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SANTRAUKA

Projekte buvo nustatyta, kad Aphanizomenon flos — aquae biomasé gali bati naudojama
ardymui su statoriumi — rotoriumi. Atlikus tirpalo, gauto istirpinus nuosédas po i§sodinimo amonio
sulfatu, filtravimg, buvo nustatytas filtravimo greitis — 999,1 I/ m?*val. Dializés metu buvo
sunaudojama 10 | buferinio tirpalo — paruosti 100 ml baltyminio tirpalo, sumazinant savitgjj
elektrinj laidj nuo 134 iki 1 mS/cm. Dializé yra pakei¢iama diafiltravimu ir iSmatuojami
parametrai: vidutinis filtravimo greitis — 11,82 I/m?*val ir DV — 2,75. Buvo nustatyta, kad
fikocianinas C yra stabilus pH intervale nuo 3,5 iki 7,5. Fikocianinas C statiném sglygom ant
anijonito sorbuojasi pH vertése aukstesnése nei 5,2, ant katijonito sorbuojasi pH vertése zemesnése
uz 5. Buvo nustatyta — dinaminémis salygomis optimaliausias sorbcijos pH yra 7, gaunamas
grynumas (Aes2onm/Azgonm) 2,58. Atlikus didesnio mastelio chromatografija buvo gauta 43 ml
produkto, kurio baltymy koncentracija 37,6 mg/ml ir grynumas (As2onm/Azgonm) — 2,63. Atlikus
kapiliaring elektroforeze buvo nustatyta, kad fikocianino C subvienety molekulinés masés — 16,6
ir 21 kDa. Atlikus molekuliniy siety chromatografijg buvo nustatyta, kad fikocianino C subvienety
molekulinés masés — 14 ir 21,4 kDa.

S¢iukas, Dovydas. Manufacturing of Phycocyanin C for Cyanobacteria
Aphanizomenon flos — aquae: Master ‘s thesis in Industrial Biotechnology / supervisor assoc. prof.
dr. Kostas Radzevicius. The Faculty of Chemical Technology, Kaunas University of Technology.

Research area and field: biotechnology, technological studies
Key words: C — phycocyanin, Aphanizomenon flos — aquae, Cyanobacteria.
Kaunas, 2018. 75 p.

SUMMARY

In this project it was determined that stator — rotor homogenizer may be used to disrupt
Aphanizomenon flos — aquae biomass. Dissolved ammonium sulphate precipitate was filtered, at
filtrate flux rate 999,1 I/ m?*h. 100ml protein solution was dialyzed with 10 | dialysis buffer to
reduce solutions relative electrical conductivity from 134 to 1 mS/cm. diafiltration is used as a
substitute to dialysis, it was measured that during the process average filtrate flux rate is
11,82 I/m?*h, diafiltration volume — 2,75. C — phycocyanin is stable in pH values from 3,5 to 7,5.
It was determined that at static conditions C — phycocyanin binds to anion exchange resin at pH
values that are higher than 5,2, for cation exchange resin objective protein binds at pH values that
are lower than 5. At dynamic condition it was determined that optimal binding pH is 7, eluted C -
phycocyanin purity (As2onm/Azsonm) — 2,58. 43 ml 37,6 mg/ml protein concentration
C — phycocyanin solution with (Asz2onm/Azsonm) purity of 2,63 was produced from a larger scale
anion exchange chromatography. Using capillary electrophoresis, it was determined that C —
phycocyanin submit molecular weights are 16,6 and 21 kDa. Using size exclusion
chromatographs, it was determined that C — phycocyanin submit molecular weights are 14 and
21 kDa.



SANTRUMPQOS

BSA — Galvijy serumo albuminas

DN — Denattiruojantis tirpalas

DS — Valymo tirpalas

DTT — Ditioeritritolis

DV — Diafiltravimo tiiris

GDM - Gelio — dazo misinys

kDa — Kilodaltonas

NMWL — Nominali molekulinés masés riba (angl. Nominal Molecular Weight Limit)
OV - Optiniai vienetai

PEG — Polietileno glikolis

TFA — Trifluoracto rugstis

TLL — Angl. tie length line

TOD - Bendras optinis tankis

TRIS — Tris (hidroksimetil) aminometanas
VK — Kolonos tiiris

V'S — Vonios skaiciius



IZANGA

Melsvabakterés, tai yra prokarijotiniai mikroorganizmai, kurie daznai yra klasifikuojami
kartu su mikroskopiniais dumbliais. Sie mikroorganizmai yra randami ne tik vandens telkiniuose,
vandenynuose, ir ezeruose, bet ir dirvoje. Didelé dalis melsvabakterés pasisavina atmosferinj
anglies dvideginj ir azota, o energija gauna sugeriant Saulés $viesa — [1]. Sviesos energija yra
sugeriama chlorofilais ir pigmentiniais baltymais — fikobilinais.

Dalis melsvabakteriy zydéjimo metu sunaudoja vandenyje istirpusj deguonj ir proceso metu
iSskiria nemalonaus kvapo aromatines medziagas — [1]. Atsiradus deguonies trikumui nukencia
kiti telkinio organizmai. Atsiranda poreikis panaudoti uZzaugusig biomas¢. Pramongje iS
melsvabakteriy biomasés yra gaminami: maisto papildai, biotrasos ir gyvuliniai pasarai — [1, 2].
Bet $iy produkty pridétiné verté yra nedidelé, todél atsiranda tikslas iSgauti i§ mikroorganizmy
didesnés pridétinés vertés produktus: lipidus, karotinoidus, fikobilinus ir kt. Atliekos. gautos po
$iy produkty i§gavimo. gali buti toliau naudojamos paSarams ar trgSoms gaminti.

Vienas i§ auks$tos pridétinés vertés fikobiliny yra fikocianinas C. Tai yra pigmentinis
baltymas pasizymintis stipriai mélyna spalva, todél yra naudojamas maisto pramonéje ir
kosmetikoje, kaip daziklis. Be stiprios spalvos fikocianinas C pasizymi antioksidacinémis,
uzdegimus slopinan¢iomis savybémis — [3]. Fikocianinas C taip pat pasizymi fluorescencija, todél
gali biiti naudojamas, kaip biomolekuliy fluorescencinis zymeklis.

Europa $iuo metu uzima tik 5 % pasaulinés mikroskopiniy dumbliy apdorojimo rinkos,
lyderiai yra Australija ir Azija. Eksperty teigimu Europa gali tapti mikroskopiniy dumbliy
apdorojimo lydere kitame deSimtmetyje — [2]. Apskaiciuota, kad per metus Lietuvos Kursiy
mariose, optimaliomis salygomis, priauga 7632 m*® melsvabakteriy biomasés, todél Lietuva turi

potencialg kurti Sios srities pramong — [4].



Darbo tikslas — nustatyti fikocianino C i§ melsvabakteriy Aphanizomenon flos — aquae gamybos

salygas

Darbo uzdaviniai:

IStirti statoriaus — rotoriaus tinkamumag kultiiros ardymui
Nustatyti normalaus filtravimo greitj, filtruojant istirpintas nuosédas gautas po i$sodinimo
amonio sulfatu
Nustatyti diafiltravimo, filtravimo greitj ir DV, naudojant prafiltruotg méginj
Istirti fikocianino C stabilumo priklausomybe nuo pH
Nustatyti chromatografinio gryninimo parametrus:
o Suanijonitu Q — Sepharose XL
o Su katijonitu SP — Sepharose XL
Atlikti gauto produkto analize: jvertinti grynumg ir molekuling mase kapiliarine
elektroforeze, ir molekuliniy siety chromatografija

Atliekamas gamybos proceso projektavimas surenkant maksimaly Zaliavos kiekj



1. LITERATUROS APZVALGA

1. 1. Fikocianino C savybés

Fikocianinas C, tai pigmentinis baltymas, sudarytas i$ dviejy o ir f subvienety. Subvienetas
a turi trumpesne polipeptidine grandj nei B, pasizymi vienu fikobilinu (fikobilinas — chromoforiné
grupé randama baltymuose, kurie pasizymi §viesos absorbcija) prijungtu prie 84 cisteino liekanos,
molekuliné masé svyruoja nuo 12 iki 19 kDa. Subvienetas B pasizymi dviem fikobilinais
prijungtais prie 84 ir 155 cisteino liekany, molekuliné masé svyruoja tarp 14 — 21 kDa. Tokios
struktairos fikocianinas C randamas visuose organizmuose, jis gali skirtis aminortigs¢iy liekany
seka ir sekos ilgiu. Palyginus 2 mikroorganizmy (Phormidium ceylanicum ir Spirulina platensis)
fikocianino C elektroforezés rezultatus — matyti, kad tikslinio baltymo molekulinés masés yra
beveik identiSkos (Zr. 1.1. pav.) — [5].

o -
—
-
43,0 — .
_— » 17 kDa (B-Subvienetas)
29.0 20 kDa — o
15 kDa i » - 16 kDa (a-Subvienetas)

143 -.

1.1. pav. Fikocianino C gauto i§ dviejy skirtingy mikroorganizmy elektroforezés rezultatai. Fikocianinas

C desingje i§ Phormidium ceylanicum, kairéje i§ Spirulina platensis — [5, 6].

Mikroorganizmuose pigmentinés medziagos (chlorofilai, karotinoidai, fikobiliproteinai)
skirtos absorbuoti §viesa ir konvertuoti ja j cheming energija. Sviesa yra bitinas komponentas, kad
fikocianinas C bty sintetinamas. Buvo nustatyta, kad mikroorganizmas Arthronema africanum
susintetina didziausig fikocianino C koncentracija auginant 36°C temperatiiroje. Esant mazam
$viesos intensyvumui (50 pmol(fotony)/m?s) tikslinis baltymas sudaré tik 12,5 % sausos biomasés.
Pakélus Sviesos intensyvumg iki 150, tikslinio baltymo koncentracija sudaré apie 24 % sausos
biomasés. Keliant §viesos intensyvuma per 150, fikocianino C koncentracija pradeda mazéti — [7].

Fikocianinas C, kaip ir dauguma baltymy, yra jautriis temperattiros pokyciams. Tai buvo
iStirta, matuojant fikocianino C fluorescencija. Keliant temperatiirg, fluorescencijos intensyvumas
mazéja tiesiskai, pasiekus 60 °C fluorescencija iSnyksta — [8]. Tikslinis baltymas yra stabilus iki
60 °C. Terminis denatiravimas taip pat yra stebimas matuojant $viesos sugert] bangos ilgyje
kuriame, fikocianinas C pasizymi auks$¢iausia sugertimi — 620nm. Sugerties pokytis (zr. 1.2. pav.),

panasiai kaip ir matuojant fluoroscencija, 60 °C temperatiiroje pasiekia minimalig verte, kuri toliau
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nezymiai krinta didinant temperatiirg — [9]. Terminé denataracija kinta priklausomai nuo terpés
pH, kurioje yra istirpintas tikslinis baltymas. I§ paveikslo — matyti, kad stabiliausias baltymas yra,

kai pH verté yra apie 6 — [9].

110 o/
100 A
90
80 A
70 4
g B0 i
Ux 50 A
40
30
20 4. —o— PHSO
—— pH 6.0
10 4 —0— pH7.0 i
0 /4

0 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80

Temperature (°C)
1.2. pav. Cr — fikocianino C santykinés koncentracijos (koncentracijos santykis prie$ kaitinimg ir po)

priklausomybé nuo temperatiros ir pH (Buvo iSlaikoma 30 min atitinkamoje temperatiiroje) — [9].

Siekiant padidinti tikslinio baltymo stabilumg, naudojamos apsauginés priemonés
(angl. preservatives). Daznai baltymams saugoti naudojamas natrio azidas arba DTT, bet Sie
reagentai pasizymi toksiSkomis savybémis. Fikocianinas C naudojamas maisto pramongje,
kosmetikoje, farmacijoje, todél stengiamasi naudoti apsaugines priemones netoksiskas zmogui.
Buvo patikrintos trys skirtingos priemonés (4 mg/ml koncentracijos CaCly, sacharozé ir citrinos
r.), ir jy kombinacijos (4 ir 2 mg/ml CaCl; ir Sacharoz¢). Bandymas buvo atliekamas 15 dieny
esant 0+5 °C ir 35+5°C temperatiroms. Esant 0+£5 °C temperatiirai po 15 d. bendras tarp visy
méginiy denatiravimo pokytis buvo menkas (nuo 12 iki 7 %), bet maziausiai Suiro méginys j kurj
nebuvo déta papildomy apsauginiy priemoniy (po 15 d. liko apie 94 % fikocianino C), didziausias
suirimo laipsnis buvo aptiktas méginyje su 2 mg/ml CaCl; ir sacharoze (po 15 d. liko apie 89 %
fikocianino C). Esant 35+5°C temperatiirai po 15 d. buvo matomas aiskus baltymo suirimas beveik
visuose méginiuose, meéginyje su citrinos rugstimi randamas maziausias tikslinio baltymo
praradimas (po 15 d. liko apie 91 % fikocianino C), likusiuose méginiuose fikocianino C liko nuo
5,09 % iki 22.9 %. Nustatyta, kad kambario temperatiiroje geriausiai apsaugo fikocianing C nuo
suirimo citriny rugstis, net po 45 d. 35+5 °C temperatiroje licka 68 % fikocianino C — [10].

Baltymy gryninimui Yyra svarbus baltymo izoelektrinis taskas (pl). Fikocianino C
izoelektrinis taskas yra nuo 4,7 iki 5,3, priklausomai nuo organizmo, i§ kurio iSgautas baltymas.

Pavyzdziui, fikocianinas C i§ Calothrix sp pl — 5,2, o Cyanidium caldarium — 5,11 — [11, 12].
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1. 2. Gryninimas
1.2.1. Fikocianino C sorbcija ant hidroksiapatito kolonos

Ekstraktas iSgautas i§ sauso Aphanizomenon flos —aquae. Sausi ekstrakto milteliai
iStirpinami 0,1 M 7,0 pH natrio fosfato buferiniame tirpale. Tirpalas jsotinamas iki 50 % amonio
sulfato. Po valandos (4 °C temperatiiroje) suspensija centrifuguojama 10000g 30 min (4 °C
temperatiroje). Gautas supernatantas nupilamas, nuosédos istirpinamos 5mM natrio fosfato
buferiniame tirpale pH 7,0 ir dializuojamas per naktj tokiame paciame buferiniame tirpale. Po
dializés fikocianino C méginys sorbuojamas ant 2,5x25 cm hidroksiapatito kolonos. Méginio
desorbcija atliekama gradientu, keiciant fosfato jony koncentracijg nuo 5 iki 150 mM — [13]

Gaunama 50 frakcijy (Zr. 1.3. pav.), desorbcija pradedama nuo 25 frakcijos (pirmos 25
frakcijos — méginio sorbcija ant kolonos). Frakcijos nuo 35 iki 45 grynumas (sugerties
santykis As2onm/A2gonm) gaunamas aukStesnis uz 4, jos apjungiamos j vieng. Bendras frakcijy
grynumas gaunamas 4,78. Frakcijos, pasizymincios auks$Ciausiu grynumu desorbuojamos
57,2 —-111,4 mM fosfato jony koncentracijoje — [13].

