvumo rezultatai pagal FRAP ir redukcinj metoda parod¢, kad didziausios
antioksidacinés savybés, atitinkamai 8,73 umol/l ir 0,30 0.v., buvo buidingos alginatui, kai jo gamybai
anglies Saltiniu naudotas obuoliy Zieveliy hidrolizatas.
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Summary

The natural polysaccharide alginate is one of the most widely used biopolymers due to its unique
properties. The ability to form gels, biocompatibility with other substances, physicochemical
properties and biological activity determine the wide use of alginate in the medical, pharmaceutical,
food, cosmetic and textile industries. The production of alginate by fermentation from Azotobacter
vinelandii bacteria is becoming an important research object in order to commercialize microbial
polymers. High production costs are one of the main factors limiting the application of alginate
production from bacteria on an industrial scale. Various studies have established that the use of
secondary raw materials as a carbon source, control of fermentation parameters and genetic
engineering methods can effectively reduce production costs and increase the concentration of the
produced product.

Biotechnological production of alginate was carried out using gram-negative Azotobacter vinelandii
bacteria, fermentation was carried out for 72 hours. During the conducted research, the influence of
fermentation duration and nineteen different carbon sources on bacterial biomass and alginate
concentration was investigated, the concentration of reducing sugars was determined, the antioxidant
activity of the produced alginates was evaluated, FT-IR spectra were drawn to identify the structure
of alginate. Among the studied traditional and alternative carbon sources, the highest concentration
(1.51 g/L) of alginate after 24 hours of fermentation was obtained when lemon peel hydrolysate was
used as a carbon source in the nutrient medium. The results of the antioxidant activity of the produced
alginates by FRAP and the reduction method showed that the highest antioxidant properties,
respectively 8.73 umol/L and 0.30 o.u., were characteristic of alginate when apple peel hydrolysate
was used as a carbon source.
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Santrumpy ir terminy sgrasas
Santrumpos:

AlgA - fosfomanozés izomerazé;

AlgC — fosfomanozés-mutazé;

AlgD — GDF-manozés-dehidrogenazé;

BMR — branduoliy magnetinis rezonansas;

CoA — kofermentas A;

DPPH — 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas;

DNS - 3,5-dinitrosalicilo rigstis;

EDC — 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimidas;

FDA — maisto ir vaisty administracija (angl. Food and drug administration);
FRAP — gelezies redukcijos antioksidaciné galia;

FT-IR — Furj¢ transformacijos infraraudonyjy spinduliy spektroskopija;
GDF - guanozino difosfatas;

NHS — N-hidroksisukcinimidas;

PGA — propilenglikolio alginatas;

TPTZ - 2,4,6-tripiridil-s-triazinas.
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Ivadas

Did¢jantis nattiraliy medziagy poreikis bei siekis iSspresti aplinkosaugines problemas skatina ieskoti
naujy biudy biomedziagoms gauti i$ atsinaujinan¢iy S$altiniy. Biopolimery gamyba i$ augaly ir
mikroorganizmy tapo vienu i§ perspektyviausiu biidu tvarumui vystyti. IS rudadumbliy lasteliy ir
Azotobacter vinelandii bakterijy gaminamas alginatas, dar vadinamas algino rtgstimi, pasizymi
unikaliy savybiy gausa, leidzianciy §] polimerg panaudoti jvairiose srityse. D¢l placiy pritaikymo
galimybiy maisto, medicinos, farmacijos bei kosmetikos pramonése alginaty poreikis nuolat auga,
tod¢l ieSkoma biidy kaip kuo efektyviau optimizuoti jo gamybg pramoniniu biidu. Iki Siol pagrindinis
Saltinis naudojamas komerciniam alginatui gaminti yra jiros dumbliai, kadangi tai pigus, placiai
paplites ir atsinaujinantis Saltinis. Taciau 1§ dumbliy gaminami alginatai yra mazos molekulinés maseés
ir grynumo, jy savybés labai priklauso nuo sezoniSkumo ir dumbliy augimo salygy, kas ypac apriboja
alginaty panaudojimg biomedicinos srityje. Populiaréjanti alternatyva, galinti pakeisti alginaty
gamyba i§ dumbliy yra bakterijy sintetinami egzopolisacharidai. DidZiausias i§ bakterijy gaminamy
alginaty privalumas yra tas, kad reguliuojant ir kontroliuojant fermentacijos procesa bei atliekant
chemines modifikacijas galima gauti tam tikromis savybémis pasizymincius alginatus, kas padidina
Sio biopolimero pritaikymo galimybes. Tam, kad alginatas i§ bakterijy biity gaminamas pramoniniu
mastu reikalingas gamybos iSlaidy sumazinimas. Dideliems gamybos kastams turi jtakos gryny
angliavandeniy (gliukozés, sacharozés, laktozés), kaip substraty naudojimas bakterijoms augti.
Pagrindinis biidas padidinti gamybos efektyvuma — anglies turin¢iy antriniy zaliavy, kaip pigiy
anglies Saltiniy, naudojimas. Maisto ir Zemes iikio pramoniniy antriniy zaliavy, tokiy kaip vaisiy
zieveliy, glicerolio ar pieno iSrligy naudojimas gali ne tik efektyviai sumazinti gamybos sgnaudas ar
padidinti gaminamo alginato kiekj, bet ir turéti jtakg atlieky valorizacijai, poveikio aplinkai
sumazinimui [1, 2].

Tyrimo tikslas — nustatyti ir palyginti jvairiy anglies Saltiniy jtaka alginato gamybai i§ Azotobacter
vinelandii bakterijy bei antioksidaciniam aktyvumui.

Tyrimo uZdaviniai:

1. optimizuoti alginato biotechnologing gamyba, naudojant skirtingus anglies Saltinius;

2. nustatyti ir palyginti tradiciniy bei alternatyviy anglies Saltiniy jtaka bakterijy biomaseés
koncentracijai ir alginato gamybai;

3. jvertinti fermentacijos trukmés jtakg alginato gamybai i§ Azotobacter vinelandii bakterijy;

4. 1Stirti pagaminty alginaty antioksidacinio aktyvumo savybes pagal DPPH, redukcinj ir FRAP
metodus;

5. pateikti didziausiy koncentracijy alginato méginiy FT-IR spektrus bei palyginti juos su
komercinio natrio alginato spektru.
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1. Literatiiros apZvalga
1.1. Alginatas

Alginatas — tai anijoninis, hidrofilinis, komerci$kai i§ rudadumbliy iSgaunamas polisacharidas,
priklausantis neSakoty kopolimery Seimai. Kaip ekstralgstelinj polimera alginatus biologiskai
sintetina ir tokios bakterijos kaip Azotobacter vinelandii bei Pseudomonas spp. Tiek i§ dumbliy, tiek
1§ bakterijy gauti alginatai pasizymi jvairiomis biofizikinémis, biocheminémis ir biologinémis
savybémis, leidzian¢iomis $iuos biopolimerus pritaikyti jvairiose pramonés srityse. Pagrindinés
savybés, nulemiancios jvairiapusj alginaty panaudojimg yra gebéjimas sudaryti gelius, biologinis
suderinamumas, tirpumas, netoksiSkumas, bioskaidumas, antioksidacinés savybés. Sios alginaty
savybés yra nulemiamos jy struktiiros ypatumais bei Saltinio, i$ kurio $is polimeras buvo i§gautas [3].

Chemiskai alginatas yra sudarytas i§ 1,4-glikozidiniais ryS$iais sujungty 1,4-B-D-manurono riigsties
(M) ir jos C5 epimero o-L-gulurono riigities (G) liekany. Sios riigi¢iy lickanos atsitiktinai
i§sidésciusios isilgai grandinés ir apima kiekvienos urono rtigsties sekas. M ir G liekanos gali sudaryti
homopolimerines (GG ar MM) ir heteropolimerines (GM, MG) bloky grandines. Alginato struktiiroje
svarbiausias yra G blokas, nes tik jis turi jtakos sgveikai su dvivalenciais jonais, kurie dalyvauja
sudarydami hidrogelius. Alginato struktiroje gausu laisvyjy hidroksilo (-OH) ir karboksilo (-COOH)
grupiy, leidZian¢iy jiems sudaryti intramolekulinius vandenilinius rySius. Seky sudétis, santykiné
grandinés molekuliné masé, bloky ilgis bei M/G santykis molekuléje yra pagrindiniai veiksniai
nulemiantys biopolimero gebéjima formuoti gelj, tirpuma bei kitas svarbias savybes [4].

OH

a-L-gulurono rigitis B-D-manurono riigitis

Algino ragstis

1.1 pav. Alginato struktiira [5]

Alginato struktira nustatoma naudojant ne tik jvairius biocheminius tyrimus, bet ir sudétingus
analizés metodus, tokius kaip chromatografija ir spektroskopija. Vienas pagrindiniy ir placiausiai
naudojamy biidy alginato molekulinei struktiirai ir cheminei sudéciai tirti yra *H BMR ir FT-IR
spektroskopija [6]. *H BMR spektroskopijos funkcionalumas priklauso nuo alginato gebéjimo
sujungti katijonus ir sudaryti vandenyje netirpy gelj. Informacija apie urono riigSties sudét] alginate
gaunama analizuojant signaly padétis spektre bei santykines sritis anomerinéje zonoje. Sios analizés
metu gauta informacija leidzia apskaic¢iuoti M/G santykj bei $iy vienety pasiskirstyma polimero
grandin¢je. Nustatyta, jog fizikinéms alginaty savybéms svarbios GG bloky sekos, kurios lemia
standesnio, kietesnio alginatinio gelio susidaryma, kai tuo metu MM bloky sekos — minkstesnio [7].
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1.2. Alginatas iS dumbliy

Jiiros dumbliuose gausu polisacharidy, kuriy koncentracija gali siekti iki 76 % visos sausos masgs,
priklausomai nuo dumbliy riiSies bei auginimo salygy. Alginatas yra vienas i§ pagrindiniy
polisacharidy, randamy ruduosiuose jiros dumbliuose, kaip lasteliy sieneliy bei tarplastelinés
matricos struktiiriné sudedamoji dalis. Sis polisacharidas uztikrina augalo mechaninj stipruma bei
lankstuma, reikalingg iSgyventi jurinése salygose [8]. Alginato biosintezés mechanizmas
makrodumbliuose iki Siol néra iki galo nustatytas, ta¢iau mokslininky atlikti medziagy apykaitos
tyrimai leido nustatyti galimg biosintezés kelig. Pagal tyrimy duomenis, alginato susidarymo
dumbliuose mechanizmg galima suskirstyti j tris pagrindinius etapus. Pirmasis etapas apima
fruktozés-6-fosfato pavertimo guanozino-difosfato-manurono ragstimi (GDP-ManA), vykstant
fermentinéms reakcijoms. Antrajame etape GDP-ManA yra perneSamas per citoplazming membrang
ir membranoje esanciais baltymais polimerizuojamas j polimanuronatg. Paskutinis etapas —
modifikacijos procesas, susidedantis i§ epimerizacijos ir skilimo reakcijy. Epimerizacijos reakcijos
metu fermentas manuronato C5 epimerazé vykdo izomerizacijg i§ manurono riigsties j gulurono
ragstj. Po Sio etapo susidaro alginato polimeras [9].

Komercinis alginatas i§gaunamas i§ Phaeophyceae seimos rudadumbliy, daugiausiai i§ Ascophyllum
nodosum, Laminaria hyperborea ir Macrocystis pyrifera. Alginato ekstrakcijos i$§ dumbliy metodas
apima keletg pagrindiniy etapy. Pirmiausiai atlickamas pirminis dumbliy biomasés apdorojimas,
kurio metu medziaga iSdziovinama ir mechaniSkai suardoma malant. Tam, kad biity iStirpinti 1gstelés
komponentai, paSalinti prieSjoniai bei sumazintas alginato klampumas, medziaga apdorojama
mineralinémis rugstimis. Po apdorojimo riigstimis vykdomas ekstrahavimas Sarmais, dazniausiai
naudojant natrio karbonatg ar natrio hidroksida, kurio metu iSgaunama algino riigstis kaip tirpus natrio
alginatas. Nuosédoms atskirti atlickamas centrifugavimas arba filtravimas. Alginatui nusodinti
druskos arba riigSties pavidalu | gautg ekstrakta pridedama kalcio chlorido arba sieros rugsties.
Pabaigoje, gautas alginatas yra iSdZiovinamas, susmulkinamas bei paruo$iamas naudojimui. Sis
alginaty ekstrahavimo metodas yra plaiai taikomas pramongje, taciau biidas yra sudétingas,
reikalaujantis daug laiko, cheminiy medziagy ir tirpikliy sanaudy. Siuo metu atlickami jvairis tyrimai
siekiant optimizuoti ekstrahavimo metoda, panaudojant ekstruderius, ultragarsg bei kitas pirminio
apdorojimo technologijas [10].

1.3. Alginatas i§ bakterijy

Per pastaruosius kelerius metus 1§ bakterijy sintetinami egzopolisacharidai tapo vienu svarbiausiu
moksliniy tyrimy objektu siekiant pakeisti tradiciniu biidu i§ dumbliy, gyviiny bei augaly gaunamus
polisacharidus. Yra Zinoma, jog i§ bakterijy iSskiriami polisacharidai pasiZymi unikaliomis
savybémis, leidZian¢iomis juos pritaikyti biomedicinos, kosmetikos ir farmacijos srityse, kuriose
tradiciniy biopolimery naudojimas yra ribotas, nes neatitinka reikiamo grynumo, ar neturi specifiniy
funkciniy savybiy [11]. Laisvai dirvozemyje gyvenancios Azotobacter vinelandii ir zmogaus
patogeninés Pseudomonas spp. bakterijos yra pagrindiniai alginatg sintetinantys mikroorganizmai.
Sios bakterijos sintetina alginatus skirtingais tikslais, todél gauti alginatai skiriasi savo savybémis bei
pritaikymo galimybémis. P. aeruginosa, dar Zinoma kaip gleiviné padermé, alginatg gausiai sintetina
esant stresinéms lgstelés salygoms. Pagal mokslinius tyrimus buvo jrodyta, jog alginatas Sios rtsies
bakterijose dalyvauja sudarant bioplévele, uztikrinanc¢ig atsparumg Seimininko imuninei sistemai ir
antimikrobinéms medziagoms. Azotobacter vinelandii bakterijos alginata biosintetina dideliais
kiekiais vegetatyvinio augimo metu, kur alginatas atlieka apsauging funkcija, saugodamas nuo

14


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/brown-alga

deguonies difuzijos bei sunkiyjy metaly. Sios bakterijos sintetinamas alginatas pasizymi didesniu
standumu, nes paprastai strukttiroje turi didesne¢ G liekanos koncentracija. Kadangi Pseudomonas spp
rusies bakterijos yra patogeninés, o Azotobacter vinelandii FDA pripazinta saugia risimi, apibréztos
sudéties alginatams gaminti dazniausiai naudojama biitent $i bakterija [12, 13].

Azotobacter vinelandii bakterijy sintetinami alginatai turi keleta privalumy, lyginant su dumbliy
alginatais. Pirmiausia, bakterinis alginatas dél O-acetilinimo C2 ir C3 padétyse, skiriasi fizikinémis
bei cheminémis savybémis, nes acetilinimas turi jtakos klampumui, kalcio jony sgveikai, manuronano
epimerazés ir liazés reakcijoms, todél galima gauti jvairiy savybiy alginatg. Antra, dumblius
sudétinga auginti laboratorinémis sglygomis, todél 1§ jy gauty alginaty fizikocheminés savybés néra
apibréztos ir priklauso nuo dumbliy augimo salygy, vietovés ir sezoniniy veiksniy. PrieSingai nei
dumbliai, bakterijos auginamos laboratorinémis sglygomis, kurios leidzia kontroliuoti ir optimizuoti
alginato sinteze, keiCiant fermentacijos sglygas (temperatiirg, pH, koncentracijg) gauti polimerg su
reikiamomis savybémis [14].