3,00 8
275 280
—{— 620nm
At - Agzo Azgo A P
2,25 \
2,00 - 200 — . g
= 5
o 1,75 e S
, J
8 1,50 45 — / 8 o
5 [ _ Lo £
Baase l  zp_ 1 1 0 ] aere -
§125+4 31— [ o—®
< ,." o\ %‘
1,00 s / % &
/_ \i\ 4
0,75 144 — / \
1 \
/ ‘e
0,50 - /./ - { B ] l.,-rl 3
/ ) -
025 - 75 i = 3
u-i-n-® L |
F s L R .
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0,2 T T T T T T 2
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1.3. pav. Hidroksiapatito chromatografijos chromatograma, desorbuojant gradientu keliant druskos

koncentracija — [13].

1.2.2. Fikocianino C anijony mainy chromatografija
1.2.2.1. Sorbcija ant DEAE - Sepharose CL — 6B

Pries jleidziant méginj (iSgauta i§ mikroorganizmo Spirulina sp.) i kolona, pakrauta
DEAE Sepharose CL — 6B, atliekamas iSsodinimas amonio sulfatu: I) jsotinama iki 25 %,
pasalinami iSséd¢ baltymai, II) jsotinama iki 50 %, i$séd¢ baltymai suspenduojami 0,1 M
acetatiniame buferiniame tirpale pH 4,5, susidariusios nuosédos centrifuguojamos ir pasalinamos,
I11) jsotinama iki 50%, i$séd¢ baltymai suspenduojami 5 mM fosfatiniame buferiniame tirpale

pH 7,0. Gautas tarpinis produktas dializuojamas per naktj prie 4 °C. Po dializés méginys buvo
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jleidziamas j 1,5x15 cm dydzio kolong. Desorbcija buvo atliekama 0,5 ml/min grei¢iu, formuojant
NaCl gradienta, didinant koncentracija nuo 0,1 iki 0,25 M. Uzleidus méginj j kolona, tikslinis
baltymas desorbuoja, kai NaCl koncentracija yra nuo 0,1 iki 0,2 M, o surenkamos frakcijos yra
nuo 3 iki 13, kuriy grynumas didesnis nei 4 (1.4. Pav.). Gryninimo rezultatai pateikti 1.1. lenteléje
—[14].

A 51
Spirulina sp

3 -k N\
fE_ /’,,-0-—0"“ ’\
o afd :
é
Fy
&

3 ———r—TrT T

0 2 4 6 8 10 12 14 16

1.4. Pav. Grynumo laipsnis kiekvienoje desorbcijos frakcijoje — [14].

Lentelé. 1.1. Stadijos i$gryninimo laipsnis ir bendra gryninimo iseiga (DEAE — Sepharose CL — 6B) —
[14].

Grynumo laipsnis | Bendra  gryninimo
Stadija As20nm/ A280nm iSeiga, %
Pradinis ekstraktas 0,8 100
ISsodinimas amonio sulfatu, jsotinant iki 25 % 0,82 95
ISsodinimas amonio sulfatu, jsotinant iki 50 % 2,66 81,5
Sorbcija ant DEAE — Sepharose CL — 6B 4,42 45,6

1. 2. 2. 2. Sorbcija ant DEAE — Cellulose
Ekstraktas i§gautas i§ mikroogranizmo Spirulina platensis (CCC540). Biomasé¢ buvo ardoma
periodiskai uzsaldant (—20) °C ir atSildant. Lasteliy nuolauzos buvo pasalinamos centrifuguojant
10 min 5000 aps/min greiciu, 4°C temperatiiroje. Gautas supernatantas buvo jsotintas iki 65 %
amonio sulfatu, suspensija palikta nusistovéti per naktj, 4 °C temperatiiroje. Gautos nuosédos,
kuriose yra issédes fikocianinas C, yra istirpinamos 5,1 pH 20 mM acetatiniame buferiniame
tirpale pH 5,1 su 50 mM NaCl ir 2 mM NaNs. Gautas tirpalas dializuojamas per 12 — 14 kDa
dydzio membrang, dializés buferinio tirpalo (toks pat kaip ir méginio) naudojama 100 karty
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didesnis taris nei méginio. Dializé atliekama per naktj, pakartojant 2 kartus: 1) dializuojama
kambario temperatiiroje, II) 4 °C temperatiiroje. Po dializés, atlieckama anijony mainy
chromatografija. Kolona buvo atplaunama 3 Vi acetatiniu buferiniu tirpalu pH 5,1. Atlikus
méginio jleidima j kolong, pradedama gradientiné desorbcija, 20 ml/val grei¢iu, mazinant
desorbcijos fazés pH nuo 5,1 iki 3,76. Auks¢iausias grynumas gaunamas ties pH 3,76. Gryninimo

rezultatai pateikti 1.2. lenteléje — [5],

Lentelé. 1.2. Stadijos iSgryninimo laipsnis ir bendra gryninimo ieiga ,,DEAE — Cellulose — [5].

.. Grynumo laipsnis | Bendra gryninimo
Stadija Ae20nm/A28onm iSeiga, %
Pradinis ekstraktas 0,75 100
ISsodinimas amonio sulfatu, jsotinant iki 65 % | 1,5 80
Dialize 2,93 39
Sorbcija ant DEAE — Cellulose 4,58 14

1. 2. 3. Chromatografija iSsiplétusiame sluoksnyje
1.2.3.1. Anijony mainy chromatografija iSsiplétusiame sluoksnyje

Gryninimui naudojama mikroorganizmo S. aquatilis biomasé, uzauginta fotoreaktoriuje. Po
auginimo biomasé atskiriama nuo terpés centrifuguojant ir liofilizuojant. Po dziovinimo, atliekama
fikocianino C ekstrakcija i$ sausos biomasés: I) istirpinant miltelius 50 mM natrio fosfato
buferiniame tirpale pH 7, II) tirpalas maiSomas 30 min, III) suardyty lasteliy suspensija
centrifuguojama 12000 aps/min grei¢iu 15 min, tikslinis baltymas lieka supernatante. Po
ekstrakcijos ekstraktas jleidziamas j kolong pakrautg Streamline-DEAE jony mainy sorbentu.
Sorbento dinaminis imlumas (esant optimaliomis sorbcijos salygomis) —
4,9 mg(fikociano C)/ml(sorbento). Atliekant baltymo sorbcija, reguliuojamas tékmés greitis |
kolong. Parenkamas toks tékmés greitis, kad sorbento iSsiplétimo koeficientas H/Ho (Santykis tarp
i$siplétusio sorbento aukscio pakelus tekmes greit ir sorbento auks¢io ramybés stadijoje) biity
apie 2 (Sis dydis taip pat optimalus naudojant sorbentg — Q — Streamline XL) Mobilios fazés greitis
9,6 ml/min. Esant mazesniam arba didesniam iSsiplétimo koeficientui, mazé&ja gryninimo iSeiga.
Palaikant tokias pacias sorbcijos salygas, bet sumazinus klampa, praskiedziant meéginj i§ 1,157mP
(miliPuazas) i1 1,020, méginio tiiris padidéja 4 kartus, sorbcijos trukmé pailgéja 4 kartus, o
gryninimo i$eiga padidéjo tik 7 %. Fikocianinas C buvo desorbuojamas jleidus j kolong 0,5 M
natrio fosfato buferinj tirpalg (i§ virSaus j apacig). Chromatografijos rezultatai pateikiami 1.3.
lenteléje — [15, 16].

14



Lentelé. 1.3. Stadijos iSgryninimo laipsnis ir bendra gryninimo iseiga (Streamline — DEAE) — [15].

.. Grynumo laipsnis | Bendra gryninimo
Stadija As20nm/ A280nm iSeiga, %
Pradinis ekstraktas 0,7 100
ISsiplec¢iancio sluoksnio chromatografija, be

e 2,61 84

klampos mazinimo
ISsiplecianc¢io  sluoksnio  chromatografija,

i 2,61 91
sumazinus klampa

1.2.3.2. Hidrofobinés sgveikos chromatografija issiplétusiame sluoksnyje

Naudojamas hidrofobinés saveikos sorbentas — STREAMLINE™ Phenyl. Paruosiamas
meéginys: sausi S. platensis milteliai i$tirpinami 0,5 M amonio sulfato tirpale. Suspensija paliekama
12 h 4 °C temperatiiroje, kad Igsteliy sienelés suirty dél osmosinio Soko. Lizuoty lasteliy suspensija
centrifuguojama 10000 g 10 min 4 °C temperatiiroje. Supernatantas surenkamas, o su gautomis
nuosédomis kartojama ekstrakcija su tuo paciu tirpalu. Gauti supernatantai apjungiami j viena.
Prie$ uzleidziant gautg ekstraktg j kolona, kolona yra nulygsvarinama su 0,5 M amonio sulfato
tirpalu ir parenkamas tékmés greitis, kad i$siplétimo koeficientas, kaip ir anks¢iau minéta, buty
apie 2. Baigus lygsvarinti, uzleidziama baltymo suspensija. Tikslinis baltymas, hidrofobinia
saveika, prisijungia prie sorbento, o likusios nuosédos ir neprisijung¢ baltymai, paSalinami i$
kolonos. Po sorbcijos, atliekamas kolonos atplovimas su 0,5 M amonio sulfato tirpalu, kad i$
kolonos biity pasalintos neprisijungusios daleles. Tikslinis baltymas yra eliuuojamas i§ virsaus j
apacig, mazinant mobilioje fazéje amonio sulfato druskos koncentracija. Auksciausias grynumo
laipsnis As2onm/Azgonm — 3,6 gaunamas desorbuojant su 0,05 M amonio sulfato tirpalu, bet
desorbuojama maziau tikslinio baltymo, daugiausia baltymo desorbuojama eliuuojant su

distiliuotu vandeniu, bet gaunamas grynumo laipsnis tik — 2,61 — [17].

1. 2. 4. Tangentinis filtravimas

Filtravimo procesas naudojamas atskirti 1asteliy nuolauzy daleles (mikrofiltravimas) arba
pasalinti nereikalingg vandens kiekj i$ fikocianino C suspensijos (diafiltravimas). Bandyme buvo
naudojama fotoreaktoriuje uzauginta Spirulina sp kultira. Uzaugintos biomasés milteliai, gauti
liofilizuojant, buvo suspenduojami 0,1 M 7 pH natrio fosfato buferiniame tirpale pH 7 ir
ekstrahuojama 4 h. Po ekstrakcijos gauta suspensija centrifuguojama 4800 g 15 min. Tikslinis
baltymas licka supernatante, nuosédos paSalinamos. Atskirtas supernatantas I) filtruojamas per 1
ir 5 um pory dydzio membranas (membrany plotas — 0,15 m?), 11) gautas permeatas filtruojamas
per 0,2/0,8 ir 0,2 um (membrany plotas — 0,02 m?) pory dydzio membranas, III) permeatas
koncentruojamas per 50, 70, 100 kDa (membrany plotas — 0,005 m?) dydZio membranas — [18].
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Lyginant pirmame filtravimo etape naudojamas membranas, pagal rezultatus — matyti, kad
abejose membranose pratekéjimo srautas iSsilaiko daugiau maziau nepakitgs. Skirtumas tarp
membrany randamas pratekéjimo sraute ir fikocianino C iseigoje. 5 pm membrana pasizyméjo
didesniu pratekéjimo srautu ir aukStesne tikslinio baltymo iSeiga negu 1 um (Zr. lentelé. 1.4). Pagal
lenteléje pateiktus rezultatus optimaliausias tékmés greitis 5 um membranai — 100 ml/min — [18].

Antrame filtravimo etape, pratekéjimo greitis iSsilaiko pastovus tik per 0,2/0,8 pm
membrang, naudojant 0,2 pm membrang, po 2 min nuo proceso pradzios, pratekéjimo greitis
sumazéjo nuo 217 iki 55 (I/m?*val). Proceso pratekéjimo greitis stabilizuojasi tik po 5 min
(zr. lentelé. 1.4). Lyginant abiejy membrany efektyvumg — matyti, kad Igsteliy nuolauzy
pasalinimas ir gaunama fikocianino C iSeiga yra aukStesné naudojant 0,8/0,2 um membranas.
Pagal lenteléje 1.4. pateiktus rezultatus, optimaliausias tékmés greitis 0,8/0,2 um membranai —
100 ml/min —[18].

Lentelé. 1.4. Fikocianino C ekstrakto mikrofiltravimo rezultatai — [18].

Membranos  pory | Tékmés greitis, | Filtravimo Lasteliy Fikocianino C
dydis, pm ml/min greitis, I/m?*val | nuolauzy dalis | iSeiga, %
ekstrakte, %

5 50 21,120,1 84,5+0,8 89,2+1,5
100 39,2+0.,4 85,5+£3,1 88,34+2,3
150 58,5+0,5 88,7+1,3 88,6+0,9
200 77,1+0,1 94,1+£2,0 92,3+0,9

1 100 37,8+0,4 85,1+12,1 86,4+12,3

0,8/0,2 50 169+1,0 76,9+1,4 82,0+6,7
80 251+2.0 78,9+1,0 79,6+8,6
100 336+2.,0 80,3+2,2 82,9+8.2

0,2 80 20+5,0 76,5+8,5 75,2+7,1

TreCias etapas buvo naudojamas koncentravimui ir mazesnés molekulinés masés daleliy

pasalinimui i§ ank$¢iau prafiltruoto méginio, Kkurio grynumas (sugerties santykis
A620nm/A280nm) — 0,54, koncentracija — 0,59 mg/ml. Lyginant ank$¢iau minétas trijy skirtingy
dydziy membrany ultrafiltracijos proceso rezultatus — matyti, kad 50 ir 70 kDa membranos
pasizymi truputj maZesniu pratekéjimo srautu, negu 100 kDa, bet fikocianino C sulaikymo
koeficientas (angl. retention rate) ir tikslinio baltymo koncentracija yra aukstesné. Tiriant tikslinio
baltymo grynuma — matyti, kad auksCiausias grynumas gaunamas filtruojant per 50 kDa

membrang (Zr. lentelé. 1.5.). Vandens kiekis buvo sumazintas kiekviena membrana 90 % — [18].
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Lentelé. 1.5. Fikocianino C, skaidrinto mikrofiltravimu, ultrafiltracijos rezultatai — [18].

Nominali Tékmes | Trans- Filtravimo | Grynumas | Tikslinio Uzlaikymo
molekulinés | greitis, | membraninis | greitis, baltymo faktorius,
masés riba, | ml/min | slégis, Pa I/m#*val koncentracija, | %

kDa mg/ml

50 130 138 75-50 1,11+0,32 | 5,81+2,71 99

75 130 138 75-50 1,03+0,36 | 4,40+1,21 97,5

100 130 138 110-75 | 1,08+0,30 | 3,67+0,78 94,2

1.2.5. Pasiskirstymas dvifazéje sistemoje

Tyrime buvo tikrinama jvairiy faktoriy jtaka ekstrakcijai dvifazéje sistemoje. Tiriami
faktoriai: sistemos tipas (sistemos sudétis — polimeras su polimeru ar polimeras su druska), faze
formuojancios druskos pasirinkimas, polimerinés medziagos molekuliné mase, sistemos pH, TLL
(angl. Tie line length), faziy tario santykis, pakartotiné ekstrakcija. Tyrime buvo naudojama
Spirulina sp. kultiira suardyta didelio slégio homogenizatoriumi 200 — 400 kg/cm? 5 min. Lasteliy
nuolauzos buvo pasalintos centrifuguojant 10000 aps/min 10 min. Fikocianinas C pagal tyrimus,
turi giminingumg polimerinei fazei, todél tikslinis baltymas po ekstrakcijos yra randamas
virSutinéje fazéje — [19, 20].

Lyginant sistemos tipus: polimeras — polimeras (PEG su maltodekstrinu) ir polimeras —
druska (PEG su kalio fosfatu) nustatyta, kad jmaiSius fikocianino C ekstraktg j abi sistemas,
sistema sudaryta i§ polimero — druskos, pasizyméjo aukstesniu iSgryninimo laipsniu (1,5 k.).
Sistema, sudaryta i§ polimero — druskos, yra ekonomiskesné (kalio fosfato druska yra pigesné uz
maltodekstrina) ir pasizymi mazesne klampa, kas pagreitina faziy formavimag — [19].

Pasirenkant faz¢ formuojancig druska, buvo tikrinama: natrio fosfatas, kalio fosfatas,
magnio sulfatas, natrio sulfatas, amonio sulfatas ir natrio citratas. Lyginant tikrinamy drusky
ekstrakcijos rezultatus buvo nustatyta, kad auksciausias grynumas gaunamas ekstrahuojant fosfato
druskomis, tiksliau — kalio fosfatu (Ae2onm/A2sonm — 2,75). Rezultatai parodé, kad vykdant procesa
su sulfato druskomis gaunamas grynumo laipsnis (auksc¢iausias — 2,45) yra mazesnis ir tikslinis
baltymas proceso metu iSkrenta j nuosédas. Ekstrahuojant natrio citratu, gaunamas grynumas
prilygsta sulfato druskoms, bet pranyksta fikocianinui C budinga mélyna spalva, tai parodo
baltymo suirimg — [19, 20].

Nustacius optimaliausig faz¢ formuojanc¢ig druska, tolimesnis darbas — patikrinti PEG
skirtingas molekulines mases (1,5 kDa, 4 kDa, 6 kDa, 20 kDa). Atlikus ekstrakcijas su visais
molekulinés masés variantais, nustatyta, kad auk$¢iausias grynumo laipsnis (2,75+0,04) gaunamas
naudojant 4 kDa PEG, bet fikocianino C iSeiga yra didesné naudojant 1,5 kDa (1,5 kDa — 96,59 %,

4 kDa — 90,58 %). Mazesnis grynumas su aukStesnés molekulinés masés PEG paaiSkinamas
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padidéjusiu polimero hidrofobiSkumu (ilgesnés grandinés pasizymi mazesniu hidroksilo grupiy
kiekiu, kas lemia didesnj hidrofobiskuma) — [19, 20, 21].

Kitas svarbus faktorius dvifazéje sistemoje yra sistemos pH verté. Tyrimas buvo atlickamas
naudojant 4 kDa PEG su kalio fosfatu, faze formuojancia druska, kei¢iant sistemos pH vert¢ huo
5 iki 8. Pagal rezultatus — matyti, kad auk$¢iausias grynumo laipsnis gaunamas esant pH vertei —
6 —[19].

Atlikus su 5 skirtingais TLL (zr. formule 1.1) (13,33%, 21,42%, 28,20%, 33,53%, 39,70%)
dydziais dvifaz¢ ekstrakcijg, buvo nustatyta, kad esant TLL vertei 33,53 buvo gaunamas

auksciausias grynumo laipsnis ir fikocianino C koncentracija — [19].

T LL:\XCPTP'CPBP)z'(CSBP'CSTP)2 (1.1)

Cia: Cprp — polimero virsutinés fazés koncentracija, Cegp — polimero virSutinés fazés koncentracija, Csgp — druskos

apatinés fazés koncentracija, Cstp — druskos virSutinés fazés koncentracija.

Atliekant ekstrakcijas, kei¢iant tik faziy tario santykius (V1/Ve, kur V1 — virSutinés fazés
taris, Ve — apatinés fazés tiiris), buvo nustatyta, kad nuo 0,3 iki 0,9 tiirio santykio, fikocianinas C
gaunamas vis grynesnis, bet toliau didinant santykj, j virSuting faze¢ pradeda ekstrahuotis pasaliniai
baltymai, kurie sumazina grynumo laipsnj. AukSciausias grynumo laipsnis (3,52) ir iSeiga
(85,68 %) gaunami pakélus faziy turinj santykj iki 0,9 — [19, 21]

Naudojant visus ankSc¢iau iStirtus kriterijus, fikocianino C grynuma galima padidinti —
atliekant pakartotinge ekstrakcija. Pakeitus tik apating fazg, paSaliniai baltymai migruoja j
atnaujintg fazeg, todél matomas aiSkus tikslinio baltymo grynumo padidé€jimas. Procesg galima
pakartoti tik 2 kartus (zr. 1.5. pav.). Galutinio produkto grynumas gaunamas — 4,05 su 85 % iseiga
-[19]
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1.5. Pav. Kairéje paveikslo puséje matoma grynumo priklausomybe nuo pakartotiniy ekstrakcijy grafikg.
Desinéje matoma fikocianino C elektroforezés atvaizda po 2 pakartotiniy ekstrakcijy ( 1) molekulinés

masés standartas, 2) pradinis ekstraktas, 3) galutinis produktas) — [19].
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1. 2. 6. Molekuliniy siety chromatografija

Molekuliniy siety chromatografija buvo atliekama ant Sephacryl S — 100HR nesiklio.

Tyrime naudojama S. Platensis biomasé buvo uzauginta fotoreaktoriuje ir iSdZiovinta. Biomasé

buvo ardoma rutuliniu malimu. Fikocianino C ekstrakcija buvo atliekama suspenduojant suardyta

biomas¢ vandenyje. Po tikslinio baltymo ekstrakcijos, buvo atlieckamas i$sodinimas amonio

sulfatu. Ekstraktas jsotinamas nuo 0 iki 20 % amonio sulfatu, supernatantas surenkamas, nuosédos

iSmetamos. Gautas supernatantas jsotinamas nuo 20 iki 50 % amonio sulfatu, supernatantas

iSmetamas, nuosédos iStirpinamos 50,mM natrio fosfato buferiniame tirpale pH 7 — [22].

Kolona buvo pakrauta 12 ml neSiklio (diametras — 1 cm, nesiklio aukstis — 15 cm). Kolona

buvo lygsvarinama 50 mM natrio fosfato buferiniu tirpalu pH 7. I kolona buvo jleidziama nuo

1 iki 4 % méginio nuo kolonos tiirio. Tiriami du méginiai (vienas dializuotas, Kitas nedializuotas

po i$sodinimo amonio sulfatu), buvo jvertinamas jy grynumas (Aes2onm/Azsonm). Nustatyta, kad i§

nedializuoto méginio buvo pasalinami amonio sulfato jonai ir gaunamas grynumas — aukstesnis

nei méginio, kuris buvo dializuotas. Rezultatai pateikiami lenteléje (zr. lentelé. 1.6.) — [22].

Lentelé. 1.6. Stadijos iSgryninimo laipsnis ir bendra gryninimo iseiga — [22].

Stadija Grynumo laipsnis | Bendra gryninimo iseiga, %
As20nm/ A280nm
Nedializuota | Dializuota Nedializuota | Dializuota
Pradinis ekstraktas 0,63 0,63 100 100
I8$sodinimas amonio sulfatu 1,32 1,32 88,6 88,6
Dializé - 0,99 - 88,6
Gelfiltracija 1,37 1,73 65,3 60,4

1.2.7. Apjungti gryninimo procesai

Apjungiant ankstesniuose skyriuose paminétus

gryninimo  procesus:

sorbcija ant

hidroksiapatito, anijony mainy chromatografija, iSsiplecian¢io sluoksnio chromatografija,

tangentinis filtravimas, pasiskirstymas dvifazéje sistemoje ir molekuliniy siety chromatografija.

Rezultatai pateikiami lenteléje (Zr. lentelé. 1.7.).
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Lentelé. 1.7. Naudojami fikocianino C gryninimo metodai.

2. Hidrofobinés sgveikos chromatografija

Galutinis Bendra
Gryninimo procesas grynumas gryninimo | Saltinis
As20nm/Azsonm | iSeiga, %

1. ISsodinimas amonio sulfatu
2. Molekuliniy siety chromatografija 3,16 41,7 [22, 23]
3. Anijony mainy chromatografija
1. ISsodinimas amonio sulfatu
2. Anijony mainy chromatografija 3,3 31,9 [22]
3. Molekuliniy siety chromatografija
1. Hidrofobinés sgveikos chromatografija

iSsiplétusiame sluoksnyje 3.64 8.7 [17]
2. Anijony mainy chromatografija
1.1 dviejy faziy ekstrakcija
2.11 dviejy faziy ektrakcija
3. Ultrafijl?raci j: J 38 29 [24]
4. I$sodinimas amonio sulfatu
1. Anijony mainy iSsiplétusiame

sluoksnyje >4 69 [15]
2. Anijony mainy chromatografija
1. ISsodinimas amonio sulfatu
2. Sorbcija ant hidroksiapatito 4,15 - [25]
3. Anijony mainy chromatografija
1. Anijony mainy chromatografija 35 80% [12]
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2. MEDZIAGOS IR METODAI
2. 1. Medziagos

Darbe naudojamos medZiagos:

10 % bazinis fuksinas (Sigma-Aldrich, kat Nr. 857343)

Sausas amonio sulfatas (NH4)2SO4 (EMD Millipore, Kat Nr. 1012090500)

Sotus amonio sulfato tirpalas (NH4)2SO4 (EMD Millipore, kat Nr. 1012090500)
Anijonitas Q — Sepharose XL (GE, kat 17-5072-01)

Katijonitas SP — Sepharose XL (GE, kat Nr. 17-5073-01)

Uzsaldyta Aphenizomenon flos — aquae kultiiros suspensija. Surinkta Kur$iy mariose 2016
mety ruden;.

Fosforo ragstis (Sigma-Aldrich, kat Nr. W290017)

Natrio hidroksidas (EMD Millipore, kat Nr. 1064621000)

Acto ragstis (EMD Millipore, kat Nr. 1000630510)

TRIS (Sigma-Aldrich, kat Nr. 93286)

Druskos rtigstis (EMD Millipore, kat Nr. 1003191000)

Ceolitas 545 daleliy dydis nuo 20 iki 100 um (EMD Muillipore, kat Nr. 89501-604)

DTT (Biovectra kat Nr. 1365MBG)

95 % etanolis

Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma-Aldrich, kat Nr. BO770)

BSA (Sigma-Aldrich, kat Nr. A2153)

Sausas ledas

TFA (Sigma—Aldrich, kat Nr. 74564)

Acetonitrilas (Sigma—Aldrich, kat Nr. 271004)

Karbamidas (Sigma—Aldrich, kat Nr. U5378)

Glicerolis (Sigma—Aldrich, kat Nr. G5516)

8 — 15 kDa dydzio dializés zarna ,,SERVA Visking dialysis tubing type 20/32 (Serva
kat Nr. 44110)

Chromatografiné kolonéle ,,Waters Protein BEH SEC 125A 4,6 x 150 mm* uzpildo
daleleés 1,7 um dydzio

Chromatografiné kolonélé ,,Waters Protein BEH SEC 125A 4,6 x 300 mm* uzpildo
dalelés 1,7 pm
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2. 2. Aparatiira
Darbe naudojama aparatiira:
e pH —metras,,Consort P903*
e Rotaciné maiSyklé ,,Bio RS — 24, Mini — rotator*
e Konduktometras ,,HI-8733 Portable Multi-range Conductivity Meter*
e Centrifuga ,,Hettich ROTOFIX 32A*
e Spektrofotometras ,,CR Scientific UV 200 RS*
e Mikroskopas ,,Leica DM1000*
e Centrifuga ,,Hettich Universal 320 R”
e Centrifuga ,,SORVALL Evolution™ RC Superspeed Centrifuge*
e Homogenizatorius ,,T 25 digital ULTRA-TURRAX*
e Tangentinio filtravimo sistema:
o Peristaltinis siurblys ,,Masterflex L/S*
o Siurblio galva ,,Masterflex Easy-Load IIT*
o Zarna Masterflex platinum-cured silicone tubing, L/S 15%
o 10 kDa NMWL membrana 0,14 m? ploto ,,Amersham Biosciences UFP — 10 — C —
4X2MA*
e Chromatografiné sistema:
o Gradientatorius ,,Pharmacia Biotech Programmer GP-250 plus*
o Peristaltinis siurblys ,,Amersham Bioscience pump P-1*
o Detektorius ,,LKB Bromma 2238 UVICORD SII*
o Savirastis ,,Amersham Biosciences Rec112
o Kolektorius ,,Pharmacia Biotech LKB SuperFrac*
o Liofilizatorius SP Scientific VirTis BenchTop 2K
e Bioanalizatorius ,,CE: Agilent 2100 Bioanalyzer*

e Chromatografas ,, THERMO Ultimate 3000“, kompiuteriné programa ,,Chromeleon 6.80

2. 3. Metodai

2.3.1. Dazymas baziniu fuksinu

Tyrime naudojamos medZziagos: 10 % bazinis fuksinas.

Tyrime buvo naudojama jranga: mikroskopas ,,Leica DM1000*.
Tyrimas buvo atliekamas:

1. Ant objektinio stiklelio uzlaSinamas tiriamoji suspensija.
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2. Tiriamoji suspensija fiksuojama karS$¢iu ant stiklelio Svelniai paSildant kol iSgaruos
suspensijoje esantis vanduo.

Po fiksacijos atlickamas dazymas fuksino dazu.

Stiklelis su dazu nuplaunamas su distiliuotu vandeniu. Drégnas stiklelis iSdZziovinamas.

Ant stiklelio uzlasinama imersinio aliejaus.

o a ~ w

Fotografuojamas mikroskopu gaunamas vaizdas.