1.3.1. Alginato biosintezés mechanizmas Azotobacter vinelandii bakterijose

Grieztai aerobiné, gramneigiama, azota fiksuojanti ir pladiai dirvozemyje paplitusi Azotobacter
vinelandii bakterija yra biotechnologiSkai potencialus mikroorganizmas, gaminantis alginatg kaip
ekstralgsteling medziaga [15]. Alginato biosinteze bakterinése lastelése yra sudétingas ir daug etapy
apimantis procesas, kuriame tiesiogiai dalyvauja maziausiai 24 genai. Struktiiriniai genai koduoja
baltymus, dalyvaujancius alginato pirmtako sintezéje (algD ir algA), polimerizacijoje (alg8 ir alg44),
periplazminiame perkélime, modifikacijose (algG, algK, algX, algV, algl, algF, algl) bei
eksportavime per iSoring membrang (algJ) [16]. Biosintezés mechanizmas prasideda, kai anglies
Saltinis, turintis C6 substratg, Entner-Douderoff budu paverCiamas piruvatu. Piruvatas yra
nukreipiamas ] trikarboksirtigsties cikla (TCA), i§ kurio oksaloacetatas gliukoneogenezés budu yra
paverCiamas fruktozés-6-fosfatu, reikalingu alginato pirmtako GDF-manurono riigsties sintezei.
Toliau vyksta citozoliniai fermentiniai procesai. Fruktozés-6-fosfatas, katalizuojamas fermento
fosfomanozeés izomerazes (AlgA) paver¢iamas manozés-6-fosfatu. Fermentas fosfomanozés-mutaze
(AlgC) manozés-6-fosfata pavercia izomeru manozés-1-fosfatu, kuris katalizuojamas dar vieno
fermento — GDF manozés pirofosforilazés, paveréiamas GDF-manoze. Sio fermento aktyvumas
inicijuoja atvirkstine reakcija, taciau fermentas AlgD (GDF-manozés-dehidrogenaz¢) GDF-manoze
negriztamai verc¢ia | GDF-manurono ragstj. Didelis tarplastelinis GDF-manozés kiekis rodo, jog
AlgD katalizuojama reakcija yra pagrindinis greitj ribojantis veiksnys §iame sintezés procese [17].
Manuronato polimerazé atliecka GDF-manurono riigSties polimerizacija ir jos perneSimg per
citoplazming membrang. Alginato modifikacija, iSskyrus epimerizacijos reakcija, vyksta
periplazmoje, kur atliekamas M liekany acetilinimas ir molekulinés masés kontroliavimas, veikiant
alginato liazei (algl). Epimerizacijos reakcijos metu periplazminé manuronano CS5-epimerazé
(AlgG), katalizuoja neacetilinty B-D-manurono riigSties liekanos pavertimg ] jos epimerg [B-L-
gulurono ragstimi. Galiausiai alginatas eksportuojamas per iSoring membrang [18].
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1.2 pav. Alginato biosintezés mechanizmo principiné schema [19]
1.4. Alginaty fizikinés savybés

Fizikinés alginaty savybés priklauso nuo jy molekulinés masés bei M ir G bloky santykinio
pasiskirstymo molekul¢je. Molekuliné masé alginatuose gali skirtis priklausomai nuo Saltinio tipo bei
ekstrahavimo proceso parametry. Klampumas ir gelio sudarymas yra pagrindinés molekulinés masés
nulemiamos savybés. Didesnés molekulinés masés alginatai pasizymi geb¢jimu sudaryti didelio
klampumo gelius, kuriy naudojimas pramoneéje néra tinkamas dél per dideliy Slyties jégy, reikalingy
maiSymui. KomerciSkai gaminamo natrio alginato molekuliné masé svyruoja nuo 32 000 iki 400 000
g/mol [20].

Alginaty tirpaly klampumui jtakos turi koncentracija, temperatiira, dvivalenciy jony buvimas tirpale
bei tirpiklio pH. Mazéjant pH reik$mei, tirpalo klampumas didéja. Sj pokytj lemia karboksilo grupés
protonavimas polimero grandingje. Alginatai sudaro gelius riigstingje terpéje, kai pH 3—4, o pH vertei
esant didesnei kaip 10 — klampumas maz¢ja dél vykstancios depolimerizacijos [21].

Alginaty tirpumui jtakos turi Sie pagrindiniai veiksniai: tirpiklio pH, terpés joninis stiprumas,
dvivalenciy ir trivalen¢iy metaly jony buvimas tirpiklyje bei biopolimero struktira. Nustatyta, jog
alginatai stabilesni esant Sarminei terpei, kai pH 10, tadiau virSijus $ig verte prasideda
depolimerizacijos procesas. Alginatui iStirpti, karboksilo (-COQ") grupés turi buiti deprotonuotos, tam
tikslui tirpalo pH neturi biiti maZesnis nei tam tikra kritiné pH verté. Kritinis pH diapazonas priklauso
nuo alginato cheminés sudéties, M ir G bloky sekos bei molekulinés masés. Alginatai, kuriy
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struktiiroje vyrauja heterogeniniai MG blokai bus nusodinami esant zemesnéms pH vertéms, lyginant
su alginatais, kuriy strukttiroje dominuoja homogeniniai blokai. Joninis tirpalo stiprumas turi jtakos
polimero grandinés konformacijai, ilgiui bei klampai, todél atitinkamai kintant joniniam stiprumui,
pasikeiia ir alginato tirpumas. Algino riigi¢iai saveikaujant su dvivalenéiais (Ca®*, Zn%*, Ba") ar
trivalenciais (Fe®*, AI*") metaly katijonais, susidaro riigities druskos, kurios paprastai netirpsta
vandenyje. Alginato druskos su vienvalenciais jonais, tokiais kaip Na*, K* ir NH4", tirpsta tiek
Saltame, tiek karStame vandenyje, bet netirpsta organiniuose tirpiklivose [21, 22].

1.4.1. Gelio formavimas

Svarbiausia alginaty savybé — geb¢jimas formuoti joninius gelius sgveikaujant su daugiavalenciais
metaly katijonais. Si savybé yra alginaty pritaikymo pramonéje pagrindas. Gelis susidaro vykstant
jony mainams tarp vienvalen¢iy (dazniausiai Na®) alginato tirpalo jony ir dvivalenéiy ar trivalen¢iy
katijony. DaZniausiai naudojamas katijonas alginatiniams geliams formuoti yra kalcis (Ca?").

Gelio formavimo mechanizmas apibiidinamas kaip koordinacinis procesas tarp alginato karboksilo
grupiy ir daugiavalenciy metaly jony. Metalo jonas, pavyzdziui, Ca?*, koordinaciniais rysiais jungiasi
su dviem gretimais alginato molekulinés grandinés G vienetais, sudarydamas struktiirg, kuri
vadinama ,.kiauSiniy dézute®. Mokslininky atlikti tyrimai parod¢, kad kalcio alginato gelio
formavimosi procesas susideda i3 trijy pagrindiniy etapy. Mechanizmas prasideda nuo Ca?" jony
sgveikos su vienu i§ grandinés G vienetu, sudarant monokompleksa. Monokompleksai susijungia
tarpusavyje, sudarydami ,,kiausiniy dézutés* dimerus. Pabaigoje, dimerai sudaro daugiakompleksing
strukttirg [zr. 1.3 pav.].

1.3 pav. Kalcio alginato sudaromas ,,kiausinio dézutés* modelis [23]

Gelio susidarymg lemia katijono ir kryZminiy jungCiy tipas, alginato molekuliné mase,
polimerizacijos laipsnis, grandinés ilgis ir koncentracija. Alginatai, kuriy strukttroje yra didesnis G
bloky kiekis, sudaro stabilesnius gelius, todé¢l padidinus G bloky kiekj ir molekuling mase gaunami
kieti ir trapiis geliai. MG ir MM blokai taip pat gali dalyvauti sudarant gelius, taciau tokiu atveju
gaunami elastingesni ir minksStesni geliai. Alginato giminingumas dvivalen¢iams jonams, su kuriais
sgveikaujant susidaro gelis, 1§sidésto taip:
Pb?*>Cu?*>Cd?">Ba?">Sr**>Ca?">Fe?**>Co?*>Ni?*>Zn?">Mn?*>Mg?*. Manoma, kad katijono dydis
turi jtakos gelio stiprumui, nes didesnis katijonas pasizymi stipresnémis suriSimo jégomis jungimosi
zonose, todé¢l susidaro stipresnis gelis. Trivalenciai katijonai, dél savo gebéjimo jungtis su trimis
karboksilo grupémis vienu metu, taip pat gali buiti naudojami alginaty geliams gaminti. Panaudojant
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alginaty savyb¢ formuoti gelius sukurtos jvairios alginato pagrindu gaminamos medziagos, tokios
kaip hidrogeliai, membranos, neaustiniai audiniai ir pluostai [23].

1.5. Alginaty cheminé modifikacija

Siekiant jdiegti naujas arba pagerinti esamas alginaty savybes yra atlieckama jy cheminé modifikacija.
Alginato strukttiroje esancios laisvos hidroksilo ir karboksilo grupés cheminiais ir fizikiniais
metodais leidzia keisti alginato biologinj suderinamuma, fizikochemines savybes, tirpumg bei
kontroliuoti i§ alginaty gaminamy medziagy biologinj skaidumg. Modifikuoti alginatai naudojami
regeneracinéje medicinoje, vaisty tiekimo sistemose, zaizdas gydanciy tvarsCiy bei hidrogeliy
gamyboje. Atliekant chemine modifikacijg svarbu atsizvelgti j alginaty degradacijos procesui jtakos
turincius veiksnius. Cheminiam skilimui jtakos turi rigstinés ir Sarminés salygos, dumbliuose esantis
fenoliniy junginiy kiekis, sterilizacijos metodai (apdorojimas auksta temperatira, etileno oksidu, y
spinduliuote). Sarminéje terpéje, kurioje pH didesnis kaip 10, alginaty skilimas vyksta p-eliminacijos
biidu protonui skylant C6 padétyje. Ruigstinémis salygomis, kai pH 5 ir maZesnis, vyksta riigsties
katalizuojamas hidrolizinis skaidymo procesas [24]. Alginato tirpumas ir cheminiy grupiy
reaktyvumas taip pat svarblis parametrai, j kuriuos reikia atsizvelgti atliekant modifikacijos procesa.
Reaktyvumo pokyc¢iai tarp funkciniy grupiy yra vienas i§ privalumy siekiant pakeisti tam tikras
savybes. Taip pat svarbu pasirinkti tinkamga tirpiklj, kuris nekeisty alginato savybiy.

Alginaty savybés modifikuojamos cheminémis reakcijomis veikiant hidroksilo (-OH) grupes C2 ir
C3 padétyse arba karboksilo (-COOH) grupe C6 padétyje. Modifikavimas gali biiti atlickamas
jvairiais metodais, tokiais kaip alginato pavirSiaus padengimas nanosferomis, kurios gaminamos i$
dirbtiniy, biologiskai suderinty polimery, gulurono ir manurono liekany santykio keitimas,
kryzminiai rySiai su fizikiniai ir cheminiais reagentais, cheminés reakcijos (esterifikavimas,
acetilinimas, fosforilinimas, oksidacija ir redukcija) [25].

Alginato modifikavimas chemiskai veikiant deprotonuota karboksilo grupe galimas naudojant
karbodiimidus, sudarant kryZminius rySius su kitais junginiais, atliekant esterifikavimo bei kitas
reakcijas. Karbodiimidai, dazniausiai EDC ir NHS, placiai naudojami karboksilato grupe paversti |
esterio ir amido darinius. Siuo metodu modifikuoti alginatai naudojami kaip bioadhezyvai,
minkStesniems audiniams sujungti. Alginatus apdorojant alkoholiais vyksta esterifikavimo reakcija,
kuri naudojama norint alkilo grupe prijungti prie karboksilo grupés. Tokiu buidu padidéja modifikuoto
alginato hidrofobinés savybés [26].

Hidroksilo grupé modifikuojama acetilinimo, esterifikavimo, fosforilinimo, oksidacijos ir redukcijos
reakcijomis. Acetilintas alginatas atliecka pagrindinj biologinj vaidmenj bakterijose. Didéjant
acetilinimo laipsniui alginatai pasiZymi didesniu gelio brinkimu ir maZ¢éjancia klampa. DidZiausias
acetilinimo laipsnis buvo pasiektas, kai tetrabutilamonio alginatas buvo acetilinamas organiniame
tirpiklyje. Taip pat viena i§ dazniausiai naudojamy reakcijy alginatui modifikuoti yra oksidacija.
Oksiduoti hidroksilo grupei naudojamas natrio perjodatas, dél kurio kiekviename monomere susidaro
po dvi aldehidines grupes. Oksiduotas alginatas pasizymi dideliu reaktyvumu ir didesniu suirimo
laipsniu, tod¢l toks alginatas daznai naudojamas kaip pagalbiné medziaga kontroliuojamam vaisty
tiekime [26].
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1.6. Alginaty biologinis aktyvumas

Alginatai ir jy dariniai pasizymi jvairiomis biologinio aktyvumo savybémis. Naujausiais
farmakologiniais tyrimais buvo nustatyta, kad alginatams biidingas antimikrobinis ir antioksidacinis
aktyvumas, antivézinés, antidiabetinés, antianafilaksinés, imunoreguliacinés bei hiperglikeminés
savybés. D¢l didelio bioaktyvumo ir mazos molekulinés masés vis daugiau démesio skiriama alginaty
skilimo produktams — oligosacharidams. Be jau minéty savybiy, alginaty oligosacharidai pasizymi
neuroprotekciSkumu, hipolipidemiskumu, Iasteliy dauginimosi skatinimu bei augaly augimo
reguliavimu [27].

1.6.1. Antioksidacinis aktyvumas

Nors reaktyviosios deguonies formos yra metabolizmo produktai, dalyvaujantys jvairiose biologinése
reakcijose, taciau per didelis $iy junginiy kiekis sukelia Iasteliy oksidacinj stresa, kuris neigiamai
veikia baltymus, lipidus, lipoproteinus bei yra viena i§ pagrindiniy priezas¢iy, lemianciy 1étiniy ligy
atsiradima. Reaktyviy deguonies formy susidarymas slopinamas sintetiniais antioksidantais, taciau
deél jy sukeliamy Salutiniy poveikiy iSaugo natiiraliy medziagy, apsauganciy lasteles nuo oksidacinio
streso, poreikis. Yra zinoma, kad alginatai pasizymi antioksidaciniu aktyvumu, kuris susijes su jy
geb¢jimu redukuoti metaly kompleksus. Antioksidacinéms savybéms jtakos turi koncentracija,
molekuliné masé bei depolimerizacijos procesas. Alginato oligosacharidai, kuriy molekuliné¢ mase
mazesné nei 1 kDa turi didesnj antioksidacinj aktyvuma prie§ laisvuosius radikalus, nei alginatai,
kuriy molekuliné masé yra tarp 1-10 kDa. Rugstinés hidrolizés budu gaunamo alginato
oligosacharido antioksidacinis aktyvumas yra panasus ] polimerinio alginato, kai tuo tarpu
oligosacharidas, susidargs fermentinés hidrolizés metu pasizymi didziausiu antioksidaciniu
aktyvumu. Remiantis moksliniais tyrimais buvo nustatyta, kad alginaty oligosacharidai didina
atsparumg oksidacinio streso sukeliamoms ligoms. Pavyzdziui, atliktas tyrimas su pelémis parode,
kad fermentinés hidrolizés biidu gautas alginato oligosacharidas slopino miokardo iSemijos
pazeidimus, atsirandancius dél Igsteliy oksidacinés pazeidos. Kito tyrimo, su artritu serganc¢iomis
Ziurkémis, rezultatai parodé, kad algino rugstis padidina antioksidaciniy fermenty aktyvuma bei
sulétina lipidy peroksidacija. Alginaty oligosacharidai kaip antioksidantai jeina ir j, kai kuriy gyviiny
pasary sudétj [27, 28].

Siekiant padidinti alginatiniy medziagy antioksidacinj aktyvuma atliekami tyrimai derinant alginata
su skirtingomis medZiagomis. Vieno tyrimo metu buvo nustatyta, kad 1§ alginato ir lignino derinio
pagamintos biomedZiagos, pavyzdziui bioplévelés, pasizyméjo dideliu antioksidaciniu poveikiu.
Alginato ir lignino kompozity antioksidaciniy savybiy tyrimy metu, naudojant DPPH, bendro
antioksidacinio ir redukciniy savybiy metodus, nustatyta, kad Sis kompozitas turéjo didesnes
antioksidacines savybes, lyginant su alginatu iSskirtu i§ Sargassum duplicatum ir Sargassum
polycystum dumbliy. Natrio alginato, i$skirto i§ dumbliy, bendras antioksidacinis aktyvumas buvo
188,54 mg askorbo rugsties ekvivalento/g sausos maseés, o alginato ir lignino kompozito — 218,73 *
10,45 mg askorbo rigsties ekvivalento/g sausos masés. D¢l Siy tyrimy rezultaty, lengvo ir pigaus
sintezés proceso alginato ir lignino derinio biomedziagos ateityje galéty biiti pritaikomos naudoti
pramoniniams tikslams [29].