2.3.2. Biomasés ardymas ir lasteliy suardymo jvertinimas

Metodo tikslas nustatyti Kur$iy mariose surinktos biomasés suardymo efektyvuma, stebint
lasteliy suirimo laipsnj mikroskopu.
Tyrime naudojamos medziagos: amonio sulfatas (sausas ir sotus tirpalas).
Tyrime buvo naudojama jranga: centrifuga ,,SORVALL Evolution™ RC Superspeed
Centrifuge*, homogenizatorius ,, T 25 digital ULTRA-TURRAX*.
Tyrimas buvo atliekamas:

2. I8 atSildytos biomasés, dar nepradéjus ardymo proceso, paimamas tepinys dazymui
fuksinu.

3. Nustatomas homogenizatoriaus greitis j 12000 aps/min.

4. Pradedamas pirmosios biomasés homogenizavimas, periodiskai didinama bendra ardymo
trukmé: I) ardoma 15 s, 1) 1 min, 1) 2 min 30 s, 1VV) 4 min. V) 6 min, VI) 9 min. Po
kiekvieno pasazo buvo imamas tepin¢lis dazymui fuksinu.

5. Nustatomas homogenizatoriaus greitis i 24000 aps/min.

6. Pradedamas antrosios biomasés ardymas, periodiskai didinama bendra ardymo trukmé: I)
ardoma 30 s, 1) 1 min 30 s, 1ll) 3 min, 1V) 5 min. Po kiekvieno pasazo buvo imamas
tepinélis dazymui fuksinu.

7. Abi biomasés po ardymo centrifuguojamos 30000 g 5 min. Su supernatantu dirbama toliau.

8. [ atskirtg supernatanta jberiama amonio sulfato, kad tirpalo jsotinimo laipsnis pasiekty
50 %.

9. Isotintas tirpalas centrifuguojamas 30000 g 5 min. Gautas supernatantas pasalinamas.

10. Gautos nuosédos su tiksliniu baltymu suspenduojamos so¢iame amonio sulfato tirpale.

2. 3. 3. Normalusis filtravimas

Metodas buvo naudojamas, atskirti suspenduotas daleles (likusias lgsteliy nuolauzas, lipidus
ir kt) i8 tirpalo su tiksliniu baltymu.
Tyrime naudojamos medziagos: ceolitas, fosforo rugsties tirpalas, natrio hidroksido tirpalas,

DTT tirpalas
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Tyrime buvo naudojama jranga: pH — metras ,,Consort P903“, centrifuga ,Hettich

Universal 320R”, chromatografiné sistema

Tyrimas buvo atliekamas:

1.
2.

© © N o 0 &

Paruosiama 10 mM natrio fosfato buferinis tirpalas pH 7 su 1 mM DTT.

Paruosiamas meéginys filtravimui. Centrifuguojama 500 ml iSsodinto amonio sulfatu
tikslinio baltymo suspensija. (Centrifuguoja 9000 g 10 min). Gautos nuosédos
suspenduojamos iki 1000 ml su buferiniu tirpalu.

Ceolitas suspenduojamas buferiniame tirpale. Ceolito suspensija pakraunama j 2,6 cm
diametro chromatografing kolong (ceolito aukstis kolonoje apie 1 cm). Gauname 5.3 ml
ceolito vienam filtravimui.

Sukalibruojamas siurblys. Siurblio greitis nustatomas 10 ml/min.

Pradedamas filtravimo procesas. Tikslinio baltymo tirpalas leidziamas j kolong.
Matuojamas filtravimo greitis (matuojama per Kiek laiko yra surenkama 25 ml filtrato).
Kai filtravimo greitis beveik sustoja, kolona yra praplaunama su buferiniu tirpalu.
Pakei¢iamas kolonoje esantis ceolitas nauju (aukstis toks pat).

Procesas kartojamas, kol bus prafiltruotas visas méginio tiris.

2.3.4. Dializé

Metodas buvo naudojamas pasalinti mazo molekulinio dydzio daleles i§ baltyminio tirpalo

po issodinimo su amonio sulfatu.

Tyrime naudojamos medZiagos: fosforo rugsties tirpalas, natrio hidroksido tirpalas,

DTT tirpalas, 8 — 15 kDa dydzio dializés zarna ,,SERVA Visking dialysis tubing type 20/32

Tyrime buvo naudojama jranga: centrifuga ,,Hettich Universal 320 R”, pH — metras ,,Consort
P903*, konduktometras ,,HI-8733 Portable Multi-range Conductivity Meter

Tyrimas buvo atliekamas:

1.

© N o v

Paruosiami 5 | 10 mM dializés buferinio tirpalo su 1 mM DTT.

2. ISmatuojamas savitasis elektrinis laidis paruosto tirpalo.
3.
4

Dializés Zarna i$brinkinama paruoStame buferiniame tirpale.

100 ml baltyminés, issodintos amonio sulfatu, suspensijos centrifuguojama 9000 g greiciu
10 min.

Gautas supernatantas pasalinamas, nuosédos iStirpinamos dializés buferiniame tirpale.
ISmatuojamas baltyminio tirpalo savitasis elektrinis laidis.

Paruostas baltyminis tirpalas supilamas j iSbrinkintg dializés Zarna.

UzZpildyta Zarna uzriSama ir patalpinama j rezervuarg su 5 | buferinio tirpalo. VS — 50.
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9. Po paros iSmatuojamas tirpalo esan¢io rezervuare savitasis elektrinis laidis. Tikrinamas
savitasis elektrinis laidis, kad biity artimas pradiniam.

10. Rezervuare esantis tirpalas pasalinamas, uzpildomas 5 | nauju buferiniu tirpalu identisku
pradiniam. VS - 50.

11. Po paros iSmatuojamas rezervuaro turinio savitasis elektrinis laidis. Tikrinamas savitasis
elektrinis laidis, kad buty artimas pradiniam.

12. ISmatuojamas baltyminio tirpalo savitasis elektrinis laidis, jei rezervuaro savitasis

elektrinis laidis panasus pradiniam.

2. 3.5. Diafiltravimas
Tyrime naudojamos medziagos: fosforo ragsties tirpalas, natrio hidroksido tirpalas,
DTT tirpalas
Tyrime buvo naudojama jranga: pH — metras ,,Consort P903“, konduktometras ,,HI-8733
Portable Multi-range Conductivity Meter®, tangentinio filtravimo sistema
Tyrimas buvo atliekamas:

1. Paruosiamas diafiltravimo 10 mM natrio fosfato buferinis tirpalas pH 7. ISmatuojamas
tirpalo savitasis elektrinis laidis.
ISmatuojamas méginio savitasis elektrinis laidis.
Apskaiiuojamas tekmés greitis, naudojant vanden;.

Maksimaliu siurblio grei¢iu nustatomas transmembraninis slégis — 1,4 bar.

o ~ w0 N

Pradedamas méginio padavimas. Matuojamas filtravimo greitis, trukmé, per kurig

surenkama 25 ml filtrato.

6. Sukoncentravus, méginio rezervuaras praskiedziamas buferiniu tirpalu.

7. Praskiedus, po 1 minutés, iSmatuojamas méginio savitasis elektrinis laidis.

8. Méginio praskiedimas kartojamas kelis kartus, kol savitasis elektrinis laidis daugiau
maziau sutampa su buferinio tirpalo.

9. Filtravimo jrango0s sanitizavimas:

3. 1. Po diafiltravimo, membrana ir vamzdynas praplaunami su buferiniu tirpalu.

3. 2. Praplaunami su distiliuotu vandeniu.

3. 3. Sanitizuojami su 0,1 M natrio $armu.

3. 4. Natrio Sarmas iSplaunamas su distiliuotu vandeniu.

2. 3. 6. Fikocianino C stabilumo priklausomybé nuo pH
Tyrime buvo naudojamos medziagos: fosforo riigstis, natrio hidroksidas, acto riigstis, TRIS,

druskos ragstis.
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Tyrime buvo naudojama jranga: pH — metras ,,Consort P903“, spektrofotometras ,,CR Scientific
UV 200 RS*
Tyrimas buvo atliekamas:

1. Paruo$iami skirtingy pH 10 mM buferiniai tirpalai:

Buferinis Fosforor. Actor. Fosforo r. TRIS
agentas

pH |2|25|3[35]4]45|5|55|6|65/7|75]/8[85[/9]95]10]105]11

2. Praskiedziamas dializuotas baltyminis tirpalas, kad fikocianino C sugertis 620 nm ilgio
bangoje buty apie 10 OV.

3. Buferiniai tirpalai iSpilstomi po 9 ml j atskirus mégintuvélius.

4. ] kiekvieng mégintuvélj, su skirtingu pH, jlasinamas 1 ml paruosto baltyminio tirpalo.

5. Po paros stebima sugertis 620 nm ilgio bangose.

2.3.7. Fikocianino C imlumo priklausomybé nuo pH statinémis salygomis

Metodo tikslas rasti pH, kuriose sorbuojasi ir nesisorbuoja tikslinis baltymas. Sorbentai —
Q — Sepharose XL (katijony mainy) ir SP — Sepharose XL (anijony mainy)
Tyrime naudojamos medzZiagos: fosforo riigstis, natrio hidroksidas, acto ragstis, Q —
Sepharose XL, SP — Sepharose XL
Tyrime buvo naudojama jranga: pH — metras ,,Consort P903*, rotaciné maisyklé ,,Bio RS — 24,
Mini — rotator®, spektrofotometras ,,CR Scientific UV 200 RS*
Tyrimas buvo atliekamas:

1. Paruosiami skirtingy pH 10 mM buferiniai tirpalai:

Buferinis agentas Actor.

pH 36| 4 |44 ] 48] 5 | 51 [52[53] 54 | 56
Buferinis agentas Fosforo r.

pH 58 | 6 | 62 [64] 68 | 7 | 72| 74 | 76

2. Paruosiama 10 % sorbento suspensija:
2. 1. Gerai i8$maiSoma koncentruota sorbento suspensija.
2. 2.]pilama po 5 ml suspenduoto sorbento j 2 mégintuvélius.
2. 3. Mégintuvélis su sorbentu centrifuguojamas 5000 aps/min 2 min.
2. 4. I8matuojama pradinés suspensijos koncentracija.
2. 5.Pasalinamas supernatantas.
2. 6. Sorbentas suspenduojamas 7 pH buferiniame tirpale, kad suspensijos koncentracija
bty 10 %.
3. Praskiedziamas dializuotas baltyminis tirpalas, kad fikocianino C sugertis 620 nm ilgio

bangoje bty apie 10 OV.
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10.

11.

2.3.8.

Ispilstoma 10 % sorbento suspensija po 1 ml suspensijos j kiekvieng mégintuvélj. Pilstant
suspensija, suspensija yra tolygiai sumaiSoma prie$ kiekvieng jpylimg j mégintuvélj. |
kontrolinj mégintuveélj nepilamas sorbentas.

] mégintuvélius su sorbentu jpilama 8 ml buferinio tirpalo. Kiekvienam mégintuvéliui
pilami skirtingy pH tirpalai. | kontrolinj mégintuvélj jpilama 9 ml buferinis tirpalas pH 7.
I visus mégintuvélius, jskaitant kontrole, su skirtingu pH, jpilamas 1 ml paruosto
baltyminio tirpalo.

Paruosti mégintuvéliai sutalpinami j rotacing maiSykle. Mégintuvéliai maiSomi 1 val.

Po maiSymo visi mégintuvéliai centrifuguojami 5000 aps/min 2 min.

Po centrifugavimo pamatuojama visuose mégintuvéliuose sugertis 620 ir 280 nm bangose.
Apskai¢iuojamas méginiy imlumas. Gautos sugerciy vertés (méginiy su sorbentu)
atimamos i$ kontrolinés sugerties.

Pamatuojamas kiekvieno mégintuvélio pusiausvyrinis pH.

Jony mainy chromtaografija

Metodas buvo naudojamas tikslinio fikocianino C gryninimui. Tikrinami sorbentai: Q —
Sepharose XL ir SP — Sepharose XL.
Tyrime naudojamos medZiagos: anijonitas Q — Sepharose XL, katijonitas SP — Sepharose XL,

fosforo rtigstis, natrio hidroksidas, acto riigstis, TRIS, druskos ragstis, DTT

Tyrime buvo naudojama jranga: pH — metras ,,Consort P903“, konduktometras ,,HI-8733

Portable Multi-range Conductivity Meter®, spektrofotometras ,,CR Scientific UV 200 RS,

Chromatografiné sistema

Tyrimas buvo atliekamas:

1.

I L e

ParuoSiami procese naudojami buferiniai tirpalai su 1 mM DTT. ISmatuojami tirpaly
savitieji elektriniai laidziai.

ISmatuojamas méginio savitasis elektrinis laidis.

Kalibruojamas chromatografinés sistemos siurblys.

Atliekamas sorbento pakrovimas. Sorbentas kraunamas tékme.

ISmatuojamas sorbento aukstis.

Apskaiéiuojamas sorbento tiiris kolonoje pagal formule (2.1).

2
Vi=H= (%) 2.1)
Cia: H — sorbento aukstis, cm, & - kolonos vidinis skersmuo
Sukalibruojamas detektorius.

Atliekamas kolonos lygsvarinimas 5 V.
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10.

11.

12.

13.

2.3.0.

Pamatuojama méginio sugertis 620 ir 280 nm ilgio bangose.

Atliekama méginio sorbcija ant pasirinkto sorbento. Matuojama nesisorbavusio eliuato
sugertis 620 ir 280 nm ilgio bangose. ISmatuojamas surinktas tiiris.

Po sorbcijos atliekamas kolonos atplovimas. Atplaunant yra pasalinami nesisorbave
baltymai i$ kolonos. Atplovimas vykdomas, kol detektoriaus sugertis pasieks nuling verte.
Matuojama nesisorbavusio elivato sugertis 620 ir 280 nm ilgio bangose. ISmatuojamas
surinktas taris.

Po atplovimo vykdoma desorbcija. Desorbcija atliekama eliuuojant mazo molekulinio
svorio prieSjoniu — NaCl arba kei¢iant mobilios fazés pH (Q — Sepharose XL pH
mazinamas, SP — Sepharose XL pH didinamas). Matuojama surinkty frakcijy sugertis 620
ir 280 nm ilgio bangose. ISmatuojamas surinktas taris.

Nedesorbuoti baltymai eliuuojami NaOH tirpalu (0,1 — 0,5 M). Matuojama surinkty

frakcijy sugertis 620 ir 280 nm ilgio bangose. [Smatuojamas surinktas tiiris.

Baltymy koncentracijos nustatymas Bradford‘o metodu

Tyrime naudojamos medZziagos: fosforo rigstis, 95 % etanolis, Coomassie Brilliant Blue G-250,

BSA

Tyrime buvo naudojama jranga: spektrofotometras ,,CR Scientific UV 200 RS*

Tyrimas buvo atliekamas:

1.

Paruosiamas Bradford o reagentas:

1.1. Atsveriama 50 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 dazo.

1. 2. Dazas istirpinamas su 25 ml 95 % etanolyje.

1. 3. Ipilama 50 ml 85 % fosforo riigsties.

1. 4. PraskiedZziama iki 500 ml.

1. 5. Paruostas tirpalas prafiltruojamas.

Paruosiamas 5 mg/ml koncentracijos BSA tirpalas.

Naudojant paruostag 5 mg/ml tirpalg, paruoSiami baltyminiai tirpalai kalibracinei kreivei:
1 mg/ml, 0,75 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml ir 0,1 mg/ml.

Kiekvienos koncentracijos ir analizuojamo tirpalo jlasinama po 0,1 ml j mégintuvélj. |
kontrole jlasinama 0,1 ml vandens.

I visus mégintuvélius jpilama 5 ml Bradford‘o reagento.

ISmatuojama visy mégintuvéliy sugertis 595 nm ilgio bangoje.

IS gauty verciy sudaroma kalibraciné kreivé (zr. 2.1. pav.). Pagal analizuojamo méginio

sugertj, randama tirpale istirpusiy baltymy koncentracija.
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2.1. Pav. Bradford'o metodu gauta kalibraciné kreivé. Sugerties, 595 nm ilgio bangoje, priklausomybé nuo

baltymy koncentracijos.

2.3.10. Liofilizavimas
Tyrime naudojamos medZiagos: sausas ledas
Tyrime buvo naudojama jranga: liofilizatorius SP Scientific VirTis BenchTop 2K
Tyrimas buvo atliekamas:
1. Pasveriamas buteliuko svoris prie$ jpilant baltymin; tirpala.
2. Baltymo tirpalas gautas po chromatografijos, iSpilstomas po 1 ml j 29 buteliukus.
3. Buteliukai patalpinami j temperatiirg izoliuojancig déze su sausu ledu. Buteliukai i§laikomi
sausam lede 4 val.
4. Po Saldymo sausam lede buteliukai patalpinami j Saldiklj iki liofilizavimo.
5. Buteliukai yra sudedami ant liofilizatoriaus lentyny.
6. Nustatomi liofilizatoriaus parametrai — 4 Pa vakuumas, lentyny temperatiira — -80 °C.
Buteliukai buvo liofilizuojami 24 val.

7. Pasveriamas buteliukas su preparatu po liofilizavimo.
2.3.11. Kapiliariné elektroforezé

Tyrime naudojamos medziagos: karbamidas, glicerolis, DTT, TRIS

Tyrime buvo naudojama jranga: bioanalizatorius ,,CE: Agilent 2100 Bioanalyzer*
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Tyrimas buvo atliekamas:

1.

Paruosiamas 2 M karbamido, 15 % glicerino, 0,1 M DTT, 100 mM TRIS buferinis tirpalas
8,8 pH.

Paruosiamas GDM. 650 ul ,,Agilent Protein 80 Gel matrix‘ reagento jpilamaj mégintuvélj
su filtru. Mégintuvélis centrifuguojamas 2500 g 15 min. ] nufiltruotg gelj jlas§inama 25 pl
dazo koncentrato. Turinys gerai iSmaiSomas.

ParuoSiamas DS 650 pl ,,Agilent Protein 80 Gel matrix* reagento jpilama | mégintuvélj
su filtru. Mégintuvélis centrifuguojamas 2500 g 15 min.

Su paruostu TRIS tirpalu, méginys po chromatografinio gryninimo praskiedziamas 2 k.
(méginys prie§ gryninimg neskiedziamas).

Paruosiamas DN — 7 ul 1 M DTT jpilama j 200 pl TRIS buferinio tirpalo. Turinys
iSmaiSomas.

| abiejy méginiy (prie$ ir po gryninimo) 4 ul jpilama 2 pl DN. 6 pl méginiai ir 6 pl
baltyminis standartas, patalpinami j vandens vonia. Standarto molekulinés masés: 63, 46,
28, 15, 6,5, 1,6 kDa.

| atvésintus mégintuvélius jpilama 84 pl vandens. Turinys gerai iSmaiSomas.

Tirpalai i8pilstomi j celes atvaizduotas paveiksle (Zr. 2.1. pav.)

= N
6 pl méginio
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2.2. Pav. Bioanalizatoriaus tirpaly pilstymo nurodymai.

9.

Pagal baltymy standarty -elektroforezés rezultatus sudaroma Kkalibraciné kreivé

(zr. 2.2. pav.).
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2.3. Pav. Elektroforezés kalibraciné kreivé. Elektroforetinio judrumo priklausomybé nuo molekulés

dydzio.

2.3.12. Molekuliniy siety chromatografija

Tyrime naudojamos medZiagos: acetonitrilas, chromatografiné kolonélé ,,TFA, Waters Protein
BEH SEC 125A 4,6 x 150 mm* uZpildo dalelés 1,7 pm dydzio, chromatografiné kolonél¢ ,,Waters
Protein BEH SEC 125A 4,6 x 300 mm* uzpildo dalelés 1,7 um dydzio

Tyrime buvo naudojama jranga: Chromatografas ,,THERMO Ultimate 3000%, kompiuterine

programa ,,Chromeleon 6.80“

Tyrimas buvo atliekamas:

1.

Paruosiamas 30 % acetonitrilo 0,1 % TFA vandeninis tirpalas, kuris bus naudojamas
mobiliai fazei.

Méginiai prafiltruojami $virkstiniu filtru (0,45 um dydzio membrana).

Méginys po gryninimo praskiedziamas 3,3 K. su 25 % acetonitrilo tirpalu. Méginys prie$
gryninimg neskiedZiamas.

Nustatomas 108,36 cm/val linijinis greitis. Chromatografo detektorius matuoja sugertj 280
nm bangos ilgyje.

Atliekamos standartiniy baltymy (BSA - 67 kDa, ovalbuminas — 43 KkDa,
chimotripsinogenas A — 25 kDa, ribonukleazé A — 13,7 kDa, koncentracija — 0,6 mg/ml)
eliucijos chromatografijos (zr. prieda Nr. 8). Sudaroma eliucijos laiko ir molekulinés masés

desimtainio logaritmo kalibraciné kreivé (Zr. 2.3. pav.).
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2.4. Pav. Eliucijos laiko priklausomybé nuo molekulinés masés desimtainio logaritmo.
6. Jleidziama 5 pl méginio j kolona.

7. Naudojant sudaryta kalibracing kreive, pagal eliucijos laikg apskai¢iuojamas tikslinio
baltymo molekulés dydis.
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3. PROJEKTAVIMO REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3. 1. Biomasés ardymas

Eksperimento tikslas patikrinti homogenizatoriaus — ,,statoriaus — rotoriaus* tinkamuma
ardant melsvabakterijy kulttirg — Aphanizomenon flos — aquae. Biomasé buvo ardoma metodinéje
dalyje aptartais greiciais (12000 ir 24000 aps/min) ir trukmémis.

Neardytos kultiiros nuotraukos pateikiamos paveiksle (zr. 3.1. pav.). I§ paveikslo matomos
aiskios kultaros trichomos (lasteliy susijungimas suformuojant plauko formos kolonijg), i§ kuriy

galima spresti, kad biomaseje yra sveiky lasteliy. Biomasés buvo surinktos skirtingu laiku.

3.1. Pav. Pirmoji neardyta biomasé — virsuje, antroji — apacioje. Sugraduota po 1 um.
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| — ji biomasé buvo ardyta 12000 aps/min greic¢iu. Ardymo rezultatai pateikiami paveiksle
(zr. 3.2. pav.). Po pirmyjy 15 s matosi aiSkus trichomy sumaz¢jimas, toliau didinant ardymo
trukm¢ matomas tolimesnis struktiiros irimas. Po 6 min ardymo jziarimas aiskus individualiy

lasteliy sumazéjimas. Pailginus ardymo trukme iki 9 min., individualiy Igsteliy Kiekis nebemazéja.

3.2. Pav. Pirmosios biomasés ardymo rezultatai. Sugraduota po 1 pm.

Il — ji biomasé buvo ardyta 24000 aps/min greiciu. Ardymo rezultatai pateikiami paveiksle

(zr. 3.3. pav.). Po 30 s. matomas trichomy suirmas, taciau aiSkiai matomi ir kolonijy likuciai.
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Tesiamas ardymas, sveiky trichomy nebematoma, Igsteliy skai¢ius nuotraukoje aiskiai sumazgjo.

Toliau tgsiant ardyma, sveiky lasteliy kiekis laipsniskai mazéja.

3.3. Pav. Antrosios biomasés ardymo rezultatai. Sugraduota po 1 um.

Po ardymo, biomasés centrifuguojamos. Gautas supernatantas i§sodinamas sausu amonio
sulfatu. | pirmosios biomasés supernatantg jberiama 450 g sauso amonio sulfato, j antrosios —
222,38 g. Isséde baltymai centrifuguojami, nuosédos suspenduojamos so¢iu amonio sulfatu. I$

pirmosios biomasés gaunama apie 1 I tikslinio baltymo suspensijos, i$ antrosios — 0,5 .

3. 2. Normalusis filtravimas

Procesas buvo naudojamas méginio skaidrinimui (paSalinamos likusios lgsteliy nuolauzos,
lipidai like po centrifugavimo). Filtravimas buvo atliekamas chromatografinéje kolonoje, kad bty
sumazintas méginio putojimas. Filtravimo plotas yra 5,3 cm? (5,3*10* m?). Filtravimas buvo
atliekamas peristaltiniu siurbliu palaikant pastovy slégj iki 2 atm. Proceso pradzioje filtravimo
greitis yra 1000 I/m**val. Filtravimo grei¢io priklausomybé nuo filtrato suminio tiirio pateikta

grafike (zr. 3.4. pav.). I§ grafiko — matyti, kad filtravimo greitis laipsniskai maz¢ja. Prafiltravus
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150 ml méginio filtravimo greitis pradeda smarkiai mazéti. Surinkus 162,5 ml, filtravimo greitis
beveik sustoja ( 241,9 I/m?*val). Filtravimo pagalbiné medZziaga — ceolitas 545 yra pakei¢iamas 5
kartus, kol bus prafiltruotas 1 1 paruosto méginio, kiekvieng karta buvo prafiltruojama nuo 162,5

iki 220 ml méginio. Vienam Kartui buvo sunaudojama 5,3 ml ceolito.
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3.4. Pav. Filtravimo greicio priklausomybé¢ nuo filtrato suminio ttrio.

3. 3. Dializé

Naudojama tikslinio baltymo suspensija gauta i§ biomasés ardymo eksperimento. I§ 100 ml
suspensijos atskiriami i$séde¢ baltymai ir istirpinami 100 ml buferinio tirpalo, kurio savitasis
elektrinis laidis 1,1 mS/cm. Pagamintas tikslinio baltymo tirpalas pasizymi 134,4 mS/cm savituoju
elektriniu laidziu, tokiame tirpale yra daug mazamolekuliniy jony, kurie apsunkina tolimesnj
chromatografinj gryninimg. Po pirmosios paros dializavimo, rezervuare esancio tirpalo savitasis
elektrinis laidis ~ 5,9 mS/cm (Sis dydis vis dar per aukstas tolimesniems darbams). Po antrosios
paros, rezervuare esancio tirpalo savitasis elektrinis laidis = 1,3 mS/cm, Sio tirpalo laidis yra
artimas buferinio tirpalo laidZziui prie§ dialize. Dializés Zarna prakerpama, pamatuojamas
dializuoto baltyminio tirpalo savitasis elektrinis laidis ~ 1 mS/cm.

Paruosti 1 mS/cm savitojo elektrinio laidzio 100 ml baltyminio tirpalo, reikia atlikti dializg
2 kartus esant VS — 50.

3. 4. Diafiltravimas

Diafiltavimas yra naudojamas, kaip alternatyva dializei. Proceso metu méginys yra

koncentruojamas pasalinant terpe, pasiZzymincia aukSta mazamolekuliniy jony koncentracija, ir
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praskiedziamas tirpalu su maZesniu savituoju elektriniu laidziu. Proceso pradzioje buvo
iSmatuojamas diafiltravimo buferinio tirpalo savitasis elektrinis laidis — 1,1 mS/cm, o
méginio — 104 mS/cm. Proceso pradzioje su vandeniu iSmatavus recirkuliacijos greitj gaunama
verté yra 1 1/min. Sudarius 1,4 bar slégj, pradedamas diafiltravimas. Proceso eiga atvaizduota
grafiku (zr. 3.5. pav.). Proceso pradzioje filtravimo greitis yra 16,9 I/m?*val, po keliy minuéiy
greitis sumazéja iki 11,9. Bendras filtravimo greitis mazéja pagal krypties linijos funkcija
y=-1,2086x+13,483. Naudojant lygtj apskai¢iuojamas vidutinis filtravimo greitis — 11,82 I/m?*val.

Meéginys buvo skiedZiamas prie DV verciy: 0,325 — 61 mS/cm, 0,675 — 44 mS/cm, 1,15 —
25 mS/cm, 2 —8,6 mS/cm, 2,55 —3 mS/cm, 2,75 — 1,86 mS/cm. Kad méginys pasiekty buferiniam
tirpalui artima savitgjj elektrinj laidj, méginio terpe reikia pakeisti buferiniu tirpalu — 2,75 k. 1 |

méginio paruosimui buvo sunaudota 2,75 I buferinio tirpalo.
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Diafiltravimo turis, k

Pav. 3.5. Filtravimo grei¢io ir savitojo elektrinio laidzio priklausomybé nuo DV (Santykis tarp suminio

filtrato turio ir pradinio méginio tiirio).

3. 5. Fikocianino C stabilumo priklausomybé nuo pH

Atliekant eksperimentg kambario temperatiiroje, supils€ius tiriamajj baltyma j skirtingo pH
tirpalus, rezultatai pateikiami grafiko forma (zr. 3.6. pav.). I§ grafiko — matyti, kad fikocianinui C
budinga spalva aiskiai pranyksta nuo 2 iki 3 pH (Siame intervale spalva pranyko vos jlasinus
baltyma), sugerties santykis yra apie 27 %. Nuo 3,5 iki 7,5 pH fikocianinas C issilaiko daugiau
maziau nepakites, sugerties santykis nuo 90 iki 100 %. Keliant tirpalo pH per 7,5 tikslinio baltymo
sugertis pradeda tiesiskai mazéti. Kai tirpalo pH 11, procentiné sugertis yra apie 43 %.

Tikslinis baltymas yra stabilus pH intervale nuo 3,5 iki 7,5.
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3.6. Pav. Fikocianino C stabilumo priklausomybé nuo tirpalo pH. Procentinis santykis apskai¢iuojamas
naudojant auks$éiausig sugertj 620 nm ilgio bangoje.

3. 6. Jonito fikocianino C imlumo priklausomybé nuo pH statinémis
salygomis

Tyrime buvo nagrinéjamas dviejy sorbenty (anijony mainy — Q — Sepharose XL, ir katijony
mainy — SP — Sepharose XL), sorbento imlumas pagal tikslinj baltymg ir grynumas, esant
skirtingoms pH vertéms.