1.6.2. Antibakterinis aktyvumas

Didéjantis bakterijy atsparumas antibiotikams — problema, su kuria vis dazniau susiduriama
infekcinéms ligoms gydyti. Nustatyta, jog bakterijos atsparumga antibiotikams jgyja dél jy fiziologiniy
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pasikeitimy, susiformuojant bioplévelés matricai, sudarytai i§ ekstralgsteliniy medziagy. Manoma,
kad antibiotikus inaktyvuoja bioplével¢je besikaupiantys, antibiotines medziagas skaidantys
fermentai. Vienas i§ galimy buidy spresti Siai problemai yra adjuvantinio gydymo taikymas. Tai
kombinuotas gydymas, apimantis antibiotiko naudojimag kartu su adjuvantu, kuris padidina
antibiotiky veiksmingumg ir slopina bakterijy atsparumg. Pagal skirtingus tyrimus nustatyta, kad
alginaty oligosacharidai pasizymi antibakteriniu poveikiu pries tokias gramneigiamas bakterijas kaip
Pseudomonas aeruginosa bei Acinetobacter baumannii ir yra tinkami naudoti kartu su antibiotinémis
medziagomis. Alginatai veikia bakteriostatiSkai, skaido susidariusias bakterijy biopléveles bei
slopina jy susidarymg. Vieno tyrimo metu buvo siekiama istirti alginaty oligosacharidy poveikj pries
gramteigiamas bakterijas — S. aureus ir B grupés streptokokus (Streptococcus agalactiae).
Antibakteriniais tyrimais buvo nustatyta, kad alginato oligosacharidas, esant ir mazoms
koncentracijoms (1 %), sukélé stipry slopinamajj poveiki pries abi Sias bakterijas. Taip pat nustatyta,
kad alginato oligosacharidas paveike ir iy bakterijy biopléveliy susidarymo mechanizmg. Manoma,
kad antibakterinj poveikj prie§ bakterijas lemia alginaty anijoniné prigimtis. D¢l neigiamai jkrauto
alginato sgveikos su teigiamai jkrautais bioplévelés matricos komponentais sutrinka bakterijy
intramolekulinés sgveikos su ekstralgstelinémis medziagomis. Tiriant antibiotiky derinius su alginato
oligosacharidu perspektyviausi rezultatai gauti su trimetoprimu, kuomet alginatas Zenkliai padidino
B grupés streptokoko jautrumg Siam antibiotikui [30].

Alginaty poveikis prie§ bakterijas gali biiti sustiprinamas gaminant alginato derinius su kitomis,
antibakterinémis savybémis pasiZyminc¢iomis medziagomis, tokiomis kaip vario, sidabro, cinko ar
anglies nanomedziagomis. Pavyzdziui, cinko oksido nanodaleliy ir alginato derinys pasizymi ypac
dideliu efektyvumu tiek prie§ gramteigiamas, tiek prie§ gramneigiamas bakterijas. Efektyvumas pries
gramneigiamas bakterijas (pvz. Escherichia coli) siekia 100 %, o prie§ gramteigiamas
(Staphylococcus aureus) — 99 %. Dél tokio didelio efektyvumo prie§ bakterijas buvo pradéti gaminti
antibakterinémis savybémis pasiZymintys celiuliozés pluostai, j kuriy pavirSiy, naudojant natrio
alginata, impregnuotos cinko oksido nanodalelés. Taip pat biomedicinoje i§ cinko oksido ir alginato
hidrogelio gaminami poréti tvars€iai, skirti Zaizdoms gydyti.

Ivairios antibakterinés medZiagos gali biiti gaminamos naudojant ir j alginato matrica jkapsuliuotas
vario nanodaleles. Tokie nanokompozitai, pagaminti i§ alginato, polipropileno ir vario oksidy
nanodaleliy bei alginato hidrogeliai su jterptomis vario dalelémis pasizymi daug stipresnémis
antibakterinémis savybémis, lyginant su grynu alginatu. Metaly koncentracijos alginato hidrogeliuose
turi baiti grieztai reguliuojamos, dél galimo citotoksiSkumo bei oksidacinio streso sukélimo [31].

1.7. Fermentacijos salygy jtaka alginato gamybai i§ Azotobacter vinelandii bakterijy

Fermentacijos salygos, tokios kaip deguonies kiekis, temperattira, inokuliato dydis, pH bei terpés
komponentai yra pagrindiniai veiksniai, nulemiantys stabilius bakteriniy Iasteliy augimo ir medziagy
apykaitos procesus. Biopolimero alginato i§ Azotobacter vinelandii bakterijy gamybos efektyvumui
padidinti yra siekiama optimizuoti fermentacijos procesa ir tam tikslui yra atlickami jvairiis
moksliniai tyrimai, kad nustatyti optimaliausias fermentacijos salygas bei produkcijos terpés
komponenty koncentracijas.

Deguonies kiekio reguliavimas fermentacijos proceso metu yra reikSmingas bakteriniy lasteliy
augimui, nes Azotobacter genties bakterijos yra aerobiniai mikroorganizmai, gyvybiniams procesams
naudojantys deguonj. Tyrimais nustatyta, kad tinkamai sureguliavus deguonies tiekimo salygas,
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galima pagerinti bakteriniy lasteliy augimo bei alginato sintezés efektyvumg. Kontroliuojant
deguonies perdavimo greitj gaunamas didesnis alginato kiekis eksponentingje ir stacionarioje lasteliy
augimo stadijose, lyginant su nekontroliuojamomis deguonies salygomis Mikroaerofilinémis
salygomis, kai deguonies perdavimo greitis arti nulio, galima gauti vidutinio klampumo ir
molekulinés masés alginatg, taciau mazais kiekiais. Deguonies perdavimo greiciui esant 3,6 — 12,4
mmol It h?! padidéja bakteriniy lasteliy augimo greitis, o tuo paéiu ir sintetinamo alginato kiekis.
Gaunami alginatai yra mazesnés molekulinés masés ir didesnio klampumo [32].

Kito tyrimo metu buvo tiriamas temperatiros, inokuliato, pH, azoto ir anglies Saltiniy jtaka alginato
i1Seigai. Nustatyta, kad didZiausias alginato kiekis (4,6 g/l) gautas, kai inokuliato koncentracija buvo
6 % (tirtos 2, 4, 6, 8 ir 10 % koncentracijos), o terpés pH 7. Taip pat nustatyta, kad maksimali pH
verté, kuomet bakterijos vis dar sintetina alginatg, nors ir mazais kiekiais, yra 8. Fermentacijos
inkubacijos temperatiros jtaka tirta 25 — 50 °C ribose. Optimali temperatiira, kuomet bakterijos
sintetino didziausig alginato kiekj, buvo 30 °C. Kolbos maiSymo greitis taip pat turéjo jtakos alginato
gamybai. Esant 200 aps/min grei¢iui buvo gauta 5,21 g/1 alginato ir §is greitis, pagal Kitus tyrimus,
laikomas efektyviausiu.

Nustatyta mitybinéje terpéje esanc¢iy drusky ir jy koncentracijy jtaka parodé, kad natrio ir fosfato
jonai mazina alginato susidaryma, o geriausi rezultatai gauti, naudojant 0,4 g/l koncentracijos
MgSO4x7H20 ir 0,05 g/l CaCl,. Azoto $altiniai, kuriuos pridéjus j terpe buvo gauti dideli alginato
kiekiai — peptonas ir mieliy ekstraktas. Sio tyrimo metu tirtas Zemés iikio atlieky (kviediy séleny,
melasos) kaip anglies Saltiniy naudojimas alginatui pagaminti. Fermentacija atlikus vienodomis
saglygomis gauta, kad naudojant melasg kaip anglies Saltinj alginato buvo gauta 2,8 g/l, o kvieciy
sélenas — 4,23 g/l [33].

1.8. [Ivairiy anglies $altiniy jtaka alginato gamybai

Anglies Saltinis yra vienas 1§ pagrindiniy mitybinés terpés komponenty, jtakojanciy bakteriniy lasteliy
biomasés augimg ir sintetinamo produkto kiekj. Alginato gamybai i§ Azotobacter vinelandii bakterijy
dazniausiai naudojami anglies Saltiniai yra angliavandeniai, tokie kaip gliukoz¢, fruktoze, sacharoze,
laktoze ar maltozeé. Tyrimais nustatyta, kad i§ angliavandeniy, gliukoze efektyviausiai veikia lgsteliy
biomasés augima, o sacharozeé — alginato sintezg. Alkoholiai taip pat gali biiti naudojami kaip anglies
Saltiniai. Dazniausiai tiriamas cukraus alkoholiy, tokiy kaip D-manitolio, D-sorbitolio, eritritolio ar
ksilitolio poveikis alginato sintezei [34]. Vieno tyrimo metu buvo tirtas jvairiy koncentracijy
gliukozes, sacharozes, arabinozés, manitolio, fruktozés, ksilozés ir inozitolio kaip anglies Saltiniy
poveikis alginato sintezei. Yra Zinoma, kad ne tik anglies Saltinis, bet ir jo koncentracija mitybinéje
terpéje turi jtakos bakteriniy lgsteliy augimui. Tyrimo duomenimis nustatyta, kad geriausiais
rezultatais pasizyméjo manitolis, gliukozé, sacharozé ir laktozé. I8 visy tirty koncentracijy (1,5 — 4%)
4% manitolis pirmgsias tris fermentacijos dienas turéjo didziausios jtakos Azotobacter vinelandii
bakterijy biomasés augimui (5,6 g/l), véliau, dél galimo lasteliy lizés proceso, biomas¢ sumazgejo.
Naudojant anglies Saltiniu laktoze geriausi rezultatai gauti taip pat trecigja dieng, kai naudota
koncentracija buvo 2%. Sacharozé (2 — 4%) bakteriniy lasteliy biomas¢ padidino iki 12 g/I.
Didziausias lgsteliy biomasés padidéjimas (14 g/1) gautas naudojant 4% koncentracijos gliukoze [35].

Nors tradiciniai angliavandeniai, tokie kaip gliukoze ar sacharozé yra daZzniausiai naudojami anglies
Saltiniai alginato gamyboje, taCiau gryny angliavandeniy naudojimas yra vienas 1§ pagrindiniy
veiksniy, ribojanciy alginato sintezg i$ bakterijy pramoniniu mastu. Kaip potenciali alternatyva
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tradiciniams anglies Saltiniams gali biiti pigiy ir gausiy zemes tkio ar maisto atlieky panaudojimas.
Ivairios Zemes iikio ir maisto perdirbimo pramonés atliekos, tokios kaip vaisiy ir darZzoviy zieveles,
s€klos, bulviy lupenos, pieno isriigos ar cukraus gamybos Salutiniai produktai yra iSmetamos i
sgvartynus, kur ptidamos prisideda prie aplinkos tarSos. [vairtis moksliniy tyrimy rezultatai rodo, kad
tokiy atlieky panaudojimas gali biiti naudingas jvairiy produkty, tarp jy ir alginato, gamybai. Vieno
tyrimo metu buvo nustatiné¢jamas obuoliy zieveliy (lot. Malus domestica) kaip anglies Saltinio
panaudojimo potencialas Azotobacter vinelandii bakterijy biomasés augimui ir alginato gamybai. I$
obuoliy gaminamy sul¢iy proceso metu susidaro dideli kiekiai zieveliy ir iSspaudy kaip Salutiniy
produkty. Nustatyta, kad obuoliy zievelése gausu cukry (59,96 %), kuriuos bakterijos naudoja
produkto sintezei. Alginato gamyba naudojant obuoliy Zzieveles buvo atlickama kietojo biivio
fermentacijos budu jvertinant ir proceso salygy jtaka. Pagal tyrimo duomenis, gauto alginato
koncentracija sické 180,64 mg/grame sauso substrato, o grynumas — 97 %. Sis rezultatas pasiektas
antraja inkubacijos dieng optimizuotomis fermentacijos proceso salygomis, kai temperatiira buvo
37,5 °C, pH 7, o inokuliato tiiris — 3 ml. Gautas didelis alginato grynumas bei iSeiga jrodo, kad obuoliy
bei kity vaisiy zievelés, kaip antrinés zaliavos gali biiti tinkama alternatyva tradiciniams anglies
Saltiniams pakeisti [36].

Cukraus gamybos pramonés Salutiniai produktai, tokie kaip melasa ar cukranendriy sultys taip pat
gali biiti potencialils ir piglis substratai naudojami alginato gamyboje. Melasa sudaro apie 50 % cukry,
tarp kuriy daugiausiai gliukozeé, sacharoze ir fruktozé. Tiek melasoje, tiek cukranendriy sultyse
esantys mikroelementai ir vitaminai skatina alginato gamyba, tod¢l lyginant su gryna sacharoze,
gaunami geresni rezultatai produkto sintezéje. Taip pat, palyginus su maltoze, bakterijos melasg
sunaudoja greiciau, o tai prisideda prie didesnio bakterijy biomasés susidarymo ir gaunamo alginato
kiekio. Tyrimais nustatyta, kad anglies Saltiniu naudojant melasg gaunama alginato koncentracija
buvo 4,67 g/, o cukranendriy sultis — 7,29 g/l [35, 37].

Laktozé — tai dar vienas angliavandenis, kurj Azotobacter vinelandii bakterijos naudoja kaip anglies
Saltinj alginato gamyboje. Pieno pramongje siirio ir kazeino gamybos metu susidaro dideli kiekiai
18riigy, kuriose gausu laktozés (78 %). ISrtigy sunaudojimas siekia tik 50 %, o likusi jy dalis kaip
atliekos iSleidZiamos j nuotekas. Nustatyta, kad Sios atliekos taip pat gali biiti vertingos kaip anglies
Saltiniai bakterijoms, turinioms pakankamai laktoz¢ hidrolizuojanc¢iy fermenty B-galaktozidaziy.
Kadangi Azotobacter vinelandii bakterijos gali naudoti tik hidrolizuotas isriigas, buvo tiriamas kity
Azotobacter grupés bakterijy gebéjimas sintetinti alginata, naudojant pieno i§riigas. Tyrimai parode,
kad Azotobacter chrococcum, naudojant 4 % laktoze kaip anglies $altinj, pagamino 0,983 g/1 alginato
[38].

Mokslininkai nustaté, kad glicerolis, kuris susidaro biodyzelino gamybos metu kaip Salutinis
produktas gali bati alternatyvus anglies Saltinis, naudojamas alginato gamyboje. Azotobacter
vinelandii bakterijos geba asimiliuoti i$ anksto neapdorotg, gryng glicerolj, todél tokia alginato
gamybos technologija nereikalauja dideliy islaidy. Tyrimo rezultatai parodé didelj A. vinelandii
bakterijy lasteliy skai¢iaus padidéjimg esant optimalioms sglygoms, sunaudojant didzigja dalj
glicerolio per 48 valandas. Pagaminto alginato koncentracija, naudojant glicerolj kaip anglies Saltinj,
sieké 44 pg/ml [39].
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1.9. Alginaty kapsuliavimo technikos

Alginaty mikrodalelés naudojamos kaip nesikliai hidrofilinéms medziagoms jkapsuliuoti. Alginato ir
ikapsuliuotos medziagos sistemos yra placiai naudojamos jvairiose pramonés Sakose veikliesiems
junginiams apsaugoti nuo aplinkos poveikio ir prailginti produkty galiojimo laikg. Pagrindiniai
naudojami alginaty kapsuliavimo metodai yra purkstuvinis dziovinimas, ekstruzija ir emulsinimas.

Purkstuvinio dziovinimo metu tirpalas su veikligja medziaga (pvz. insulinu, angliavandeniliais)
sumaisomas su istirpusia polimerine matrica, yra suslegiamas ir iSpurSkiamas j dziovinimo kamera. |
kamerg taip pat tiekiamos kar§to oro ar azoto dujos, kad iSgarinti tirpiklj. Gautos kapsulés
regeneruojamos cikloniniame separatoriuje. Proceso metu itin svarbus produkto padavimo,
temperattros ir dujy srauto kontroliavimas. Pagrindinis metodo trikumas, kad negalima jkapsuliuoti
aukstai temperatiirai ir slégiui jautriy medziagy.

Ekstruzijos metodas apima hidrokoloidinio natrio alginato tirpalo sumaiSymg su kapsuliavimo
medziaga. Gauta suspensija, naudojant Svirksta arba ekstruderj, sulaSinama ] kietiklio (kalcio
chlorido) tirpalg. Tirpale susidaro mazi natrio alginato karoliukai su jkapsuliuota medziaga. Gauty
karoliuky dydis ir forma priklauso nuo adatos skersmens ir jos atstumo tarp tirpalo. D¢l 1éto
mikrodaleliy susidarymo Sis metodas daugiausiai naudojamas laboratoriniu mastu.