Sorbcijos rezultatai su sorbentu Q — Sepharose XL pateikiami paveiksle (Zr. 3.7. pav.). 1§
grafiko — matyti, kad fikocianinas C sorbuojasi pH vertése nuo 5,2, 0 Zemiau $ios vertés tikslinis
baltymas nesisorbuoja arba labai mazai sorbuojasi. Vertinant sorbuoto baltymo grynuma
(As20nm/Azgonm) — matyti, kad ties 5 pH verte sorbuoto baltymo grynumas yra didziausias (3,3),
mazinant pH vert¢ grynumas intensyviai sumazéja (sumazinus pH nuo 5 iki 4,5, grynumas
sumazejo nuo 3,3 iki 1,06). Keliant pH grynumas mazéja, bet ne taip intensyviai (pakélus pH nuo
51ki 5,5, grynumas sumazéjo nuo 3,3 iki 3,03). Bendras baltymy imlumas tiesiSkai mazéja visame

tiriamame diapazone, auksciausia verté yra esant pH 7,4, maZziausia — 3,95.
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Pussiausvyrinis pH
3.7. Pav. Fikocianino C imlumo (grafike ,,Imlumas 620nm*) ir grynumo (grafike ,,Sorbuoto baltymo
grynumas®), ir bendro baltymy imlumo (grafike ,Imlumas 280nm®) priklausomybé nuo tirpalo pH.
Naudojamas sorbentas Q — Sepharose XL.

Rezultatai su sorbentu SP — Sepharose XL pateikiami paveiksle (zr. 3.8. pav.). I grafiko —
matyti, kad esant pH vertei aukstesnei nei 5, fikocianinas C nesisorbuojasi arba mazai sorbuojasi.
Ziarint j sorbuoto baltymo grynuma (Aszonm/Azsonm) — Matyti, kad grynumas yra aukséiausias Kai
tirpalo pH —5 (grynumas apie 3,5), didéjant pH virs $io tasko, grynumas staigiai sumazéja (pakélus
pH nuo 5 iki 5,5, grynumas sumazéjo nuo 3,5 iki 1,5) ir iSlieka apie 1,5 (aukStesnése pH vertése).
Visy baltymy sorbcija pasiekia didZiausig verte esant pH 4,7 (imlumas — 0,46), toliau didinant pH

imlumas mazéja kol pasiekia verte artima nuliui.
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Pussiausvyrnis pH
3.8. Pav. Fikocianino C imlumo (grafike ,,Jmlumas 620 nm*) ir grynumo (grafike ,,Sorbuoto baltymo
grynumas®), ir bendro baltymy imlumo (grafike ,,Jmlumas 280 nm‘) priklausomybé nuo tirpalo pH.

Naudojamas sorbentas SP — Sepharose XL.
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3. 7. Jonu mainy chromatografija

Tyrime buvo nagrinéjamas Q — Sepharose XL ir SP — Sepharose XL tinkamumas
chromatografiniam gryninimui. I§ anks¢iau gauty rezultaty 3.6. ir 3.5 skyriuose, pasirenkami

chromatografijoje naudojamy buferiniy tirpaly pH — 6, 6,5 ir 7.

3.7.1. Anijony mainy chromatografija

Naudojantis ank$¢iau aptartais rezultatais (Zr. skyrius 3.5. ir 3.6.), anijony mainy
chromatografijai su sorbentu Q — Sepharose XL, pasirenkamos lygsvarinimo ir sorbcijos pH
vertés. Chromatografija, desorbuojant druskos gradientu, buvo atlikta su dviem pH — 6 ir 7.
Atliekant gryninima esant 6 pH buvo naudojama 0,79 cm? skerspjiivio ploto kolona, kurioje buvo
pakrauta 3,2 cm sorbento (Vk — 2,51 ml). Lygsvarinimas (5 V) ir atplovimas (5 Vi) buvo atliekami
su 10 mM fosfatiniu buferiniu tirpalu pH 6 (savitasis elektrinis laidis — 0,98 mS/cm). Buvo
leidziama 67,5 ml méginio, kurio pH — 6 (1,04 mS/cm), sugertis 620 nm — 23,6 OV, 280 nm —
37,50V, grynumas (As2onm/Azgonm) pries stadija — 0,629. Lygsvarinimas, atplovimas ir sorbcija
buvo atliekami — 50 cm/val linijiniu grei¢iu. Desorbcija buvo atliekama 10 mM fosfatiniu buferiniu
tirpalu pH 6 su 0,15 M NaCl (16,33 mS/cm) ir 1 M NaCl (102,85 mS/cm). Tikslinio baltymo
eliucija i§ kolonos buvo atlickama 20 Vi gradientu, 5 cm/val linijiniu greic¢iu keliant NaCl
koncentracija nuo 0 iki 0,15 M, koncentracija buvo islaikoma 5 Vi, poto pakeliama iki 1 M ir
iSlaikoma 5 V. Stadijos chromatograma pateikiama prieduose (Zr. prieda Nr. 1). Apjungus
desorbcijos frakcijas ir iSmatavus sugertis 620 nm yra 10,08 OV, 280 nm — 3,54 OV, buvo
nustatyta, kad desorbuoto tikslinio baltymo grynumas — 2,84. Po stadijos grynumas padidéjo 4,5
karto. Chromatografijos masés balansas aprasomas lenteléje (Zr. lentelé. 3.1.). IS masés balanso —
matyti, kad apjungus visas frakcijas buvo desorbuota 80,9 % sorbuoto tikslinio baltymo ir 23 %
visy baltymy. I$ grafiko (zr. 3.9. pav.) — matyti, kad desorbuojant 20 Vi gradientu gauname, kad
Vvisos frakcijos pasizymi sugertimi 620 nm, todél didesnio mastelio chromatografijai, pasirenkama

atlikti vieno laipto desorbcija.

Lentelé. 3.1. Chromatografijos su Q — Sepharose XL sorbentu masés balansas, kai sorbcijos pH — 6.

Sugertis 620 nm | Sugertis 280 nm
Grynumas,
TOD % TOD % As20nm/A280nm
Sorbavosi 11213 | 59,4 1358,3 | 453
Desorbuota, 1§ viso 907,5| 80,9 319,2| 235 2,84
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3.9. Pav. Desorbcijos chromatograma kai sorbcijos pH 6

Eksperimentas buvo atliekamas, kai sorbcijos mobilios fazés pH 7, 2,01 cm? skerspjiivio
ploto kolonoje, kuri pakrauta 2,5 cm Q — Sepharose XL sorbentu (Vk — 5,02 ml). Kolonos
lygsvarinimui buvo naudojamas 5 Vk 10 mM fosfatinis buferinis tirpalas pH 7 (savitasis elektrinis
laidis — 0,93 mS/cm). Buvo leidziama 67,5 ml méginio pH — 7 (0,91 mS/cm), kurio sugertis 620
nm — 19,6 OV, 280 nm — 22,1 OV, grynumas (Aszonm/Azsonm) — 0,89. Nesisorbave baltymai buvo
iSplaunami 5 Vi lygsvarinimo buferiniu tirpalu. Desorbcija buvo atliekama (10 Vi) gradientu
didinant mazamolekuliniy jony koncentracija nuo 0 iki 0,5 M su 10 mM fosfatiniu buferiniu tirpalu
pH 7 (47,9 mS/cm). 0,5 M NaCl koncentracija buvo i$laikoma 5 V. Lygsvarinimas, sorbcija ir
atplovimas buvo atliekami 81 cm/val linijiniu grei¢iu. Desorbcija buvo atliekama 8,1 cm/val
linijjiniu grei¢iu. Stadijos chromatograma pateikiama prieduose (Zr. priedg Nr. 2). I8
chromatogramos — matyti, kad baltymai yra desorbuojami intervale nuo 0 iki 0,3 M NacCl, didinant
Sig verte iki 0,5 M desorbuojamy baltymy kiekis mazéja. Apjungus desorbcijos frakcijas ir
iSmatavus sugertj 620 nm — 8,31 OV, 280nm — 3,22 OV, buvo nustatyta kad desorbuoto tikslinio
baltymo grynumas — 2,58. Po stadijos grynumas padidéjo 2,909 k. Chromatografijos masés
balansas aprasomas lenteléje (Zr. lentelé. 3.2.). IS masés balanso — matyti, kad apjungus visas

frakcijas buvo desorbuota 93,3 % sorbuoto tikslinio baltymo ir 56,2 % visy baltymy.
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Lentelé. 3.2. Chromatografijos su Q — Sepharose XL sorbentu masés balansas, kai sorbcijos pH — 7.

Sugertis 620 nm | Sugertis 280 nm Grynumas
TOD % TOD % A620nm/A280r:m
Sorbavosi 956,6 72,3 615,1 41,2
Desorbuota, viso 892,9 93,3 345,8 56,2 2,58

Bandymas buvo atliekamas patikrinti desorbcijos efektyvuma mazinant eliucijos pH.
Chromatografija buvo atliekama 2,01 cm? skerspjiivio ploto kolonoje, kurioje buvo pakrauta
2,3cm (Vk — 4,62 ml) Q — Sepharose XL sorbentu. Lygsvarinime ir atplovime buvo naudojamas
10 mM fosfatinis buferinis tirpalas pH 6,5 (savitasis elektrinis laidis — 0,89 mS/cm). Lygsvarinimui
ir atplovimui buvo naudojama po 5 Vi buferinio tirpalo. Buvo sorbuojama 40,5 ml méginio, kurio
pH 6,5 (0,83 mS/cm), sugertis 620 nm — 9,43, 280 nm — 13,01, grynumas (As2onm/A2gonm) — 0,72.
Desorbcijai buvo naudojama 10 Vk 10 mM acetatinio buferinio tirpalo pH 4 (0,25 mS/cm).
Eliuavus tikslinj baltyma, kolona praplaunama 0,1 M NaOH 81 cm/val grei¢iu. Lygsvarinimas,
atplovimas ir sorbcija buvo atliekami 81 cm/val linijiniu grei¢iu. Desorbcija buvo atlickama 8,1
cm/val linijiniu grei¢iu. Chromatograma pateikiama prieduose (Zr. prieda Nr. 3). Masés balansas
pateikiamas lenteléje (Zr. lentelé. 3.3.). I§ rezultaty — matyti, kad desorbavus, mazinant pH,
gauname tikslinio baltymo grynuma — 2,83. Tikslinio baltymo grynumas po stadijos padidéjo
3,93 k. Eliuuojama 36,7 % sorbuoto fikocianino C ir 19,3 % bendry baltymy. Atplovus Sarmu, i$
viso desorbuota 40,9 % fikocianino C ir 23,3 % bendry baltymy.

Lentelé. 3.3. Chromatografijos su Q — Sepharose XL sorbentu masés balansas, kai desorbcijos pH - 4.

Sugertis 620 Sugertis 280
nm nm Grynumas,

TOD % TOD % As20nm/A280nm
Sorbavosi 325,12 | 85,1 | 21845| 415
Desorbcija 119,16 | 36,7 | 42,08| 193 2,83
Praplovimas 0,1 M
NaOH 13,67 4,2 8,73 | 4,00 1,57
Desorbuota, viso 132,83 | 40,9 50,81 | 23,3 2,61

3.7.2. Katijony mainy chromatografija

Naudojantis aptartais rezultatais (zr. skyrius 3.5. ir 3.6.) pasirenkamos lygsvarinimo ir
sorbcijos pH vertés, katijony mainy chromatografijai su sorbentu SP — Sepharose XL.
Chromatografija buvo atliekama 0,79 cm? skerspjiivio kolonoje, kurioje pakrauta 2 cm sorbento
(Vk — 1,57 ml). Lygsvarinimas ir sorbcija buvo atliekama 46 cm/val, desorbcija — 4,60 cm/val
linijiniais grei¢iais. Lygsvarinimas buvo atliekamas 5 Vk 10 mM acetatiniu buferiniu tirpalu pH 5

(savitasis elektrinis laidis — 0,79 mS/cm). Sorbcija buvo atlickama jleidziant j kolong 35 ml
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méginio, kurio pH — 5 (savitasis elektrinis laidis — 0,81 mS/cm), sugertis 620 nm ilgio bangoje —
6,53 OV, 280 nm — 8,95 OV, grynumas — 0,73. Desorbcija buvo atliekama laiptais didinant
mazamolekuliniy jony koncentracijg, arba ir keliant eliucijos pH. Desorbcijos tirpalai: 1) 10 Vi
10 mM acetatiniu buferiniu pH 5 tirpalu su 0,5 M NaCl (savitasis elektrinis laidis — 50,9 mS/cm),
I1) 10 Vi 10 mM fosfatiniu buferiniu tirpalu pH 7,5 (savitasis elektrinis laidis — 1,39 mS/cm), 111)
10 Vk 10 mM fosfatiniu buferiniu tirpalu 7,5 pH su 0,5 M NaCl (savitasis elektrinis laidis —
53,3 mS/cm), IV) 5 Vk 0,1 M NaOH, V) 5 Vi 0,5 NaOH. Chromatograma pateikiama prieduose
(zr. prieda Nr. 4). Masés balansas pateikiamas lenteléje (Zr. lentelé. 3.4.). I8 rezultaty — matyti, kad
su pasirinktais parametrais (pH, sorbento auk$¢iu, linijiniu grei¢iu) sorbuojama 80,5 % tikslinio
baltymo. IS desorbcijos rezultaty buvo nustatyta, kad daugiausiai sorbuoto tikslinio baltymo
(34,8 %) eliuuojama pirmuoju desorbcijos tirpalu (gaunamas grynumas — 3,14). Apjungus I-111
desorbcijos rezultatus, eliuuojama 45,9 % sorbuoto fikocianino C, kurio grynumas — 2,62.
Lyginant su méginiu prie$ chromatografija, tarpinio produkto grynumas padidéjo 3,6 k. Atplaunant
kolong su natrio Sarmu, likes fikocianinas C eliuuojasi, bet dél auksto pH greit denatiiruoja,

specifiné spalva (mélyna) beveik pranyksta.

Lentelé. 3.4. Chromatografijos su SP — Sepharose XL sorbentu masés balansas.

Sugertis 620 nm | Sugertis 280 nm

Grynumas
TOD % TOD % Ae20nm/A280nm

Sorbavosi (frakcijos) 184,00 | 80,5 | 59,2 | 18,88

Desorbcija | (1-3) 64,02 | 348 | 20,40 | 34,49 3,14
Desorbcija 11( 4-6) 11,00 6 57 9,6 1,95
Desorbcija 111 (7- 9) 9,4 51 3,37 57 2,78
Atplovimas IV (12,13) 3,5 19 18,1 30,5 0,19
Atplovimas V (14,15) 0 0,00 15 2,5 0,00
Desorbuota, viso 87,9 47,8 49 82,8 1,79

Nustacius, kad tikslinis baltymas nesidesorbuoja su mazamolekuliniais prieSjoniais, o
atplaunant Sarmu tikslinis baltymas yra inaktyvuojamas. Naudojantis aptartais rezultatais
(zr. skyriuje 3.5.), buvo bandoma desorbuoti keliant eliucijos pH. Tyrime buvo naudojama
2,01 cm? skerspjiivio ploto kolona, pakrauta 2,5 cm SP — Sepharose XL sorbentu (Vk — 5,02 ml).
Sorbentas buvo lygsvarinamas 5 Vk 10 mM acetatiniu buferiniu tirpalu pH 5 (savitasis elektrinis
laidis — 0,51 mS/cm). | kolong buvo jleidziama 40,5 ml méginio, kurio pH 5 (savitasis elektrinis
laidis — 0,53 mS/cm), sugertis 620 nm ilgio bangoje — 9,43 OV, 280 nm — 13,01 OV, grynumas —
0,725. Desorbcija buvo atliekama eliuuojant 10 Vi su 10 mM TRIS buferiniu tirpalu pH 9
(0,23 mS/cm). Po desorbcijos, kolona buvo atplaunama 0,1 M NaOH. Lygsvarinimas ir sorbcija

buvo atliekami 81 cm/ val, desorbcija — 8,1 cm/val, linijiniais greiciais. Chromatograma
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pateikiama prieduose (Zr. prieda Nr.5). Masés balansas pateikiamas lenteléje (Zr. lentelé. 3.5.).
Lyginant su ankstesne katijony mainy chromatografija (80,5 % desorbuota tikslinio baltymo),
padidinus linijinj greitj, sorbavosi zymiai maziau tikslinio baltymo (36,54 %). Padidinus pH,
desorbuojamas panasus kiekis fikocianino C (37,02 % lyginama su 34,8 %), desorbuoto tarpinio

produkto grynumas — 0,82 (po stadijos grynumas padidéjo tik 1,12 k.).