Alternatyva ekstruzijos metodui yra emulsinimas. Jo metu polimerinés matricos ir kapsuliuojamos
medziagos miSinys pridedamas prie didelio tirio aliejinés medziagos, taip pat fazés stabilizavimui
ipilama emulsiklio. Gauta emulsija nuolat maiSoma, nes tai turi jtakos susidaranc¢iy kapsuliy dydziui
ir formai. Kapsulés, kuriy skersmens dydis 1000 um ir daugiau, pasizymi stambia teksttra, kuri
galutiniame produkte turi jtakos kapsuliy dispersijos kokybei. Emulsija suskaidoma j tirpalg pridedant
kalcio chlorido ir centrifuguojant, kad atskirti aliejaus ir vandens fazes. Emulsinimo metodas yra
brangesnis nei ekstruzijos, nes reikalingi dideli kiekiai aliejinés fazés [40].

—
Natrio alginato Ikapsuliuojamos
tirpalas medZiagos tirpalas
Ekstruzijos Emulsinimo
technika technika
Polimerinis ) CaCl
tirpalas su (4\
jkapsuliuojama iy Pridedama j - .

medZiaga kalcio chlorido olimerinis

tirpalas su
ikapsuliuojama

&Y -vl." medZiaga

Kalcio alginato
rutuliukai

tirpalg

1.4 pav. Ekstruzijos ir emulsinimo metody schema [40]
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1.10. Alginaty panaudojimas

Alginaty panaudojimo galimybés jvairiose pramonés Sakose nuolat auga, ypa¢ dél jy biologiniy
savybiy bei gebéjimo sudaryti gelius. Siuo metu komercinio alginato pagaminama apie 300 000 tony
per metus ir manoma, kad ateityje Sio polimero poreikis toliau tik didés [41]. Pirmiausiai alginatai
buvo pradéti naudoti maisto pramon¢je kaip emulsikliai, tirStikliai, stabilizatoriai ar klampumo
reguliatoriai, taip pat vaisiy ir darzoviy apsaugai nuo mikroorganizmy. Nustatytos jvairios alginaty
savybeés, tokios kaip netoksiSkumas, biologinis suderinamumas ir skaidumas, lémé jy panaudojimg ir
kitose pramonés Sakose. Siuo metu alginatai pladiai naudojami biomedicinoje, farmacijoje,
kosmetikos ir popieriaus pramong¢je, vandenvalos procesuose ir geny inZinerijoje [42].

Audiniy inzinerija Zaizdy tvarséiai

N/

4— Medicihna ——» N
- s
Vaistai skrandzio
refliuksui Vaisty tiekimo sistemos
Gr— ALGINATU PANAUDOJIMAS S —
Aplinkosauga oy Odontologija
, ° ] ;
- /' Emulsiklis
Tkapsuliavimo
medziaga \ R —  Tirstiklis
Maisto K tik
pramoné osmetikos
: / \ pramoné
\ / \ Alieju
e . x kapsuliavimo
Maisto Restruktarizavimo i e
perdirbimo medziaga m e
medziaga @ ' :
= Stabilizatorius —
Apsauginé Koncervantas

Drégme islaikanti

danga S
medziaga

1.5 pav. Alginaty panaudojimo sritys [43]
1.10.1. Alginaty taikymas biomedicinoje

Medicinos srityje alginatai kaip biomedziagos naudojami kontroliuojamiems vaistams ir baltymams
tiekti, lasteliy terapijoje, trimaciams audiniams ir Zaizdy tvarsC¢iams kurti, probiotikams jkapsuliuoti
ir kitoms reikméms. Alginaty poveikis ir saugumas buvo nustatytas in vivo tyrimais pries tokias ligas,
kaip osteoporoze, diabetas, navikai ar atopinis dermatitas. Biomedicinoje itin naudojami alginaty
hidrogeliai, nes struktiiriSkai $io polimero sudaromi geliai yra panaSiis ] tarplasteliniy audiniy
matricas.

Paprastai jvairioms zaizdoms gydyti alginatai naudojami mikrogeliy, aerogeliy, hidrogeliy ir tvars¢iy
pavidalu. Zaizdoms gydyti ir apsaugoti nuo infekcijy skirtos medziagos turi atitikti keliamus
reikalavimus: pasiZzymeéti antimikrobiniu poveikiu, netoksiSkumu, mechaniniu stiprumu, biologiniu
suderinamumu. Alginatai atitinka daugel] reikalavimy ir kartu su dvivalenciais jonais ir
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antibakterinémis medZiagomis yra naudojami tvars¢iy gamyboje. Zaizdos i§skiriamuose skyséiuose
natrio alginato jonams sgveikaujant su kalcio jonais tvars¢io medziaga jgauna gelio pavidala, kuris
drékina zaizda ir pagerina jos gijimo procesa. Taip pat alginato antibakterinis aktyvumas padeda
aktyvuoti protrombing aktyvavimo ir pagerinti hemostaze. Alginatai, esant 25 °C temperatiiroje geba
sudaryti hidrogelius, kuriy pagrindu pagaminti tvarsé¢iai sukuria hidratacijos aplinkg zaizdoms gyti..
Tokie tvarsciai yra itin svarbiis zaizdoms gydyti, o sickiant pagerinti jy drékinancias savybes, kartu
su alginatu naudojamos natiiralios medziagos, pavyzdziui, Aloe vera [44].

Alginatai ir jy pagrindu pagamintos medZiagos audiniy inzinerijoje naudojamos randams ir
kremzléms gydyti, kauly regeneracijai, lgsteliy tiekimui, kepeny ir akiy audiniams kurti. Alginaty
biologinis suderinamumas ir netoksiSkumas leidzia juos naudoti kauly persodinimui, kur
biopolimeriné medziaga kaip karkasas palaiko lgsteliy augima bei diferenciacijg, skatinancig kaulinio
audinio regeneracijg. IS dumbliy gaminamas alginatas pasizymi silpnomis ir nekontroliuojamomis
mechaninémis savybémis dél nepastovaus M ir G bloky kiekio sudétyje, todél yra sudétinga alginata
naudoti audiniy inzinerijoje. Siekiant padidinti alginaty naudojimo galimybes yra kuriami kompozitai
su kitomis medziagomis, padidinan¢iomis mechaninj stiprumg ar kitas savybes [45].
Biospausdinimas yra vienas i§ audiniy inZinerijos metody, taikomy tikslioms Igsteléms, audiniams,
matricoms atkurti ir biokomponentams jterpti pagal i§ anksto kompiuterio sukurta modelj. Biorasalu
naudojamos polimerinés medziagos, pavyzdziui, alginato hidrogeliai. Tyrimais nustatyta, kad
sumaisSius alginata su nanoceliulioze, kolagenu ir polilaktidu gaunamos patvaresnés ir standesnés
spausdinamos konstrukcijos [46].

Alginatai naudojami vaisty tiekimo sistemose antibiotiniams, prieSuzdegiminiams, diabetiniams,
chemoterapiniams vaistams bei maistinéms ir antimikrobinéms medziagoms imobilizuoti. Alginato
matricoje ikapsuliuotos vaistinés ir baltyminés medziagos gali biiti tiekiamos per plaucius, burna,
veng ir odg. Buvo nustatyta, kad medziagy imobilizavimui naudojant alginatus, efektyviai
prailginamas vaisty veikimo poveikis, sustiprinamas organizmo imuninis atsakas, uZtikrinamas
didesnis imunogeninis veiksmingumas ir biomedziagy prieinamumas [47].

1.10.2. Augaly ekstrakty jkapsuliavimas naudojant natrio alginato kapsules

Medicininiai augalai sintetina antrinius metabolitus, pasizymincius teigiamu poveikiu Zmoniy
sveikatai. I§ augaly i$skirti bioaktyviis junginiai gali biti panaudojami jvairioms ligoms gydyti kaip
antibakterinés, prieSuzdegiminés, antivézinés ar antioksidacinés medZziagos. Dauguma augaly
ekstraktuose esantys aktyvieji junginiai yra hidrofobiniai, todél sunkiai tirpsta citoplazminéje
membranoje, o tai gali sumazinti jy farmakologinj poveikj. Siuo metu taikomas augaly ekstrakty ir juy
junginiy jkapsuliavimas yra nauja strategija farmakologiniam poveikiui pagerinti bei naudingoms
savybéms iSsaugoti. Imobilizavus augaly ekstraktus sumazinamas nemalonus skonis ir kvapas bei
kontroliuojamas junginiy iSsiskyrimas. Augaly ekstraktams jkapsuliuoti naudojamos biomedziagos
yra baltymai ir polisacharidai. Natrio alginatas yra viena dazniausiai naudojamy kapsuliavimo
matricy, ] kurig kryzminiais rySiais, esant dvivalen¢iams jonams, jterpiami antriniai metabolitai.
Sudaryta struktira padeda palaikyti rugsting skrandzio terpe ir kontroliuoti vaistiniy medZziagy
atpalaidavimg, kad buty prailgintas jy poveikis [48]. Vieno tyrimo metu buvo tirtas skirtingy
koncentracijy jonazolés (lot. Hypericum perforatum L. ) ekstrakty jkapsuliavimo j alginato pléveles
poveikis antibakteriniam ir antioksidaciniam aktyvumui. Farmakologiniy savybiy gausa pasiZyminti
jonazolé medicinoje ypac vertinama dél antibakterinio poveikio prie§ bakterijas, antioksidacinio
aktyvumo ir gydomojo poveikio. Alginato su jterptu jonazolés ekstraktu plévelés turi didelj potencialg
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zaizdoms gydyti, todél svarbu nustatyti tinkamas Sio ekstrakto koncentracijas, galinCias padidinti
pritaikymo galimybes medicinoje. Pagal tyrimy rezultataus buvo nustatyta, kad H. perforatum
ekstrakto jterpimas j alginato plévelg¢ zenkliai pagerino antioksidacines savybes. Taip pat nustatyta,
kad didesnés ekstrakto koncentracijos lémé didesnj aktyvumg. Alginato plévelés antioksidacinis
aktyvumas pagal troloksg sieké 260,8 pM, o pridéjus 0,25 % ir 0,5 % koncentracijy jonazolés
ekstraktus aktyvumas padidéjo atitinkamai iki 517,4 uM ir 5134 uM. DidZiausiomis
antioksidacinémis savybémis pasizymeéjo alginato plévele su 1 % ekstrakto koncentracija — 738,4 uM.
Antibakterinio aktyvumo tyrimy rezultatai parodé, kad visos tirtos plévelés, tiek su jonazolés
ekstraktu, tiek be jo, pasizyméjo veiksmingumu prie§ gramteigiamas ir gramneigiamas bakterijas.
Plévelés su 0,25 % ir 0,5 % ekstrakto koncentracijomis turéjo didesnj poveikj prie§ S. aureus ir E.
coli bakterijas nei gryno alginato plévelé. Jonazolés ekstrakto (1 %) pridéjimas j alginato plévelg Sio
tyrimo metu neparodé didelio antibakterinio poveikio prie§ gramneigiamas E. coli bakterijas. Kiti
moksliniai Saltiniai patvirtino, kad jonazolés ekstraktai pasizymi mazesniu antibakteriniu poveikiu
prie§ gramneigiamas bakterijas, turin¢ias dalinai nepralaidzig iSoring membrang. Jbrézimy gydymo
testas, naudojant alginato pléveles su maZesnémis nei 1 % koncentracijy jonaZolés ekstraktais, taip
pat parodé geresnj veiksminguma, lyginant tik su alginato plévele [49].

1.10.3. Alginatai maisto pramonéje

Biologiskai skaidus ir saugus vartoti polisacharidas alginatas maisto pramonéje naudojamas naujo
tipo maistiniy pléveliy gamybai. Valgomosios plévelés skirtos apsaugoti maisto produktus nuo
mikroorganizmy poveikio ir savybiy praradimo. Alginato pagrindu pagamintos plévelés ne tik
iSsaugo produkty savybes, bet ir prailgina jy galiojimo laika. Kalcio alginato plévelés naudojamos
apsaugoti zuvy produktus nuo aliejy oksidacijos, suteikiancios karty skonj. Taip pat, plévelés
naudojamos ir mésos kokybei pagerinti bei apsaugoti nuo bakterijy. Polisacharidinés plévelés nors
yra atsparios riebalams ir aliejams, taciau d¢l hidrofiliSkumo tirpsta vandenyje. Alginatai maiSomi su
kitais biopolimerais mechaninéms, antibakterinéms ir antioksidacinéms savybéms pagerinti.
Pavyzdziui, alginato ir Zelatinos plévelés su jterptu raudonélio eteriniu aliejumi efektyviai sumazino
Pseudomonas spp., Enterobacteriaceae ir pieno riigsties bakterijy augimg ant maisto produkty.
Alginato pléveliy tirpumo vandenyje sumaz¢jimas ir terminio stabilumo padidéjimas pasiekiamas }
pléveles pridéjus kalcio chlorido. Pléveles gaminant kartu su citrinzoliy ekstraktu ir gliceroliu
padidéja antimikrobinis aktyvumas prie§ E. coli bakterijas, o sidabro nanodalelés padidina jy
mechaninj stipruma [50].

Maisto pramonéje alginatai daznai naudojami kaip priedai, pagerinantys skonj ir iSvaizda jvairiy
produkty gamyboje dél tirStinanc¢iy, stabilizuojanciy ir gelio sudarymo savybiy. Kaip tirStiklis
alginatas naudojamas uogieniy, dZzemy, marmelady ir padazy gamyboje bei jy organoleptiniy savybiy
pagerinimui. Gebédamas formuoti gelio struktiirg biopolimeras uztikrina stabilumg bei reikiama
klampuma ledy ir kremy gamybos procesuose. Propilenglikolio alginatas daznai naudojamas gérimy
pramong¢je, nes pasizymi lipofiliSkumu ir emulsijos stabilumu. PGA suléiy ir jogurto gamyboje
naudojamas stabilizuoti ir pagerinti tekstiira, nesukeliant jokiy Salutiniy poveikiy. Nustatyta, kad
alginatas gali sumazinti gliukozés absorbcijos greit] todél yra naudojamas kaip priedas dietiniame
maiste, skirtame sergantiems cukriniu diabetu. Kaip ir kiti dumbliy polisacharidai, alginatas, jdétas j
maista, kuriame daug cholesterolio ir riebaly, efektyviai sumazina bendra cholesterolio kiekj [51].
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1.10.4. Kitos alginaty panaudojimo sritys

Kosmetikos pramonéje natrio alginatas naudojamas kaip oda drékinanti, nedirginanti ir netoksisSka
medziaga jvairiems kremams ir veido kaukéms gaminti. Alginaty mikrosferinés dalelés naudojamos
SveiCiamuosiuose kremuose kaip abrazyvinés medziagos, skirtos negyvoms odos daleléms pasalinti.
D¢l gebéjimo islaikyti tekstiirg ir spalva, tirStinanc¢iy bei drégme sulaikanciy savybiy alginatai ir jy
hidrogeliai jeina j losjony, antiperspiranty ir dekoratyvinés kosmetikos sudétj. I$ alginato ir pektino
gaminamos kapsulés, skirtos plauky vitaminams, mineralams ar kitiems junginiams talpinti, suteikti
jiems estetiSkuma bei prailginti galiojimo laika [52].

Vandens ir nuoteky valymo procesuose alginatai naudojami kaip adsorbentai sunkiyjy metaly ir
jvairiy terSaly, tokiy kaip dazai ar antibiotikai, pasalinimui. Adsorbcinis gebé&jimas pasireiskia dél
jony mainy reakcijos metu funkciskai aktyviy karboksilo ir hidroksilo grupiy alginaty struktiiroje
saveikos su sunkiaisiais metalais (Pb%" ir Cd?") ir kitais terSalais. Tyrimais buvo nustatyta, kad
alginato pagrindu pagaminti kompozitai gali biiti efektyviis adsorbciniai ir fotokataliziniai organiniy
terSaly pasalintojai, suskaidantys organines molekules i mazesnes daleles ir taip padidinantys vandens
grynuma [53]. Zemés tikio pramonéje alginatai dél savo savybiy ir nedidelés kainos yra perspektyvi
polimeriné medziaga vandenyje tirpiems dirvozemio preparatams gaminti. Alginaty pagrindu kuriami
prailginto veikimo herbicidai bei pesticidai ir 1éto veikimo traSos yra veiksminga strategija siekiant
sumazinti neigiamg cheminiy medziagy poveikj aplinkai ir dirvai [54]. Dar viena alginaty
panaudojimo sritis — odontologija. Cia alginatai naudojami protezy gamyboje kaip danty jspaudo
forma dél greito stingimo, ekonomiskumo ir hidrofiliSkumo. Lyginant su elastomerinémis danty
ispaudy formomis, alginatines lengviau naudoti, gaunami tikslesni jspaudai, jas lengviau nuimti bei
pritaikyti prie danty ir burnos formos [55].