Lentelé. 3.5. Chromatografijos su SP — Sepharose XL sorbentu masés balansas, kai desorbcijos pH - 9.

Sugertis 620 nm | Sugertis 280 nm Grynumas
TOD % TOD % As20nm/A280nm
Sorbavosi 139,57 | 36,5 1155 | 21,9
Desorbcija | 51,67 | 37,02 63,3| 54,9 0,82
Atplovimas 0,1 M NaOH 1729 | 124 48,8 | 423 0,35
Desorbuota, i$ viso 68,96 | 49,4 1121 97,1 0,61

3.7.3. Sorbcijos salygu pasirinkimas

Lyginant dviejy sorbenty rezultatus — matyti, kad desorbcija, didinant mazamolekuliniy jony
koncentracija, yra eliuuojama daugiau sorbuoto baltymo nuo Q — Sepharose XL, nei SP —
Sepharose XL (su Q — Sepharose XL vidutiniskai desorbuojama 87,1 %, su SP — Sepharose —
45,87 %). Is gauty rezultaty, kai desorbcija yra atlieckama kei¢iant eliucijos pH — matyti, kad abiem
sorbentais desorbuojama maziau tikslinio baltymo (su Q — Sepharose XL — 36,7 %,
SP — Sepharose XL — 37,02 %) nei atliekant desorbcija didinant mazamolekuliniy jony
koncentracijg. I§ rezultaty nustatyta, kad tikslinio baltymo iseiga yra didesné eliuuojant
mazamolekuliniais jonais nuo anijony mainy sorbento — Q — Sepharose XL.

Lyginant tikslinio baltymo grynumus, sorbavus ant Q — Sepharose XL skirtingais pH —
matyti, kad kai sorbcijos pH 6 — gauname fikocianino C truputj aukstesnj grynuma (As2onm/A280nm
— 2,84), nei kai pH — 7 (As2onm/Azgonm — 2,58). Bakalauro baigiamojo projekto metu atlikus
chromatografinio gryninimo stadijg, kai sorbcijos pH — 7,5 (haudotas sorbentas Q — Sepharose
XL), eliuuoto tikslinio baltymo grynumas — 1,74 — [26]. I§ gauty grynumo verciy sudaromas
grynumo priklausomybés nuo pH grafikas (zr. 3.10. pav.). I$ grafiko — matyti, kad sumazinus
sorbcijos pH nuo 7,5 iki 7 grynumas padidéja 1,5 k. Zinant, kad keliant pH, saveika tarp sorbento
ir baltymy iSauga, todél sorbcijai optimalesnis pH — 7 (gaunamas truputj mazesnis grynumas, bet

yra sorbuojama daugiau tikslinio baltymo, todél padidéja iSeiga).
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3.10. Pav. Desorbuoto fikocianino C grynumo priklausomybé nuo sorbcijos pH.

Su gautais parametrais atlieckama didesnio mastelio chromatografija. Gryninimas yra
atlieckamas 5,31 cm? skerspjiivio ploto kolonoje, kurioje pakrauta 4,6 cm (Vi — 24,41 ml)
Q — Sepharose XL. Lygsvarinimas yra atliekamas 5 Vi su 10 mM fosfatiniu buferiniu tirpalu pH
7 (savitasis elektrinis laidis — 1,1 mS/cm). Buvo sorbuojama 590 ml baltyminio tirpalo, kurio pH
7 (1,87 mS/cm), sugertis 620 nm — 27,3 OV, 280 nm — 30,1 OV, grynumas (As2onm/A28onm) — 0,91.
Nesisorbave baltymai buvo iSplaunami i§ kolonos 5 Vi lygsvarinimo buferiniu tirpalu. Desorbcija
buvo atliekama eliuuojant, laiptu jleidZiant j kolong 5 Vk 10 mM fosfatinio buferinio tirpalo pH 7
su 0,3 M NaCl (31 mS/cm). Lygsvarinimas, sorbcija ir atplovimas buvo atliekami 80 cm/val
linijiniu grei¢iu. Desorbcija buvo atliekama 8 cm/val linijiniu grei¢iu. Kolona buvo atplauna 4 Vi
1 M NaOH 40 cm/val linijiniu grei¢iu. Gryninimo chromatograma pateikiama prieduose
(zr. prieda Nr. 6). Masés balansas pateikiamas lenteléje (Zr. lentelé. 3.6.). IS rezultaty — matyti, kad
buvo sorbuojama 52,2 % jleisto tikslinio baltymo ir 24,2 % visy baltymy. Fikocianino C
didziausios koncentracijos buvo eliuuojamos 2 — 5 frakcijose, $iy frakcijy tiris — 43 ml. Siose
frakcijose buvo eliuojama 67,3 % sorbuoto tikslinio baltymo ir 50 % visy baltymy. Apjungty
frakcijy grynumas — 2,63, lyginant su méginiu prie§ chromatografija, grynumas padidéjo 2,9 k.
Apjungty frakcijy savitasis elektrinis laidis yra 31 mS/cm, todél buvo dializuojamos 5 | 10 mM
fosfatiniu buferiniu tirpalu (1,1 mS/cm). Po dializés, savitasis elektrinis laidis sumazéjo iki
1,3 mS/cm. Apjungus visas stadijas (lygsvarinimg, sorbcijg, atplovimg, desorbcijg, sorbento

regeneravimg), proceso trukmé — 5,3 val.
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Lentelé. 3.6. Didesnio mastelio chromatografijos mases balansas.

Sugertis 620 nm | Sugertis 280 nm

ToD [ % | Tob [ % | \cYUEE
Sorbavosi 8402, 52,2 |4292,00 | 24,2
Desorbcija (2-5 frakcijos) 5650,2 | 67,3 2145,7 50 2,63
Desorbcija (1,6,7 frakcijos) 87,4 1,04 137,9 3,2 0,63
Desorbuota, viso 5737,6 | 68,3 2283,6 53,2 2,51

3. 8. Baltymy koncentracijos nustatymas Bradford‘o metodu

Po didesnio mastelio jony mainy chromatografijos, buvo atliekamas baltymo koncentracijos
nustatymas (méginiuose pries ir po chromatografijos) Bradford‘o metodu. Rezultatai pateikiami
lenteléje (Zr. lentelé. 3.7.). Méginys prie$ stadija buvo skiestas 10 k. Méginys po stadijos buvo
skiestas 100 k. Uzpylus abudu méginius Bradford‘o reagentu buvo fiksuojama (595 nm bangos
ilgyje) Sviesos sugertis. Méginio prie§ chromatografija sugertis buvo —0,686. Po chromatografijos
— 0,344. Naudojantis sudaryta kalibracine kreive, gaunama, kad 10 k. skiesto méginio
koncentracija prie§ chromatografija — 0,776 mg/ml, neskiedus — 7,76 mg/ml. Skiesto méginio

koncentracija po chromatografijos — 0,376 mg/ml, neskiesto — 37,6 mg/ml.

Lentelé. 3.7. Bradford‘o metodu gautos baltymy tipaly koncetracijos pries ir po gryninimo.

Skiedimas | Sugertis 595 Grynumas | Grynumas
nm ilgio praskiedus, | neskiedus,
bangoje, OV mg/ml mg/ml
Prie§ chromatografija 10 0.69 0.78 7.76
Po chromatografijos 100 0.34 0.38 37.63

3.9. Liofilizavimas

Baltymy tirpalas, gautas po didesnio mastelio jony mainy chromatografijos, buvo
liofilizuojamas. Ipylus 1 ml baltyminio tirpalo, po liofilizavimo, buvo gaunama 44 mg milteliy.
Liofilizuoty méginiy atvaizdas pateikiamas paveiksle (Zr. 3.12. pav.). Sudaromas pagaminto

produkto analizés sertifikatas (zr. prieda Nr. 10).

3.11. Pav. Méginiai gauti po liofilizacijos.
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3.10. Kapiliariné elektroforezé

Atlikus kapiliaring elektroforezg, redukuojan¢iomis salygomis, gaunamas baltymy
pasiskirstymas pagal molekulés dydj. Sie duomenys pateikti densitograma (zr. prieda Nr. 7) ir
nudazyto gelio atvaizdu (Zr. 3.13. pav.). I§ kreivés — matyti, kad fikocianino C prie§ gryninimg o
subvieneto molekuliné masé — 16,7 kDa, B — 20,7. Apskaiciavus bendra kreivés plotg (373,8) ir
fikocianino C subvienety plotus (a.—111,6, p—5,8), nustatome, kad fikocianinas C prie$ gryninimg
sudaro 35,6 %. Zidrint j kreive po gryninimo — matyti, kad fikocianinas C persidengia su
alofikocianinu. Alofikocianino subvienety molekulinés masés — 14,3 ir 17,7, o fikocianino C —
16,6 ir 21. Literatiiroje fikocianino C subvienety molekulinés masés yra nuo 17 iki 19, o
alofikocianino 15 ir 17, tai reiskia kad densitogramoje Sios molekulés persidengia — [27].
Apskai¢iavus bendrg kreivés plota (464,8) ir fikocianino C subvienety plotus (o — 164,9, f —59,3),

nustatome, kad po gryninimo fikocianino C grynumas yra 48,5 %.

Ladder Pries aryn... Pries aryn... Po arynini... PO arynini..

63 kDa

46 kDa

28 kDa

. — i— ——

6,5 kDa

1,6 kDa

3.12. Pav. Méginiy, pries ir po chromatografinio gryninimo, kapiliarinés elektroforezés rezultatai.

3.11. Molekuliniy siety chromatografija

Molekuliniy siety chromatogramose (zr. prieda Nr. 9), kuriose buvo matuojama sugertis
280 nm ilgio bangoje. I§ chromatogramy sprendziame, kad fikocianinas C eliuuojasi ties 13,1 ir
12,7 min. Naudojantis kalibracine kreive nustatome, kad fikocianino C subvienety molekulinés
maseés — 14 ir 21,4 kDa. Apskaiciuojama, kad fikocianinas C prie§ gryninimg sudaro — 49,78 %
nuo kreivés bendro ploto. Apskai¢iuojama, kad fikocianinas C po gryninimo sudaro — 59,44 %

nuo kreiveés bendro ploto.
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3.12. Proceso projektavimas

Projektavimo tikslas yra apdoroti teorinj metinj melsvabakterijy derliy i§ Lietuvos KurSiy
mariy ploto. Apskai¢iuota, kad per metus, optimaliomis salygomis, priauga 7632 t (7632 m®) —
[4]. Derlius apdorojamas nuo geguzés iki spalio ménesiy. Proceso eiga: 1) biomasés ardymas,
2) suardyty lasteliy atskyrimas, 3) jsotinimas amonio sulfatu, 4) iSsodinty baltymy
centrifugavimas, 5) nuosédy tirpinimas, 6) tirpalo filtravimas, 7) diafiltravimas 8) anijony mainy
chromatografija, 9) diafiltravimas, 10) liofilizavimas.

3.1. skyriuje nustatyta, kad ardymas statoriumi — rotoriumi yra tikétinai efektyvus ardant
Aphanizomenon flos — aquae kultiirg. Proceso projektavime pasirenkamas pramoninis statorius —
rotorius. Pagal pasirinkta ardymo trukme, apskai¢iuojamas zaliavos padavimo greitis.

Suardyta biomasé yra centrifuguojama. Suardyta biomasé nuséda ties 30000 min.
ekvivalentinei trukmei — [26]. Pasirenkama pramoninio dydzio centrifuga. Su pasirinkta centrifuga
atlickami tolimesni skaiCiavimai. Bakalauro baigiamajam projekte nustatyta, kad po
centrifugavimo nuséda 1,58 ml Igsteliy nuolauzy i§ 10 ml suspensijos, kai biomaséje yra 96,62 %
drégmés — [26]. Padidinus proceso mastelj, apskai¢iuojamas nuosédy kiekis ir supernatanto taris.

Po centrifugavimo gautas supernatantas jsotinamas iki 50 % sausu amonio sulfatu.
Apskai¢iuojamas sauso amonio sulfato kiekis, druskos padavimo greitis, supernatanto taris
istirpinus druskg. Gautas tirpalas yra centrifuguojamas. Buvo nustatyta, kad fikocianinas C
atskiriamas ties 70000 min ekvivalentinei trukmei [26]. Gaunama apie 1,5 ml baltymy i§ 10 ml
tirpalo — [26]. Parenkama centrifuga issédusiy baltymy atskyrimui. Nuosédos po centrifugavimo
tirpinamos buferiniame tirpale santykiu 1:8.

Tirpalas po tirpinimo yra prafiltruojamas. Projektavimui pasirenkamas vakuuminis biigninis
filtras. Pagal eksperimente rastg filtravimo greitj ir norimg filtravimo trukme, apskai¢iuojamas
filtro plotas.

Méginio dializé yra pakei¢iama diafiltravimu, nes pagal rezultatus (zr. skyriuose 3.3. ir 3.4.)
— matyti, kad sunaudojama maziau buferinio tirpalo, ir procesas yra atlickamas grei¢iau.
Projektavime bus naudojamas tas pats filtravimo greitis kaip ir eksperimente.

Su diafiltruotu baltyminiu tirpalu atliekama anijony chromatografija (sorbentas — Q —
Sepharose XL). Bus rojektuojama pagal atlikto didesnio mastelio chromatografijos rezultatus. Bus
naudojamas tas pats kolonos aukstis, linijinis greitis. Procese bus didinamas kolonos skerspjtavio
plotas, tiiriniai greiCiai, méginio ir buferiniy tirpaly sanaudos. Gauto tarpinio produkto dializé
pakeic¢iama diafiltravimu. Gautas fikocianino C tirpalas yra liofilzuojamas.

Skaiciavimuy eiga:
1. Apskaiciuojamas zaliavos materialinis balansas. Kiek zaliavos apdorojama vienu taktu.