1.11. Literatiiros apZvalgos apibendrinimas

Ivairiais tyrimais nustatyta polimerinio alginato nauda ligoms gydyti, terSalams Salinti, maisto
produktams gaminti, bioaktyviems junginiams jkapsuliuoti ir vaistams tiekti dél gery fizikiniy,
cheminiy ir biologiniy savybiy gausos. Kadangi alginatai yra natiiralios, netoksiskos ir biologiSkai
skaidZios medziagos, tai manoma, kad jy pagrindu pagaminty medziagy poreikis ateityje isliks
didelis. Kaip teigiama literatiros Saltiniuose, kontroliuojamy savybiy alginaty biosintezé i$
Azotobacter vinelandii bakterijy yra perspektyviausias metodas galintis pakeisti jy gamybg i$
dumbliy. Cheminémis modifikacijomis, kontroliuojamomis fermentacijos sglygomis bei tinkamai
parinktu anglies, azoto Saltiniu galima pagerinti §io polisacharido gamybos procesg. Antriniy Zaliavy,
turin¢iy cukraus, panaudojimas kaip anglies $altiniy Azotobacter vinelandii bakterijoms augti bei
alginatui pagaminti, gali ekonomiskai sumazinti gamybos sgnaudas ir padidinti gamybos proceso
efektyvuma.
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2. Medziagos ir tyrimuy metodai

2.1. Tyrimy metu naudoty reagenty sarasas

Tyrimams atlikti naudoti reagentai ir jy koncentracijos pateikiamos 2.1 lenteléje.

2.1 lentelé. Cheminiy reagenty sarasas

Reagentas Cheminé formulé Koncentracija
Natrio chloridas NaCl 20 %
Izopropanolis C3HsO 95 %
Citratinis buferis CsHsO7 01M
Gliukozés tirpalas CsH1206 1 mg/ml
DNS reagentas C7HiN207 1%
Metanolis CH3OH 80 % (konc.)
DPPH reagentas C18H12Ns06 0,06 M
Natrio fosfatinis buferis (pH 6,6) NazHPO4 02M

Kalio heksacianoferatas Ks[Fe(CN)s] 1%
Trichloracto rugstis C2HCI30; 96 %
Gelezies trichloridas FeCls 0,1

Acetato buferis (pH 3,6) CH3;CO2H 300 mM
TPTZ (istirpintas 40 mmol/l HCI) Ci1sH12Ns 10 mmol
Gelezies trichlorido heksahidratas FeCl; x 6H20 20 mmol/l
Natrio Sarmas NaOH 0,1 N, IN
Sieros rugstis H2S04 0,1 N, IN

2.2. Laboratorinés jrangos sarasas

Eksperimentams atlikti naudota laboratoriné jranga:

e . Vibra AJ* svarstyklés;

,,universal 320R” centrifuga;

,,Binder BD23“ termostatas;

,2Memmert” termostatiné vandens vonelé;

,,Biosan‘“ termostatinis kratytuvas;

,,Certoclav CV-EL* autoklavas;

,», WinLab“ pH metras;

»ohimadzu UV-1280” spektrofotometras;

,,Biosan Bio Vortex VI” mégintuvéliy purtykle;
»Neolab D-6015” Ependorff mégintuvéliy centrifuga;
,,Heidoph MR HEI-TEC* magnetiné maiSyklé.

2.3. Produkcijos ir kultivavimo terpés sudétis

Bakterijy kultivavimui naudotos terpés sudétis ir komponenty koncentracijos pateiktos 2.2 lenteléje.
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2.2 lentelé. Bakterijy kultivavimo terpés sudétis

Terpés komponentas Koncentracija, g/l
Gliukozé 5
Manitolis 5
Na:MoQO4:2H,0 0,005
NHsNO3 15
KH2PO4 0,1
K2HPO4 0,9
FeS04:7H,0 0,01
CaCOs 5
Agaras 15
Terpés pH 7,3

Mitybinés terpés, kurioje buvo vykdoma Azotobacter vinelandii bakterijy fermentacija bei alginato

gamyba, sudétis pateikta 2.3 lenteléje.

2.3 lentelé. Produkcijos terpés sudétis

Terpés komponentas Koncentracija, g/l
Anglies saltinis 20

Mieliy ekstraktas 6

MgSO, 0,3

Na;HPO4 2

(NH.)2SO. 0,6

Terpés pH 7,2

Produkcijos terpé buvo ruosiama kiigingje 250 ml Erlenmejerio kolboje, kurioje nurodytomis 2.3
lenteléje koncentracijomis sumaiSyti bakterijy augimui reikalingi komponentai. Mitybinei terpei
paruosti naudotos medziagos: anglies Saltinis (kiekviename tyrime skirtingas), azoto Saltinis (mieliy
ekstraktas), makroelementas (NaHPO4), mikroelementas (MgSOs), mineralas ((NH4)2SO04),
distiliuotas vanduo. Galutinis paruostos terpés tiiris 200 ml.

2.4. Terpés pH matavimas

Daugumos bakterijy augimui optimalus pH yra artimas neutraliam, todél paruostos mitybinés terpés
pH buvo sureguliuotas iki 7,2. Fermentacijos metu, dazniausiai bakterijy augimo fazéje, pH gali kisti
ir sutrikdyti bakteriniy lasteliy augimo procesg ir produkto sintez¢. Kad to iSvengti, kiekviena
fermentacijos dieng buvo matuojamas ir jei reikia sureguliuojamas terpés pH, naudojant 1N arba 0,1
N natrio Sarmg (Sarmingumui padidinti) arba sieros riigsti (riigStingumui padidinti).

pH matavimai atlikti naudojant pH metra:

1. Elektrodas nuplaunamas dejonizuotame vandenyje;
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2.
3.
4.

Nuplautas elektrodas jstatomas j tirpalg, kurio pH norima nustatyti;
Palaukiama kol pH verté nusistovés ir pasigirs garsinis signalas;
Gauta reikSmé uzrasoma, elektrodas iStraukiamas ir patalpinamas atgal | dejonizuotg vanden;.

2.5. Naudoti anglies Saltiniai

Alginato biotechnologinei gamybai optimizuoti buvo tirti Sie anglies Saltiniai:

1)

2)

Tradiciniai angliavandeniai:

Gliukozé — monosacharidas, natiiralus, paprastasis cukrus randamas visose augaly ir gyviiny
sistemose. Zmogaus organizme gaminamas vykstant gliukoneogenezei. Dazniausiai gamtoje
aptinkamas izomeras D-gliukozé. Komerciskai gliukozé gaminama i§ kukurtizy krakmolo, kaip
baltos spalvos kristaliné medziaga. Cheminé formulé — (C16H1206) [56].

Celiuliozé — Tai gausiausias organinis junginys, jeinantis ] augaly lasteliy sieneliy sudétj. Tai
ilgas, linijinés struktiiros polisacharidas, sudarytas i§ 300 — 3000 gliukozés vienety, sujungty, -
1,4-glikozidinémis jungtimis. Celiuliozé yra vienas svarbiausiy ir placiausiai naudojamy
polisacharidy jvairiose pramonés Sakose. Cheminé formulé — (CeH100s)n [56].

Laktozé — piene ir pieno produktuose randamas disacharidas, susidedantis i§ gliukozés ir
galaktozés, sujungty B-1,4-glikozidinémis jungtimis. Tai baltos spalvos, kristaliné medZziaga
naudojama jvairiose pramonés Sakose, taip pat medicinoje ir farmacijoje. Cheminé formulé —
C12H22011 [56].

Fruktozé — saldZiausias monosacharidas, randamas meduje ir jvairiuose vaisiuose. Naudojama
kaip stabilizatorius, tirStiklis, kvapioji medziaga, tekstiirai pagerinti bei kaip saldiklis. Cheminé
formulé — CsH1206 [56].

Ksilozé — aldopentozés monosacharidas, dar vadinamas medienos cukrumi. Tai gausiausias
pentozés cukrus randamas lignoceliuliozinése Zaliavose. Natiiraliai randama ir vaisiuose,
darzovése bei piene. Ksilozé ypa¢ naudojama mikroorganizmy fermentacijos procese, gaminant
bioetanolj. Cheminé formulé — CsH100s5 [56]

Arabinozé — pentozes cukrus randamas augaly polimeruose (hemiceliuliozéje, pektine). Kaip ir
ksilozé yra pagrindinis hemiceliuliozés komponentas, sudarantis apie 12 %. Cheminé formulé —
CsH100s [56].

Galaktozé — heksozés monosacharidas, gaunamas hidrolizuojant laktoze. Zmogaus organizme
gali biiti sintetinama 1§ gliukozés. Galaktozé reikalinga lasteliy energijai bei jeina j glikolipidy
sudétj. Cheminé formulé — C¢H120¢ [56].

Cukraus alkoholiai:

Ksilitolis — nattiraliai i§ vaisiy, darzoviy, uogy, avizy ir cukranendriy gaunamas saldiklis. Dél
zemo glikemijos indekso turi minimaly poveiki gliukozés kiekiui kraujyje, taip pat neturi jtakos
danty kariesy susidarymui. Gaminamas i§ ksilano, randamo medienoje, kuris véliau
hidrolizuojamas iki ksilozés. Pramoniniu biidu gaunamas hidrinant ksilozg ar atliekant mikrobing
fermentacijg i$ ksilozés. Cheminé formulé — CsH120s [57].
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3)

Eritritolis — Svelnaus, saldaus skonio alkoholis, naudojamas kaip saldiklis kramtomosios gumos,
ledy, saldainiy ir gérimy gamyboje, teksttrai bei skoniui pagerinti. Eritritolis apie 70 % saldesnis
uz sacharozg, nekaloringas, nesukelia karieso ir neturi jtakos gliukozés kiekiui kraujyje.
Pramoniniu biidu gaminamas atliekant kukuriizy krakmolo fermenting hidrolize ir fermentuojant
gliukoze. Saltiniai, kuriuose gausu eritritolio: darzovés, melionai, persikai ir grybai. Cheminé
formulé — C4H1004 [57].

D-manitolis — malonaus skonio, mazo kaloringumo cukraus alkoholis, daugiausiai naudojamas
kaip saldiklis. Manitolis mazai tirpus vandenyje, ribotai tirpsta organiniuose tirpikliuose ir
visiSkai netirpsta eteriuose, ketonuose bei angliavandeniliuose. Gaunamas redukuojant manoz¢ ar
atliekant fruktozés hidrinimg. Natiiraltis manitolio Saltiniai: figos, alyvuogés, grybai, maumedis,
dumbliai, mielés. Cheminé formulé — CeH1406 [57].

D-sorbitolis — manitolio izomeras, saldaus ir malonaus skonio pramonéje naudojamas saldiklis.
Uz sacharoze saldesnis 60 % bei turintis maziau kalorijy. Vandenyje tirpsta daug geriau nei
manitolis, gali buti skystos ir kristalinés (kietos) biisenos. Sorbitolis yra chemiSkai inertiSkas ir
stabilus jvairiose temperatiiros ribose. Pagrindiniai Saltiniai: kriau$és, persikai, nektarinai,
abrikosai, razinos ir datulés. Sorbitolis gaminamas atlickant gliukozés redukcijg i§ kukuriizy
sirupo. Dazniausiai naudojamas sirupy, Sokolady, vitamino C gamyboje. Cheminé formulé —
CeH1406 [57].

Alternatyvis, i$ antriniu Zaliavu:

Kokosy palmiy Ziedy cukrus — tai nattralus, budingo karamelés kvapo cukrus, gaunamas i$
kokoso palmiy ziedy suléiy. Cukrus gaminamas nupjaunant neatsivérusius ziedynus, po 12
valandy surenkant issiliejusig sula, kuri véliau kaitinama ir reguliariai maiSoma, kol sutir$téja ir
kristalizuojasi. Cukruje aptinkama glitimo, krakmolo, C4 cukry, aliejaus [58].

Nerafinuotas cukranendriy cukrus — natiiralus, i§ cukranendriy suléiy iSgaunamas cukrus,
kuriame gausu monosacharidy (pvz. 76 — 89 % sacharozés, 1,5-15 % redukuojanciy cukry),
vitaminy (A, B, C, E) ir mikroelementy (kalcio, magnio, fosforo, kalio). Tai vienas i§ labiausiai
naudojamy cukry pasaulyje [59].

Vaisiy zZieveliy hidrolizatai — vaisiy zievelése esantys polisacharidai fermentinés hidrolizés metu
lengvai paver¢iami redukuojanciais cukrais, todél zieveliy hidrolizatai gali biiti naudojami kaip
anglies Saltiniai mitybinéje terpéje aukStesnés pridétinés vertés produktams gaminti [60]. Tyrimai
atlikti su Siy vaisiy Zieveliy hidrolizatais: mandariny, apelsiny, obuoliy, meliony, citriny,
avokady.

2.6. Atsinaujinan¢iy Saltiniy pavertimas j redukuojanc¢ius cukrus

e Atsveriama 3 % tiriamosios atsinaujinancios Zaliavos;

e Ipilama 0,1 M citratinio buferio, kurio pH 4,8, taip pat fermentinio miSinio ,,Cellustar XL
(kuriame yra celiuliazés ir ksilanazés);

e Misinys inkubuojamas 50 °C temperatiiroje 50 min;

e Meéginiai centrifuguojami 10 min 9000 aps/min greiciu;

e Nustatomi redukuojantys cukrai pagal gliukozés kalibracing kreive, naudojant 0,1 ml
tiriamojo tirpalo.

31



2.7. I8dziovinty Azotobacter vinelandii bakteriju atgaivinimas

Tyrimams naudotos ampuléje patalpintos, Saltyje iSdziovintos Azotobacter vinelandii DSM 85
bakterijy kultiiros, gautos 1§ Vokietijoje esan¢ios mikroorganizmy ir lgsteliy kultiiry kolekcijos
DSMZ. Tam, kad bakterijy kultira biity atgaivinta reikia tinkamai atidaryti ampulg kaip pavaizduota
2.1 pav.

>y g
1 2
-

2.1 pav. Saltyje isdziovinty A. vinelandii bakterijy ampulés atidarymo technika [61]

Pirmiausiai iSorinis ampulés antgalis atsargiai pakaitinamas liepsnoje (1), paskui uzlaSinami keli 1aSai
Salto vandens (2), kad ampulés stiklas suskilty. Panaudojant pincetg nuskeliama ampulés virstné (3)
ir galiausiai pincetu ar Kitu jrankiu iStraukiama izoliuojanti medziaga ir iSimama vidiné kapsulé (4).
Vidiné kapsulé, iStraukus apsauginj kamstj, nudeginama liepsnoje. Pabaigoje j kapsule jpilama 0,5
ml specialios terpés, skirtos bakterijy kultirai atgaivinti. Bakterijos perkeliamos padauginimui |
skystaja arba kietaja terpe.

2.8. Azotobacter vinelandii bakterijy kultivavimas

I petri 1éksteles jpilama autoklave sterilizuotos bakterijy kultivavimo terpés su agaru (sudétj zr. 2.3
lenteléje). Terpei sustingus atlickamas bakterijy séjimas j terpe pavirSiniu badu: pipete uzlasinama
50 ul A. vinelandii bakterijy suspensijos ir naudojant sterilig Kilpele iSsklaidoma. Lékstelés
apverciamos ir laikomos termostate 30 °C temperatiiroje, 48 valandas.

2.9. Inokuliato paruosimas ir jneSimas j produkcijos terpe

Kilpele paimamos ant agaro terpés uzaugusiy Azotobacter vinelandii bakterijy kolonija, kuri
perkeliama j mégintuvélj su skysta terpe, kurios sudétis islieka tokia pati, kaip nurodyta 2.3 lenteléje.
Meégintuvélis su bakterijomis maiSomas termostatiniame kratytuve, esant 28 °C temperattrai ir 150
aps/min maiSymo greiciui. ] 200 ml mitybine alginato produkcijos terpe pridedama 10 ml bakterijy
inokuliato. Kolboje esantis misinys toliau maiSomas termostatiniame kratytuve 3 dienas, palaikant 28
°C temperatiirg, 150 aps/min. maiSymo greiti.
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2.10. Bakterijy biomasés ir alginato gavimas

Alginato gamybos i§ Azotobacter vinelandii bakterijy technologijos etapai pavaizduoti 2.2 pav.

Azotobacter Bakterijy
vinelandii bakteriju Kultivavimas
atgaivinimas 30°C, 48 val

10 ml fermentacijos

10 ml fermentacijos Fermentacija midinys veikiamas 20 %
Eni(in_\'\ pra\kirdii:ma}@ [ 72 val, 28 n{- :[)P NaClir 95 %

distilinotu vandenin izopropanoliu
<= | Centritugavimas MaiSymas

O

() > ()

g?k"ﬂiq Alginato

omasés ‘
, <0 o

dziovinimas 50 °C dZiovinimeas 50 °C

2.2 pav. Alginato gamybos i§ Azotobacter vinelandii bakterijy pagrindiniai etapai

2.10.1. Lasteliy biomasés nusodinimas
Bakteriniy lgsteliy biomasés nusodinimas atliekamas tokia seka:

e 10 ml produkcijos terpés jpilama j mégintuvélj ir praskiedziama distiliuotu vandeniu iki 45 ml;

e Méginiai centrifuguojami 10 min 9000 aps/min greiciu,

e Po centrifugavimo supernatantas nupilamas, o gautos nuosédos iSdZziovinamos termostate 50 °C
temperatiroje.

2.10.2. Alginato nusodinimas

e Alginatui nusodinti j 10 ml produkcijos terpe jpilama 0,5 ml 20 % NaCl tirpalo;

e Tirpalas veikiamas 95 % izopropanoliu;

e Meéginys maiSomas termostatiniame kratytuve palaikant 28 °C temperatiirg ir 150 aps/min greit;;
e Meéginiai centrifuguojami 10 min 9000 aps/min greiciu;

e Supernatantas nupilamas, gautos nuosédos iSdZiovinamos termostate, 50 °C temperattroje.
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2.11. Gliukozés kalibracinés kreivés sudarymas

Pagal pateiktus tarius (2.4 lentelé) supilstomi tirpalai tokia tvarka: gliukozés (1 mg/ml) tirpalas,
citratinis buferis ir DNS reagentas. Mégintuvéliai patalpinami j verdanc¢io vandens vonelg 5 min.
Turinys sumaiSomas ir spektrofotometru iSmatuojama 540 nm bangos ilgyje Sviesos sugertis
tirlamaisiais tirpalais. Matavimas spektrofotometru atliekamas tokiu eiliSkumu:

1) Nustatomas bangos ilgis 540 nm;

2) Istatoma kiuveté su ,,tusé¢iu” méginiu ir uzdengiamas spektrofotometro dangtelis. Spaudziant
mygtuka ,,zero nustatomos prietaiso sugerties vertés, lygios nuliui;

3) Isimama kiuveté su ,,tus¢iu* méginiu ir | jg jpilamas tiriamasis tirpalas;

4) Kiuveté su tiriamuoju tirpalu jstatoma j spektrofotometrg ir uzdengiamas dangtelis;

5) ISmatuojama 540 nm bangos ilgio monochromatinio spindulio sugertis tiriamojo tirpalo.

2.4 lentelé. Kalibracinés kreivés sudarymas

Mégintuvélio | Standartinis Citratinis DNS reagentas
nr. gliukozés tirpalas, ml | buferis, ml

1 0,05 0,95 1

2 0,1 09 1

3 0,2 0,8 1

4 0,3 0,7 1

5 0,4 0,6 1

6 0,5 0,5 1

7 1 0 1

8 0 1 1

2.12. Alginaty, pagaminty naudojant skirtingus anglies Saltinius, antioksidacinio aktyvumo
nustatymas

2.12.1. Antioksidaciniy savybiy jvertinimas naudojant DPPH metoda

Antioksidacinis aktyvumas jvertinamas nustatant, kiek procenty DPPH radikalo geba neutralizuoti
bioaktyviis junginiai.

Qo R

DPPH Redukuotas
radikalas DPPH

2.3 pav. DPPH radikalo redukcijos reakcijos mechanizmas [62]
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Tyrimo eiga:

2 ml metanolio uzpilama ant 0,2 g susmulkintos zaliavos, homogenizuojama 10 min. Homogenatas
centrifuguojamas 9000 aps/min grei¢iu, 10 minuciy. Surenkamas supernatantas.

Tiriamasis tirpalas ruoSiamas j mégintuvélj jpilant 0,07 ml paruos$to méginio ir 3 ml DPPH
etaloninio tirpalo. Mégintuvélio turinys sumaiSomas. Méginiai 15 minuciy laikomi tamsoje, paskui
iSmatuojama tirpalo Sviesos sugertis 515 nm bangos ilgyje.

Palyginamasis tirpalas ruosiamas j mégintuvélj jpilant 0,07 ml metanolio ir 3 ml DPPH etaloninio
tirpalo. Etaloninis DPPH tirpalas ruoSiamas 0,0024 g DPPH radikalo tirpinant metanolyje 100 ml
talpos matavimo kolboje. Kontrolinis méginys — metanolis.

Slopinimas apskai¢iuojamas pagal 2.1 formule:
slopinimas (%) = [(As — Aa)/Ag] - 100 (2.1)
Cia Ag — palyginamojo tirpalo §viesos sugerties dydis;
Aa- tiriamojo tirpalo $viesos sugerties dydis.
2.12.2. Redukciniy savybiy nustatymas

0,1 g i8dZziovintos tiriamosios medZiagos ekstrahuojama 5 ml metanolyje 45 °C 0,5 val. Gautas
tirpalas centrifuguojamas 9000 aps/min greiciu, 10 minuciy ir naudojamas tyrimams.

Paruosiami skirtingy koncentracijy méginiai: 0,01 mol/l (0,25 ml bandinio ir 0,25 ml etanolio), 0,005
mol/l (0,125 ml bandinio ir 0,375 ml metanolio), 0,0025 mol/l (0,06 ml bandinio ir 0,44 ml
metanolio), 0,00125 mol/l (0,00125 ml bandinio ir 0,46 ml metanolio).

I 0,5 ml skirtingy koncentracijy meéginius, supilama 1,25 ml 0,2 M fosfatinio buferio bei 1,25 ml
Ks[Fe(CN)e]. SumaiSoma ir inkubuojama 50 °C temperatiiroje 20 min. Po to pridedama 1,25 ml 10
% trichloracto riigsties ir sumaiSoma. Centrifuguojama 10 min, 9000 aps/min greiciu.

Nucentrifuguoto tirpalo 1,25 ml sumaiSoma su 1,25 ml distiliuotu vandeniu ir 0,25 ml 0,1 % FeCls.
Méginiai iSmatuojami 700 nm bangos ilgyje.

Kontrolinis méginys — 1 ml Kz[Fe(CN)g] ir 1 ml fosfatinio buferio.
2.12.3. Antioksidaciniy savybiu nustatymas pagal FRAP metoda, naudojant TPTZ

Siuo metodu nustatomos augalo redukuojanéios savybés. Jis paremtas Fe3*-TPTZ pavirtimu j Fe?*-
TPTZ 593 nm bangos ilgyje.
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2.4 pav. FRAP metodo mechanizmo reakcija [63]

0,1 g i8dziovintos tiriamosios medziagos ekstrahuojama 5 ml metanolyje 45 °C, 0,5 val. Tirpalas
centrifuguojamas 9000 aps/min 10 min ir naudojamas tyrimams.

RuoSiami Sie reagentai:

e 300 mM acetato buferis (pH 3,6), 10 mmol TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazinas) iStirpintas 40
mmol/l HCI, FeCl3z-6H20 (20 mmol/l).

e FRAP reagentas ruoSiamas su 25 ml 300 mM acetato buferio, 2,5 ml 10 mmol TPTZ ir 2,5 ml
FeClz-6H20 (20 mmol/l).

Meéginiai 100 pL yra sumaiSomi su 3 ml FRAP reagentu. Reakcijos miSinys matuojamas 593 nm
bangos ilgyje spektrofotometriskai.

Kalibravimo kreivé ruoSiama FeSO4-7H20 (5, 10, 15, 20; 25 umol/l). Reik§mé apskai¢iuojama pagal
kalibravimo kreive umol/I Fe(11)/1.

Kalibracinei kreivei naudotas kontrolinis méginys — 3 ml FRAP reagento ir 7 ml H20.
Apskaiciuojamas antioksidacinis aktyvumas (pumol/l) pagal FeSO4-H-0 kalibracing kreive (zr. 3.20

pav.).

2.13. FT-IR spektry uZraSymas

Buvo pasirinkta uZraSyti didZiausiy gauty koncentracijy alginaty FT-IR spektrus, kai anglies Saltiniais
buvo naudota gliukozé, D-manitolis, kokosy palmiy Ziedy cukrus, citriny ir apelsiny zieveliy

hidrolizatai. Alginato méginiai FT-IR spektry uzraSymui buvo siysti j Vilniaus universiteto gyvybés
moksly centro biotechnologijos institutg.

Spektry uzraSymo eiga:

e Dbandiniai sumaiSomi su KBr milteliais masiy santykiy 1:100 ir supresuojami j tabletes;

e FT-IR spektrai uzrasomi ,,Spectrum GX‘* spektrofotometru, bangy srities intervale nuo 4000 iki
400 cm™*. Skenavimy skaicius — 10. Skiriamoji geba — 4 cm™™;

e duomenys apdorojami Spectrum programa.
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2.14. Jonazolés ekstrakto jkapsuliavimas kalcio alginato kapsuléje
Jonazolés ekstrakto jkapsuliavimo j kalcio alginato kapsules eiga:

e ParuoSiamas natrio alginato (4 %) tirpalas: 0,4 g natrio alginato iStirpinama 10 ml vandens;

e 4 % natrio alginato tirpalas lygiomis dalimis sumaiSomas su jonazolés ekstraktu;

e Misinys supilamas j Svirkstg arba pipete ir turinys i§ 1éto laSinamas j 0,25 M CaCl.-2H20 tirpala,
kuris ant magnetinés maiSyklés yra lIétai maiSomas;

e Baigus lasinti tirpalas palickamas nusistovéti apie 15 min;

e (Gautas imobilizuotas jonazolés ekstraktas kalcio alginato kapsulése plaunamas distiliuotu
vandeniu ir nufiltruojamas naudojant filtro popieriy;

e Gautos kapsulés i§dziovinamos ir iStiriamos jy antioksidacinés savybés, kurios palyginamos su
pradinio jonazolés ekstrakto bei CaCl. tirpalo su natrio alginatu ir jonazolés ekstraktu,
antioksidaciniu aktyvumu.

— Svirkstas

Natrio alginato ir
— ikapsuliuojamo
ekstrakto suspensija

Imobilizuotas
ekstraktas kalcio
alginato kapsulése

2.5 pav. Ekstrakty jkapsuliavimo j kalcio alginato kapsules principiné schema [64]

Ikapsuliavimo metodo esme sudaro biologiSkai aktyvios medziagos (fermento, baltymo, lastelés,
ekstrakto) jterpimas j matrica, siekiant apsaugoti ja nuo iSoriniu veiksniy: temperatiiros, Sviesos,
deguonies, drégmes ir cheminiy medziagy.
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3. Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas

Naudojantis Microsoft Excel programine jranga buvo apskaiciuoti tyrimy rezultatai bei nubraizyti
grafikai.

3.1. Anglies saltiniy jtaka A. vinelandii bakterijy biomasés augimui

3.1.1. Rezultatai, kai anglies $altiniais buvo naudoti tradiciniai angliavandeniai

Bakterijy biomasés koncentracija nustatyta kas 24 valandas, fermentacijos procesa vykdant tris paras.
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3.1 pav. Bakterijy biomasés koncentracijos priklausomybé¢ nuo anglies Saltinio po 24 valandy fermentacijos

Pagal gautus rezultatus (zr. 3.1 pav.) nustatyta, kad pirmaja fermentacijos dieng didZiausia
Azotobacter vinelandii bakterijy sausos biomasés koncentracija (0,94 g/l) gauta, kai anglies Saltiniu
buvo naudota gliukozé, o maziausia — 0,09 g/1, naudojant celiuliozg. Taip pat didesni rezultatai buvo
gauti anglies Saltiniu naudojant laktoze (0,41 g/l).
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3.2 pav. Bakterijy biomasés koncentracijos priklausomybé nuo anglies saltinio po 48 valandy fermentacijos

Antraja fermentacijos dieng (Zr. 3.2 pav.) didziausias (0,52 g/1) bakteriniy Igsteliy augimas stebétas,
kai anglies $altiniu mitybinéje terpéje buvo naudota laktozé. Lyginant su pirmaja fermentacijos diena
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bakterijy biomasés koncentracija naudojant gliukozes anglies Saltinj Zenkliai sumazéjo, kai tuo tarpu
naudojant daugelj kity anglies Saltiniy — padidéjo.

0,6

0,52
0,41
0,24 0,24
, 0,16
0,12
' 0,04
oo 1N

Celiuliozé Gliukozé Laktozé Fruktozé Galaktozé  Arabinozé Ksilozé

Koncentracija, g/l
o [=) [=) o
N w SN (93]

o
[y

Anglies Saltinis

3.3 pav. Bakterijy biomasés priklausomybé nuo anglies $altinio po 72 valandy fermentacijos

Tyrimu nustatyta (zr. 3.3 pav.), kad tre¢igjg fermentacijos dieng didZiausias bakterijy koncentracijos
augimas (0,52 g/l) buvo, kai mitybinéje terpéje anglies Saltiniu naudota ksilozé. Taip pat didesnis
bakterijy biomasés augimas nustatytas ir anglies $altiniu naudojant laktoze (0,41 g/l). Siuo atveju,
maziausia (0,04 g/l) bakterijy biomasés koncentracija gauta, kai anglies Saltiniu buvo naudota
celiuliozé. Lyginant su antrgja fermentacijos diena bakterijy biomasés koncentracija naudojant
daugelj anglies $altiniy sumazéjo, dél galimai produkcijos terpéje sumazéjusio maistiniy medziagy
kiekio.

Anglies Saltiniy jtakos alginaty gamyboje nustatymui buvo atlikti tyrimai su cukraus turinciais
alkoholiais: D-manitoliu, D-sorbitoliu, ksilitoliu ir eritritoliu. Rezultatai palyginti su daugiausiai
pramonéje naudojamu anglies Saltiniu — gliukoze.
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3.4 pav. Angliavandeniy alkoholiy, kaip anglies Saltiniy jtaka bakterijy biomasés koncentracijai po 24
valandy fermentacijos
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Pagal gautus tyrimo duomenis (Zr. 3.4 pav.) nustatyta, kad i§ tyrimui naudoty angliavandeniy
alkoholiy po 24 valandy fermentacijos bakterijy biomasés koncentracija buvo didziausia (0,42 g/1),
kai anglies Saltiniu naudotas eritritolis. Lyginant su gliukoze (0,94 g/l), naudojant cukraus turin¢ius
alkoholius kaip anglies $altinius, nebuvo pasiekta didesné bakterijy biomasés koncentracija.
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3.5 pav. Angliavandeniy alkoholiy, kaip anglies Saltiniy jtaka bakterijy biomasés augimui po 48 valandy
fermentacijos

Antraja fermentacijos dieng (zr. 3.5 pav.) didziausia gauta bakterijy biomasés koncentracija — 0,71
g/l, kai mitybinéje terpéje anglies Saltiniu buvo naudotas D-sorbitolis. Su visais naudotais alkoholiais,
kaip anglies $altiniais, bakterijy biomasé, lyginant su gliukoze, Zenkliai padidéjo. Siuo atveju,
naudojant gliukoz¢ bei D-manitolj buvo gautos maZiausios bakteriniy lasteliy biomasés, kurios
atitinkamai yra 0,11 g/l ir 0,21 g/I.
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3.6 pav. Angliavandeniy alkoholiy, kaip anglies Saltiniy jtaka bakterijy biomasés koncentracijai po 72
valandy fermentacijos

Tyrimo rezultatais (Zr. 3.6 pav.) nustatyta, kad po 72 valandy fermentacijos visose tirtose terpése
bakterijy biomasé nezymiai sumazéjo. Didziausios koncentracijos (0,52 g/1) bakterijy biomasé
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18skirta, kai anglies Saltiniais buvo naudojamas ksilitolis ir eritritolis. Palyginus su gliukozés anglies
Saltiniu, buvo gautos didesnés biomasés koncentracijos visais atvejais.

3.1.2. Antriniy Zaliavy, kaip anglies Saltiniy, jtaka Azotobacter vinelandii bakterijy biomaseés
augimui

Atlikti tyrimai su antrinémis zaliavomis siekiant nustatyti jy potenciala, kaip alternatyviy anglies

Saltiniy naudojimo alginato gamyboje i§ A. vinelandii bakterijy. Gauti rezultatai buvo palyginti su
anglies Saltiniu — gliukoze.
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Anglies $altinis

3.7 pav. Alternatyviy anglies Saltiniy jtaka bakterijy biomasés koncentracijai po 24 valandy fermentacijos

Po 24 valandy trukmés fermentacijos gauti rezultatai (Zr. 3.7 pav.) parod¢, kad i§ tirty alternatyviy
anglies Saltiniy didZiausia bakterijy biomase (0,36 g/I) nustatyta substratu naudojant obuoliy zieveliy
hidrolizata. Didesnis biomasés koncentracijos rezultatas taip pat buvo gautas ir anglies Saltiniu
mitybingje terpéje naudojant citriny Zieveliy hidrolizatg (0,31 g/1). MaZiausia koncentracija (0,13 g/l),
Siuo atveju buvo gauta, kai anglies Saltiniu naudotas meliony zieveliy hidrolizatas. Pagal gautus
rezultatus nustatyta, kad naudoti anglies Saltiniai, lyginant su gliukozés naudojimu kaip anglies
Saltinio (0,94 g/l), pasizyméjo mazesne jtaka A. vinelandii bakterijy biomasés augimui.
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3.8 pav. Bakterijy biomasés koncentracijos priklausomybé nuo anglies Saltinio, po 48 valandy fermentacijos

Antraja fermentacijos dieng (Zr. 3.8 pav.) gauta, kad visy alternatyviy anglies Saltiniy jtaka bakterijy
biomasei augti buvo didesné nei pirmaja fermentacijos dieng. Didziausia bakterijy biomasés
koncentracija gauta, kai anglies Saltiniu buvo naudotas kokosy palmiy ziedy cukrus (2,47 g/1), o
maziausia (0,18 g/l) naudojant apelsiny zieveliy hidrolizata. Taip pat, didesnis bakterijy biomaseés
augimas (1,45 g/l) buvo stebimas ir anglies 3altiniu naudojant cukranendriy cukry. Siuo atveju,
lyginant su gliukoze, visi substratai turéjo didesnés jtakos A. vinelandii bakterijy biomasés
koncentracijos did¢jimui.

0,6
0.48 0,49
05 :
0,43
S 04 0,37
= 0,31
&
£03 0,26 0,27 0,26
o
=
S 02 0,16
A
) '
0
Apelsiny ~ Mandariny Meliony Obuoliy Avokady Citriny Kokosy  Cukranendriy ~ Gliukozé
zieveliy zieveliy zieveliy zieveliy zieveliy zieveliy  palmiy Ziedy cukrus

hidrolizatas hidrolizatas hidrolizatas hidrolizatas hidrolizatas hidrolizatas cukrus

Anglies Saltinis

3.9 pav. Bakterijy biomasés koncentracijos priklausomybé nuo anglies saltinio po 72 valandy fermentacijos

Pagal gautus tyrimo rezultatus (zr. 3.9 pav.) nustatyta, kad bakterijy biomasés koncentracijos
didziausias padid¢jimas (0,49 g/l) gautas naudojant citriny Zieveliy hidrolizatg, kaip anglies Saltinj.
Lyginant su gliukoze, kai bakterijy biomasés koncentracija buvo gauta 0,16 g/1, tai yra tris kartus
didesné koncentracija. Taip pat didesnés koncentracijos gautos ir kai anglies $altiniais buvo naudoti
avokady, meliony zieveliy hidrolizatai — 0,48 g/l ir 0,43 g/l. Trec¢iaja fermentacijos dieng su tirtais
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alternatyviais anglies S$altiniais Vvisais atvejais buvo gautos didesnés bakterijy biomasés
koncentracijos, palyginus su gliukozés naudojimu produkcijos terpéje.

3.2. Anglies $altiniy jtaka alginato gamybai i§ Azotobacter vinelandii bakterijuy
3.2.1. Tradiciniy anglies Saltiniy jtaka alginato koncentracijai

Tradiciniy angliavandeniy, kurie pramoninéje gamyboje dazniausiai naudojami anglies Saltiniais,
jtaka alginato koncentracijai nustatyta po 24, 48 ir 72 valandy fermentacijos.
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3.10 pav. Alginato koncentracijos priklausomybé nuo fermentacijos trukmes ir naudoto anglies Saltinio
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3.11 pav. Alginato koncentracijos priklausomybé nuo fermentacijos laiko ir skirtingy anglies saltiniy

Pagal gautus rezultatus (zr. 3.10 ir 3.11 pav.) nustatyta, kad didziausia alginato koncentracija (1,27
g/l), naudojant tradicinius angliavandenius anglies Saltiniais, gauta, kai mitybinéje terpéje substratu
buvo panaudota laktozeé. Sis didZiausias rezultatas nustatytas visomis fermentacijos dienomis.
Didesn¢ alginato koncentracija (1,10 g/l) buvo gauta anglies Saltiniu naudojant fruktoze, nedidelis
sumazéjimas buvo stebimas tik antraja fermentacijos dieng. MaZiausia alginato koncentracija gauta,
kai anglies Saltiniais buvo naudota arabinozé¢ ir celiuliozé. Naudojant Siuos substratus didZiausia

alginato koncentracija sieké atitinkamai 0,77 g/1 ir 0,62 g/1, kas yra beveik du kartus maziau, lyginant
su laktoze.
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3.12 pav. Alginato koncentracijos priklausomybé nuo fermentacijos trukmés ir anglies Saltinio

Nustatyta cukraus turinéiy alkoholiy jtaka alginato gamybai (zr. 3.12 pav.) parodé, kad didziausias
rezultatas (1,60 g/l) gautas po 72 valandy trukmés fermentacijos, kai anglies Saltiniu buvo naudotas
D-manitolis. Taip pat didesné alginato koncentracija (1,47 g/1) buvo gauta, kaip substratg mitybinéje
terpéje naudojant ksilitolj. Lyginant su D-manitoliu, naudojant ksilitolj alginato koncentracija iSliko
panasi visomis fermentacijos dienomis.

3.2.2. Alternatyviy anglies Saltiniy jtaka alginato koncentracijai
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3.13 pav. Alternatyviy anglies Saltiniy ir fermentacijos trukmés jtaka alginato koncentracijai
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3.14 pav. Alginato koncentracijos priklausomybé nuo laiko ir skirtingy anglies $altiniy

Atlikto tyrimo rezultatai (Zr. 3.13 ir 3.14 pav.) parode¢, kad antriniy Zaliavy, kaip anglies Saltiniy
naudojimas alginato gamyboje yra perspektyvus biidas pagerinti proceso efektyvuma. Nustatyta, kad
didZiausia alginato koncentracija (1,51 g/l) gauta po 24 valandy trukmés fermentacijos, kai mitybinéje
terpéje anglies Saltiniu buvo naudotas citriny zieveliy hidrolizatas. Kitomis fermentacijos dienomis
gaunama alginato koncentracija nezymiai sumazgjo, taciau vis tiek iSliko didelé. Taip pat didelés
alginato koncentracijos gautos po 24 valandy, naudojant avokady (1,34 g/l) ir apelsiny (1,14 g/l)
zieveliy hidrolizatus, po 48 valandy su substratais kokosy palmiy ziedy (1,38 g/1) ir cukranendriy
(1,36 g/I) cukrumi. Lyginant su gliukoze, visy tirty alternatyviy anglies Saltiniy naudojimas parodé
didesnius rezultatus alginato gamyboje.

Anglies Saltiniy jtakos alginato koncentracijai rezultaty apibendrinimui buvo iSrinkti ir 3.15 pav.
pavaizduoti anglies Saltiniai, su kuriais buvo gautos didZiausios alginato koncentracijos.
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3.15 pav. Anglies $altiniy jtakos alginato koncentracijai rezultaty apibendrinimas
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Pagal tyrimy rezultatus nustatyta, kad didziausios alginato koncentracijos buvo gautos anglies
Saltiniais naudojant citriny zieveliy hidrolizatg (1,51 g/l), ksilitolj (1,47 g/l), avokady zieveliy
hidrolizata (1,34 g/l), D-manitolj (1,60 g/l) ir kokosy palmiy Ziedy cukry (1,45 g/l). Sie rezultatai
gauti po 24 valandy fermentacijos su citriny ir avokady zieveliy hidrolizatais, bei po 72 valandy su
ksilitoliu, D-manitoliu ir kokosy palmiy ziedy cukrumi. Anglies Saltiniu naudojant gliukozg, didesné
alginato koncentracija (0,84 g/l) buvo gauta po 48 valandy trukmés fermentacijos. Lyginant su
gliukoze, naudojant citriny zieveliy hidrolizatg kaip anglies Saltinj alginato gamyboje buvo gautas
beveik du kartus didesnis rezultatas.

3.2.3. Alginato gamybos rezultaty palyginimas su literatiiros Saltiniais

Mokslin¢je literatiiroje, vieno tyrimo metu buvo jvertinta anglies Saltiniy jtaka alginato
koncentracijai, naudojant D-manitolj, gliukoze ir laktoze. Tyrimu buvo nustatyta, kad anglies Saltiniu
naudojant 2 % D-manitolj alginato koncentracija buvo 3,4 g/l, kuri pasiekta ketvirtagjg fermentacijos
dieng. Anglies $altiniu naudojant 2 % laktoz¢ didesné alginato koncentracija, lyginant su D-manitoliu,
nustatyta ketvirta fermentacijos dieng — 4,2 g/l. DidZiausias rezultatas gautas taip pat ketvirtaja
fermentacijos diena, kai anglies Saltiniu mitybinéje terpéje buvo naudota 2 % gliukozé — 5,2 g/l [35].
Lyginant su Siame projekte gautais rezultatais, naudojant anglies $altinj D-manitolj, gliukoze ir
laktoze gauti mazdaug 2-3 kartus mazesni rezultatai nei aptartame tyrime. Tokius rezultaty skirtumus
galéjo nulemti skirtingos tyrime naudotos koncentracijos, azoto Saltiniai bei fermentacijos salygos.

Antriniy zaliavy (pvz. vaisiy zieveliy) naudojimo kaip anglies Saltiniy alginato gamyboje tyrimy
rezultaty palyginimui literatiiroje buvo rasta nedaug. Viename tyrime buvo tirtas dziovinty ir
susmulkinty obuoliy zZieveliy naudojimas kaip anglies $altinio atlickant kietafaze fermentacija, kurios
metu naudotas substrato kiekis 250 ml terpéje — 10 g. Aptariamo tyrimo metu gauta alginato
koncentracija sieké 180,64 mg/g sauso substrato [36]. Lyginant rezultatus, $io projekto metu,
naudojant obuoliy Zieveliy hidrolizata didziausia nustatyta alginato koncentracija — 1,33 g/I.

Palyginimui naudoti rezultatai pateikti 3.1 lenteléje.

3.1 lentelé. Rezultaty palyginimas

Anglies Saltinis Gauta alginato Alginato koncentracija
koncentracija literaturos Saltiniuose [35,
36]
Obuoliy Zievelés 1,33 ¢/l 180,64 mg/g sauso substrato
Gliukozé 0,84 g/l 5,2 g/l
D-manitolis 1,60 g/l 3,49/l
Laktozé 1,27 g/l 4,2 g/l

3.3. Redukuojanciy cukry nustatymas

Redukuojanciy cukry koncentracijai apskai¢iuoti buvo naudota gliukozés kalibraciné kreivé (zr. 3.16
pav.).
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3.17 pav. Redukuojanciy cukry koncentracijos priklausomybé nuo fermentacijos laiko ir anglies Saltinio
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3.18 pav. Redukuojanciy cukry koncentracijos priklausomybeé nuo laiko ir anglies Saltiniy
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IS gauty rezultaty (Zr. 3.17 pav. ir 3.18 pav.) nustatyta, kad po 24 valandy trukmés fermentacijos
didZiausia redukuojanciy cukry koncentracija terpéje buvo anglies Saltiniu naudojant fruktoze (0,40
mg/ml). Taip pat, didesnés cukry koncentracijos gautos anglies Saltiniais naudojant laktoze (0,28
mg/ml), avokady zieveliy hidrolizatg (0,15 mg/ml) ir gliukoze (0,15 mg/ml). IS daugumos tirty
substraty didziausios cukry koncentracijos buvo stebimos po 24 valandy fermentacijos, o kitomis
dienomis koncentracija sumazgjo.

Maziausiai redukuojanciy cukry nustatyta, kai anglies Saltiniu mitybinéje terpéje buvo naudota
galaktozé. Taip pat pastebéta, kad visy tirty méginiy cukry koncentracijos buvo maziausios po 72
valandy trukmés fermentacijos.

3.4. pH matavimy rezultatai

Alginato gamybai naudojant skirtingus anglies Saltinius buvo pastebétas fermentacijos terpés pH
kitimas. Maziausios pH vertés (4,27-4,73) buvo nustatytos po 48 valandy trukmés fermentacijos,
anglies $altiniais naudojant kokosy palmiy ziedy cukry, gliukozg ir cukranendriy cukry. Naudojant
anglies Saltiniu celiuliozg, po 72 valandy fermentacijos nustatytas didZiausias pH vertés padidéjimas
—12,63. Su Kkitais tirtais anglies saltiniais pH kito intervale 5,6-8,3. Padidéjus fermentacijos terpés
rigStingumui arba Sarmingumui, pH verté buvo sureguliuojama naudojant atitinkamai 1 N H2SO4
arba NaOH.

3.5. Alginaty antioksidacinio aktyvumo jvertinimas

3.5.1. Alginaty antioksidaciniy savybiy jvertinimas naudojant redukcinj metoda

g Fruktozé ——0,24
>

5

° Ksilitolis 0,11

£

S0

o Eritritolis =012
=

=

” Laktozé 0,09

2

=)

c

< Gliukozé H 0,02

Komercinis Na alginatas [ 0,08

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30
Sviesos sugertis

3.19 pav. Anglies Saltiniy jtaka alginato antioksidaciniam aktyvumui pagal redukcinj metoda

Pagal gautus rezultatus (zr. 3.19 pav.) buvo nustatyta tradiciniy anglies Saltiniy jtaka alginaty
antioksidaciniam aktyvumui. DidZiausiu antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo alginatas, kuris buvo
gautas, kai mitybinéje terp¢je anglies Saltiniu naudota fruktozé (0,24 o.v.). Taip pat didesnémis
redukcinémis savybémis pasizymejo ir alginatai, gauti anglies Saltiniais naudojant ksilitolj (0,11 0.v.)
ir laktoze (0,09 o.v.). Uz komercinio natrio alginato antioksidacinj aktyvuma maZzesnis buvo tik
alginato, pagaminto naudojant gliukoze, kaip anglies $altinj (0,02 0.v.).
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3.20 pav. Alginaty, gauty naudojant alternatyvius anglies Saltinius, antioksidacinis aktyvumas pagal
redukcinj metoda

Naudojant redukcinj metoda buvo nustatyta alternatyviy anglies Saltiniy jtaka alginaty
antioksidaciniam aktyvumui (zr. 3.20 pav.). Gauti rezultatai parodé, kad didziausiomis
antioksidacinémis savybémis (0,30 o.v.) pasizyméjo alginatas, gautas naudojant anglies Saltiniu
obuoliy Zieveliy hidrolizata. Lyginant su alginatu, gautu naudojant obuoliy Zieveliy hidrolizata, 7
kartus mazesnémis redukuojanciomis savybémis pasiZymeéjo alginatas, kai naudotas anglies Saltinis
— cukranendriy cukrus (0,04 0.v.).

3.5.2. Alginaty antioksidacinio aktyvumo jvertinimas pagal FRAP metoda

Skai¢iavimy atlikimui naudota FeSO4-7H20 kalibraciné kreivé (zr. 3.21 pav.).
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3.21 pav. FeSO4-7H,0 kalibraciné kreivé FRAP metodui
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3.22 pav. Alginaty, gauty naudojant skirtingus anglies saltinius, antioksidacinis aktyvumas pagal FRAP
metoda

Pagal FRAP metoda (Zr. 3.22 pav.) didziausios antioksidacinés savybés buvo budingos alginatui,
gautam mitybinéje terpéje anglies Saltiniu naudojant eritritolj (4,86 pumol/l). Taip pat didesnis
antioksidacinis aktyvumas nustatytas ir alginato, gauto anglies Saltiniu naudojant laktoze¢ (4,81
umol/l). Maziausiomis antioksidacinémis savybémis pasizyméjo alginatas, pagamintas naudojant
fruktoze (1,74 umol/l). Palyginimui nustatytos ir komercinio natrio alginato antioksidacinés savybés,
kurios, $iuo atveju, buvo didesnés tik uz alginato, pagaminto naudojant anglies Saltiniu fruktoze.

Cukranendriy cukrus  [INE- 2,72
Kokosy palmiy Ziedy cukrus [N — 5,99
Citriny zieveliy hidrolizatas = 5,56
Obuoliy Zieveliy hidrolizatas =18, 73
Meliony Zieveliy hidrolizatas [INE- 1,88
Avokady Zieveliy hidrolizatas [INEEE- 3,80
Mandariny Zieveliy hidrolizatas  [INNE- 2,04

Apelsiny Zieveliy hidrolizatas = 4,01

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Antioksidacinis aktyvumas (Fe%*), umol/I
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3.23 pav. Alternatyviy anglies Saltiniy jtaka alginaty antioksidaciniam aktyvumui pagal FRAP metoda

I§ gauty rezultaty (zr. 3.23 pav.), nustatyta, kad alginatas, kuriam pagaminti mitybingje terpéje buvo
naudotas obuoliy Zievelés hidrolizatas, kaip anglies Saltinis, pasiZzyméjo stipriausiomis
antioksidacinémis savybémis (8,73 umol/l) i§ visy tirty méginiy. Didesniu antioksidaciniu aktyvumu
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(5,99 umol/l) pasizyméjo ir alginatas, gautas naudojant kokosy palmiy ziedy cukry. Maziausios
antioksidacinés savybés (1,88 umol/l) nustatytos alginato, kai mitybinéje terpéje anglies Saltiniu buvo
naudotas meliony zieveliy hidrolizatas.

3.6. Jonazolés ekstrakto, jkapsuliuoto j kalcio alginato kapsules, antioksidacinio aktyvumo
tyrimas

Po jonazolés ekstrakto jkapsuliavimo gauti kalcio alginato geliukai (zr. 3.24 pav.) buvo skaidrs,
dideli, kai kurie netaisyklingos formos, taip pat jy viduje buvo matomas jkapsuliuotas ekstraktas.

3.24 pav. Jonazolés ekstraktas jkapsuliuotas j kalcio alginato kapsules

Siekiant nustatyti jkapsuliavimo j kalcio alginato kapsules poveikj augaly ekstrakty antioksidaciniam
aktyvumui buvo istirti pradinio jonazolés ekstrakto, CaClz tirpalo su natrio alginatu ir jonazolés
ekstraktu bei jkapsuliuoto j kalcio alginato kapsules jonazolés ekstrakto méginiai.

90
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g
.g 50
£ 40
g
5 30
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10 4,75 -
0 ]
Pradinis jonazolés CaCl2 tirpalas su Na  Imobilizuotas jonazolés
ekstraktas alginatu ir jonazolés  ekstraktas kalcio alginato
ekstraktu kapsuléje

Méginys

3.25 pav. Jkapsuliavimo jtaka jonazolés ekstrakto antioksidaciniam aktyvumui pagal DPPH metoda

I$ gauty tyrimo rezultaty (zr. 3.25 pav.) matyti, kad didziausiu antioksidaciniu aktyvumu pagal DPPH
metodg pasizyméjo pradinis, nejkapsuliuotas jonazolés ekstraktas, kurio slopinimas sieké 76,37 %.
CaCl, tirpalas, kuriame buvo jonazolés ekstrakto ir natrio alginato pasiZyméjo maziausiu
antioksidaciniu aktyvumu. [kapsuliuoto j kalcio alginato kapsules jonazolés ekstrakto antioksidacinis
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aktyvumas sieké 13,7 % — tai zenkliai maziau nei pradinio jonazolés ekstrakto. Bioaktyvumas
sumazéjo galimai dél prastos kapsuliy dispersijos, kuriai jtakos galéjo turéti naudotos pipetés
skersmuo, laikomos pipetés atstumas nuo kalcio chlorido tirpalo ir dél to susidar¢ per dideli kalcio
alginato geliukai.

Literatiiros Saltiniuose minima, kad jkapsuliavimo efektyvumui ir antioksidaciniam aktyvumui jtakos
turi ne tik fizikinés, bet ir cheminés kalcio alginato granuliy savybés. Vieno tyrimo metu, rezultatai
parodé, kad ijkapsuliuoty i kalcio alginato polimering matricg augaliniy ekstrakty antioksidaciniam
aktyvumui jtakos tur¢jo M/G bloky santykis kalcio alginato cheminéje struktiiroje — mazesnis
santykis Iémé didesnj antioksidacinj aktyvumg [65].

3.7. FT-IR analizés rezultatai

Nubraizyti alginaty, gauty is skirtingy anglies Saltiniy FT—IR spektrai siekiant nustatyti budingas
funkcines grupes struktiiroje. Buvo pasirinkti keturi, didziausios gautos koncentracijos alginato
méginiai, kai anglies Saltiniais buvo naudojamas citriny zieveliy hidrolizatas, D-manitolis, kokosy
palmiy ziedy cukrus, apelsiny zieveliy hidrolizatas. Palyginimui uzregistruotas penktasis spektras,
kai anglies $altinis buvo gliukozé.
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3.26 pav. Alginato, gauto anglies $altiniu naudojant gliukozg, FT-IR spektras
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3.27 pav. Alginato, gauto anglies Saltiniu naudojant kokosy palmiy ziedy cukry, FT-IR spektras
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3.28 pav. Alginato, gauto anglies Saltiniu naudojant D-manitolj, FT-IR spektras
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3.29 pav. Alginato, gauto anglies $altiniu naudojant citriny zieveliy hidrolizata, FT-IR spektras
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3.30 pav. Alginato, gauto anglies Saltiniu naudojant apelsiny zieveliy hidrolizata, FT-IR spektras

ISanalizavus alginato méginiy FT-IR spektrus nustatytos pagrindinés funkcinés grupés pateiktos 3.2
lenteléje.
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3.2 lentelé. Alginaty FT-IR spektry analizé

Anglies Saltinis, naudotas
alginato gamyboje

Bangos skaiéius, cm™

Funkciné grupé

Gliukozé 3127 O-H rysiui budingi virpesiai
2931 C-H ry$iui budingi virpesiai
1633 O-C-O (karboksilo) rysio virpesiai
1121-1065 C-C-H; O-C-H rysiy virpesiai
Kokosy palmiy ziedy cukrus 3124 O-H rysio virpesiai
2923 C-H rysiui budingi virpesiai
1642 O-C-O (karboksilo) rysio virpesiai
1120-1066 C-C-H; O-C-H rysio virpesiai
955 C-O rysio virpesiai
D-manitolis 3270 O-H ry$iui budingi virpesiai
2927 C-H rysiui budingi virpesiai
1627 O-C-O (karboksilo) rysio virpesiai
1073 C-C-H; O-C-H rysiy virpesiai
Citriny zieveliy hidrolizatas 3272 O-H ry$iui budingi virpesiai
2932 C-H grupei budingi virpesiai
1633 O-C-O (karboksilo) rysio virpesiai
1070 C-C-H; O-C-H rysio virpesiai
Apelsiny zieveliy hidrolizatas 3271 O-H rysio virpesiai
2930 C-H rysio virpesiai
1633 O-C-O (karboksi) rysio virpesiai
1068 C-C-H; O-C-H rysio virpesiai

Gauti spektry analizés rezultatai parodé (zr. 3.2 lentelé, 3.26-3.30 pav.), kad visuose tirty méginiy
spektruose galima atpazinti alginato strukttrai buidingas tam tikras funkcines grupes. Ties bangos
skai¢iumi 3200 cm™ stebima plati (i$skyriis atvejus, kai anglies $altiniais naudota gliukozé ir kokosy
palmiy ziedy cukrus) O-H rySio virpesiams btidinga absorbcijos juosta. C-H rysiui budingi virpesiai
visuose spektruose matomi ties 2920-2930 cm™ bangos skai¢iumi. Taip pat, alginato struktiirai
biidinga intensyvi O-C-O juosta, esanti ties 1627—-1642 cm™. Piranozés ziede esancius rysius C-H, C-
C ir C-O galima priskirti 1120-1065 cm™ ribose matomose absorbcijos juostose. Anomerinéje srityje,
ties 955 cm™ esanti juosta, kai anglies Saltiniu buvo naudotas manitolis, galéty biiti priskirta urono
riigities liekanos C-O rysiui. Visuose spektruose stebimos absorbcijos juostos 854-863 cm™ ribose
budingos B-manurono ragsties Ci-H jungciai [66]. Spektry absorbcijos juosty atitikimas buvo
palygintas su komercinio natrio alginato FT—IR spektru (Zr. 1 prieds).
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4. Rekomendacijy dalis

Pagal atlikty tyrimy rezultatus rekomenduojama alginato gamybos i§ Azotobacter vinelandii bakterijy
optimizavimui naudoti alternatyvy anglies Saltinj — citriny zieveliy hidrolizatg. Tyrimy metu
naudojant §j anglies Saltinj buvo nustatyta didziausia alginato koncentracija jau pirmaja fermentacijos
dieng. Alginato gamybos proceso efektyvumui didinti, rekomenduojama toliau testi tyrimus,
jvertinant ir kity veiksniy jtaka: pH, temperatiros, tirpiklio, azoto $altinio, drusky koncentracijy. Taip
pat siiiloma alginato gamybg fermentacijos budu atlikti nurodytomis salygomis pagal pateikta

aparatiiring schema (zr. 4.1 pav.).

Maistings = T2
medZiagos

o5

L
A1

SEB

F2

AT3 |J
Iz
D

L\
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oras

g 2

OF

c2

AT4

4.1 pav. Alginato gamybos i§ Azotobacter vinelandii bakterijy aparattriné schema
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4.1 lentelé. Aparatiirinés schemos Zyméjimas

Zyméjimas

ReikSmé

BK

Azotobacter vinelandii
bakterijy kultiira

S1, S2, S3, S4, S5, S6

IScentrinis iurblys

T1

Bakterijy kultivavimo terpé

T2 Produkcijos terpé

Al, A2, A3 Autoklavas

K Oro kompresorius

OF Oro filtras

F1, F2 Fermentatorius su maisykle
C1,C2 Centrifuga

R1, R2, R3 MaiSymo rezervuaras

p Peristaltinis siurblys

AT1, AT2, AT3, AT4 Atlieky konteineris

Dz Dziovykla

SB Sausa bakterijy biomasé
H20 Vanduo

NaCl Natrio chloridas

Iz I1zopropanolis

L Liofilizatorius

T Juostinis transporteris
SM Maluninis smulkintuvas
P Supakuotas produktas

I nuolat maiSoma fermentatoriy (F1) i§ autoklavo (A1) iScentriniu siurbliu (S1) transportuojama sterili
kultivavimo terpé (T1) ir atgaivintos, skystos biisenos Azotobacter vinelandii bakterijos (BK).
Fermentatoriuje (F1) bakterijos auginamos 24 valandas, palaikant 28-30 °C temperatiirg ir 7,2 pH,
kuris kontroliuojamas peristaltiniu siurbliu (p) naudojant 2N NaOH tirpalg. Gautas inokuliatas
siurbliu (S2) tickiamas j antrajj, didesnio darbinio tario fermentatoriy (F2), kur taip pat tiekiama ir
sterili produkcijos terpé (T2), sudaryta i$ anglies (citriny zieveliy hidrolizato) ir azoto $altinio (mieliy
ekstrakto), makroelemento (NaHPO.), mikroelemento (MgSQO4) ir mineralo ((NH4)2SOs).
Aerobinéms Azotobacter vinelandii bakterijoms augti taip pat reikalingas ir deguonis, todél |
fermentatoriy (F2) tiekiamas kompresoriuje (K) suspaustas ir oro filtre (OF) isvalytas oras.
Fermentacijos procesg patariama vykdyti 28 °C temperatiroje, 400 rpm maiSymo greiciu, 72
valandas. Pasibaigus fermentacijai gautas miSinys sterilizuojamas autoklave (A3) 121 °C
temperatiiroje, po to nukreipiamas j centrifuga (C1), kurioje atskiriama skystoji ir kietoji fazés. Po
centrifugavimo gautos bakterijy biomasés nuosédos siurbliu (S4) tickiamos j maiSymo rezervuarg
(R1) kur yra plaunamos vandeniu. I§ rezervuaro (R1) drégnos biomasés nuosédos perkeliamos |
dziovinimo kamera, kur palaikoma 50 °C temperatiira, o vanduo su priemaiSomis iSleidziamas j
atliekas (AT1). Sausa bakterijy biomasé gali biiti naudojama tolimesniems tyrimams. Alginato
nusodinimui supernatantas i§ centrifugos (C1) iScentriniu siurbliu (S5) transportuojamas j kita
rezervuarg su maiSykle (R2), kur taip pat yra tiekiamas natrio chloridas (NaCl) bei i$ distiliavimo
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kolonos (D) iSeinantis izopropanolis (Iz). Susidariusioms alginato nuosédoms atskirti miSinys
tiekiamas j centrifugg (C2), i§ kurios izopropanolis regeneravimui grazinamas j distiliavimo kolong
(D), 0 natrio alginato nuosédos transportuojamos j maiSymo rezervuarg (R3), kur yra plaunamos
vandeniu. Alginato nuosédos perkeliamos dziovinimui j liofilizatoriy (L), i§ kurio gauti kristalai
smulkinimui juostiniu transporteriu (T) tiekiami j maltninj smulkintuvg (SM). Gauti alginato
milteliai supakuojami pakavimo jrenginyje (P).
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ISvados

Biotechnologiné alginato gamyba i§ Azotobacter vinelandii bakterijy buvo optimizuota
anglies Saltiniu mitybinéje terp¢je naudojant alternatyvy anglies Saltin] — citriny Zieveliy
hidrolizata. Didziausia alginato koncentracija (1,51 g/l) buvo gauta jau pirmaja fermentacijos
dieng.

Istirta skirtingy anglies Saltiniy jtaka bakterijy biomasés augimui ir alginato koncentracijai.
Gauti rezultatai parodé¢, kad, lyginant su gliukozés naudojimu, didziausig jtaka bakterijy
biomasés koncentracijos did¢jimui turéjo Sie anglies Saltiniai: kokosy palmiy ziedy cukrus
(2,47 g/l), D-sorbitolis (0,71 g/1), laktozé (0,52 g/l), kai rezultatai gauti po 48 valandy
fermentacijos. Atlikus tyrimus su skirtingais anglies Saltiniais buvo gauta, kad didziausios
pagaminty alginaty koncentracijos nustatytos anglies Saltiniais mitybin¢je terpéje naudojant
D-manitol;j (1,60 g/1), citriny zieveliy hidrolizata (1,51 g/1) ir ksilitolj (1,47 g/l).
Fermentacijos trukmés jtaka alginato gamybai parodé, kad didesnés alginato koncentracijos
su vienais anglies Saltiniais buvo pagamintos po 24 valandy, o su Kitais po 72 valandy trukmés
fermentacijos. Taciau norint sumazinti gamybos proceso sgnaudas tikslinga bty rinktis
trumpesn¢ fermentacijos trukme — 24 valandas.

Azotobacter vinelandii  bakterijy pagaminty alginaty antioksidacinio aktyvumo
priklausomybés nuo anglies Saltinio rezultatai parode, kad pagal gelezies redukcijos
antioksidacing galia, didziausiu antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo alginatas, pagamintas
naudojant anglies Saltiniu obuoliy Zieveliy hidrolizatg (8,73 umol/l), o maziausiu, kai anglies
Saltiniu naudota fruktozé — 1,74 pmol/l. Redukciniu metodu gautais rezultatais nustatyta, kad
didziausiomis antioksidacinémis savybémis taip pat pasizyméjo alginatas, kai mitybinéje
terpéje anglies Saltiniu buvo naudotas obuoliy zieveliy hidrolizatas (0,30 0.v.), 0
maziausiomis — anglies Saltiniu naudojant gliukozg¢ (0,02 0.v.).

Pagaminty alginaty strukttrai identifikuoti nubraizyti Furjé transformacijos infraraudonosios
spinduliuotés spektrai, kurie buvo palyginti su komercinio natrio alginato spektru. Gautuose
spektruose matomos absorbcijos juostos sutapo su komercinio alginato spektre esanc¢iomis
juostomis ir buvo priskirtos pagrindinéms funkcinéms grupéms, biidingoms alginato cheminei
struktirai. Visuose spektruose identifikuoti O-H, O-C-O, C-H, C-O rysSiams buidingi virpesiai.
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