Koks takty skai¢ius reikalingas apdoroti visg meting biomase, jei vieno takto trukmé
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5,3 val. Skai¢iavimai pateikiami lenteléje (Zr. lentelé. 3.8). Atlikus chromatografijos
projektavima, perskai¢iuojamos zaliavos sgnaudos apvalintam kolonos skersmeniui.
Pagal zaliavos balansg atliekami chromatografijos skai¢iavimai vienam taktui.
Skaiciavimai pateikiami lenteléje (Zr. lentelé. 3.9).

Apskaic¢iuojama kokiu greiciu turi buti tickiama biomasé, kad vienam taktui reikalinga
biomasé biity suardyta per 5,3 val. Ardymas buvo atlickamas didziausiu statoriaus —
rotoriaus greiciu (tangentinis rotoriaus greitis — 40 m/s).

Zinant pasirinktos centrifugos santyking centrifugavimo jéga, apskaiiuojama
centrifugavimo trukmé ir Zaliavos padavimo greitis. Zinant $ias vertes, apskai¢iuojama
kokiu pajégumu turi dirbti 2 centrifugos, kad apdoroty vienam taktui reikalingg biomase
per 5,3 val.

Zinant pasirinktos centrifugos santyking centrifugavimo jéga, apskaiGiuojama
centrifugavimo trukmé ir amonio sulfatu iSsodinty baltymy suspensijos padavimo greitis.
Zinant $ias vertes, apskai¢iuojama kokiu pajégumu turi dirbti 3 centrifugos, kad apdoroty
vienam taktui reikalingg suspensijos tiirj per 5,3 val.

Zinant normalaus filtravimo greitj, apskai¢iuojamas filtro plotas, kad bity prafiltruojamas
vieno takto baltyminis tirpalas per 5,3 val. Su rastu plotu, apskai¢iuojamas baltyminio
tirpalo padavimo greitis.

Zinant DV ir diafiltravimo greitj, apskai¢iuojamas membranos plotas, kad biity
diafiltruojamas baltyminis tirpalas per 5,3 val. Su rastu plotu apskai¢iuojamas baltyminio
tirpalo cirkuliacinis greitis. Apskaic¢iuojami produkto diafiltravimo parametrai.
Sudaromas naudojamy tirpaly materialinis balansas kiekvienai stadijai. Lenteléje
pateikiamos vandens, koncentruotos fosforo rigsties (85 %), sauso natrio Sarmo ir natrio
chlorido sgnaudos (Zr. lentelé. 3.10.).

Sudarant zaliavos materialinj balansa apskaiciuojama, kiek bus atliekama gamybiniy takty

per darbo savaités 144 val. Padalinus 144 i§ 5,3 val. gauname, kad per savait¢ bus atlickama

apytiksliai 28 gamybiniai taktai. Zinant kiek takty atliekama per savaite, yra apskai¢iuojama kiek

bus — per ménesj ir per 6 ménesius. Per 6 ménesius atlieckami 648 taktai. Zinant §i dydj

apskaiciuojama, kiek bus biomasés apdorojama per vieng gamybinj takta, tai atliekama padalinant

7632 m® i3 648, gauname 11,78 m®. Tolimesni skai¢iavimai pateikiami lenteléje (Zr. lentelé. 3.8.).

Lenteléje, skaic¢iavimy stulpelyje dydis — 0,54 ml/g, yra amonio sulfato savitasis taris. Dydis

0,313 t, tai amonio sulfato kiekis reikalingas jsotinti 1 m® nuo 0 iki 50 %.
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Lentelé. 3.8. Stadijy zaliavos ir tarpinio produkto materialinis balansas.

Eksperimentiné dalis

Projektavimo rezultatai

Taktai

Neapvalinus skersmens

Apvalinus skersmenj ir apjungus visas

kolonas Dimensija
Stadija Dimensija | Duomenys — 1 . 1 28 108 648
skaiCiavimas Rezultatai

Suardytos Biomasés |, 10 7632 1178 | 1182 | 33103 | 1276.83 | 766099 | m?
taris 648
Centrifugavus, lasteliy | 1,58 11,78:1,58 1,86 1,87 5230 | 201,74 | 121044 |m?
nuolauzas tiiris 10
Supernatanto tiiris ml 8,42 11,78-1,86 9,92 9,95 278,73 | 107509 | 6450,56 |m?
Sauso amonio sulfato
kiekis reikalinga - - 9,92-0,313 3,10 3,12 87,24 336,50 | 2019,02 |t
isotinti iki 50 %
STfl?astémamus amonto - 10 9,92+(3,10-0,54) 11,59 11,64 | 325,84 | 1256,80 | 7540,83 | m?
Nuosédy tiiris, 11.59-1.5
nucentrifugavus mi 15 — 1,74 1,75 48,88 188,52 1131,12 | m®
baltymy suspensija 10
Supernatanto tiiris ml 8,5 11,59-1,74 9,85 9,89 276,96 | 1068,28 | 6409,70 | m?
IStirpinus nuosédas - 1,74-8 13,91 13,96 391,01 1508,17 | 9048,99 | m®
Zaliavos tirris ml 590 - 13,91 13,96 | 391,01 | 1508,17 | 904899 |m?
praleistas pro kolong
Atlieky kiekis po ml 921,69 13,91921,69 2173 | 21,82 | 61082 | 235604 | 14136,22
chromatografijos 590
Po chromatografijos | 43 13,9143 1,01 1,02 2850 | 10992 | 65950 |m?
tarpinio produkto tairis 590

: 1,01-1892
Produkto masé po mg 1892 1011892 4461 | 44,78 | 125387 | 4836,36 | 29018,13 | kg
liofilizavimo 43
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Lentelé. 3.9. Chromatografinio gryninimo projektavimo skai¢iavimai.

Tyrim Proiektavimo Projektavimo Projektavimo ADIUNaUS
YUY - g)aiciavimai ) Skaiciavimai dalis 4 Skaitiavimai dalis apvalinus 4 | {*PUN9
duomenis dalis . | kolonas
kolonoms kolony skersmenj
Pradinio méginio tiris 590,00 (zr. lentelé. 3.8.) 13912,751 1392& 3478,191 % 3491121 13964,50 |
ini is Ivai . . 144440,00
Gamybinio takto dydis lyginant su 1,00 13912751000 | papgpak. | 7891000 | pegsag e 5917,16 k. 23668,64 k.
eksperimentiniu 590 590 24,42
Sorbento aukstis, cm 4,60
Sorbento tiiris 2041 ml | 24412358094 | 57561914 ml | 24,41-589523 | 14390479 ml | 31400,004,60 | 144440,00 ml 5773}30'00
e 575619,14 143904,79 20072
Kolonos skerspjiivio plotas 5,31 cm? 10 125134,60 cm? 0 31283,65 cm? 3,14 (T) 31400,00 cm? 125600,00
Kolonos skersmuo 2,60 cm 12?#-2 399,26 cm }3158% ) 199,63 cm - 200,00 cm 200x 4
Kolony skaicius, vnt 1 - 1 - 4 - 4 4
Sorbcija 80,00 cm/val
Linijiniai grei¢iai Desorbcija 8,00 cm/val
Regeneravimas 40,00 cm/val
Sorbcija 7,08 1251346080 | 446 g5 ymin | 212836580 1 4y 70 ymin | 3140000 80 41,87 /min | 167,47 /min
ml/min 1000-60 1000-60 1000-60
125134,60- 12 : 14 .
Tarinis greitiai Desorbcija 0.71 125134,60-8 16,68 I/min 31283658 4,17 Umin 31400,00 8 4,19 l/min 16,75 l/min
ml/min 1000-60 1000-60 1000-60
Regeneravimas 3‘54. w 83,42 I/min w 20,86 I/min w 20,93 I/min 83,73 I/min
ml/min 1000-60 1000-60 1000-60
Liofilizuoto Produkto kiekis 1892,00 W 44,62 kg w 11,15 kg w 11,20 kg 44,78 kg
mg 1000000 1000000 1000000
Lygsvarinimas 0,29 val
Sorbcija 1,39 val
Atplovimas 0,29 val
Desorbcija 2,9 val
Regeneravimas, 0,46 val
Bendra trukmé 5,3 val
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I$ chromatografinio gryninimo projektavimo rezultaty (Zr. lentelé. 3.9.) — matyti, kad
apdorojant 13912,75 1 reikty kolonos, kurios skersmuo 399,26 cm. Tokio dydzio kolony
negaminama, todél vienos kolonos sorbento taris yra padalinamas j 4 kolonas (iSlaikant ta patj
sorbento aukstj). Vienos kolonos skersmuo turi buti 199,63 cm, kad 4 tokio skersmens kolonos
apdorotu tg patj zaliavos kiekj. 199,63 cm apvalinama j 200 cm. Projektavime naudojama
VERDOT InPlace™ 2 m skersmens chromatografiné kolona. Su apvalintu skersmeniu
perskaiciuojami Kiti parametrai. Perskai¢iuojami parametrai apjungus kolonas. I$ 13964,50 |
zaliavos gauname 44,78 kg liofilizuoto produkto. Su gautu zaliavos tiiriu perskai¢iuojamas
Zaliavos materialinis balansas lenteléje (Zr. lentelé. 3.8.).

Vienam taktui reikalingas biomasés taris yra 11820 |, kad per 5,3 val bty apdorota
reikalinga biomas¢, padavimo greitis turi baiti — 2230,189 I/val, 37,17 I/min. Biomasés ardymui
pasirenkamas statorius — rotorius — DISPAX-REACTOR® Inline DRS 2000/10. Pasirinkto
statoriaus — rotoriaus didziausias padavimo greitis yra 2500 I/val, tangentinis greitis — 40 m/s.

Suardytos biomasés centrifugavimui pasirenkama diskiné centrifuga — Alfa Laval Merco
CH-38 GOF Separator. Pasirinktos centrifugos didZiausia santykiné centrifugavimo jéga — 4850 g,
rotoriaus talpa — 202 I. Vienam taktui reikalingas suardytos biomasés tiris — 11820 I. Lasteliy
nuolauzos pilnai nuséda centrifuguojant ekvivalentine trukme — 30000 min. Su pasirinkta
centrifuga apskaiciuojama islaikymo centrifugoje trukmé — 6,186 min (reikSmé gaunama 30000
min ekvivalenting trukme padalinant i§ 4850 g), apskai¢iuojamas suspensijos padavimo greitis
32,66 I/min (reik§mé gaunama padalinant rotoriaus talpg — 202 1 i§ 6,186 min). Vieno takto
biomasés centrifugavimas uztruks 6,03 val. Kad takto biomasé biity nucentrifuguota per 5,3 val.
biomasé turi bati tiekiama 37,17 I/min grei¢iu. Naudojant vieng centrifuga, suspensija nebus pilnai
nuskaidrinta. Padalinus srautg j dvi centrifugas, gauname padavimo greitj — 18,59 I/min (i vieng
centrifugg), perskai¢iuojama uzlaikymo trukmé — 10,87 min. Gauti centrifugavimo parametrai
vienai centrifugai: zaliavos padavimo greitis — 18,59 I/min, uzlaikymo trukmé — 10,87 min,
apdorojamos zaliavos kiekis — 5910 I. Po centrifugavimo i$ abiejy centrifugy gauname 9950 |
supernatanto ir 1860 1 nuosédy. 9950 | supernatanto jsotinimui reikia 3100 kg amonio sulfato,
kuris turi bti tieckiamas 9,75 kg/min greiciu.

I$sodinty baltymy centrifugavimui pasirenkama diskiné centrifuga — Alfa Laval Merco CH-
38 GOF Separator. Pasirinktos centrifugos didziausia santykiné centrifugavimo jéga — 4850 g,
rotoriaus talpa — 202 I. Vienam taktui nuskaidrinti reikalingas baltymy suspensijos kiekis —
11637,08 I. Issodinty baltymy suspensija pilnai perskiriama centrifuguojant ekvivalentine trukme
— 70000 min. Naudojant vieng centrifuga, kuri dirba didZiausiu naSumu, apskaiciuojama

uzlaikymo trukmé — 14,43 min, baltymy suspensijos padavimo greitis — 14 I/min. Vieno takto
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suspensijos centrifugavimas uztruks 13,86 val. Kad iSsodinty baltymy suspensija biity
nucentrifuguota per 5,3 val, suspensija turi bati tiekiama 36,59 I/min. Tiekiant suspensija tokiu
greiCiu, baltymai nepilnai nusés, todél suspensija paskirstoma j 3 centrifugas. Padalinus srautg j 3
centrifugas gauname, kad j vieng centrifugg suspensija turi bati tiekiama 12,2 1/min grei¢iu, 0
iSlaikymo trukmé centrifugoje — 16,56 min.. Gauti parametrai vienai centrifugai: suspensijos
padavimo greitis — 12,2 I/min, i$laikymo trukmé — 16,56 min, apdorojamas suspensijos kiekis —
3879,03 I. Po centrifugavimo (apjungus 3 centrifugas) gauname 1740 | nuosédy, kurios yra
iStirpinamos su 12170 | buferiniu tirpalu tiekiamu 38,27 I/min greiciu.

Normalaus filtravimo tiriamojoje dalyje buvo nustatyta, kad filtruojant per 5,3*10* m?
skerspjiivio ploto filtra, tiekiant filtruojama tirpalg 0,6 l/val greiciu, filtravimo greitis —
938 I/m?*val. Filtruojamo tirpalo tiiris vienam projektavimo taktui — 13964,5 I. Kad taktui
reikalingas tirpalas biity prafiltruotas per 5,3 val.: apskai¢iuojamas membranos plotas — 2,809 m?,
tirpalo padavimo greitis — 52,99 I/min, filtrato greitis — 43,91 I/min. Susidariusios nuosédos
praplaunamos 6982.25 | buferiniu tirpalu 21.96 I/min grei¢iu.

Diafiltravimo tiriamojoje dalyje buvo nustatyta, kad filtruojant per 0,14 m? skerspjiivio ploto
membrana, vidutinis filtravimo greitis — 11,82 I/m?*val ir DV — 2,75, kai cirkuliacinis greitis —
1 I/min ir transmembraninis slégis — 1,4 bar. Diafiltruojamo tirpalo taris vienam taktui —13964,5 .
Padauging vieno takto tirj i§ DV, gauname, kad bus prafiltruojama 38402,37 | permeato. Atlikus
zaliavos diafiltravima, membrana plaunama 0,5 val. 1M NaOH (4467.96 | tirpalo). Atplovus
Sarmu, sistema valoma 0,5 val. (4467.96 | tirpalo) buferiniu tirpalu. Kad viso proceso trukmé biity
5,3 val., membranos plotas turi biiti 756 m?, cirkuliacinis greitis — 5400 I/min (transmembraninis
slégis iSlaikomas toks pat). Gauname permeato tékmés greitj — 148,93 I/min. Retantas yra
papildomas buferiniu tirpalu 148,93 I/min grei¢iu. Gauname, kad diafiltracijos procesas uztruks
4,3 val., atplovimas Sarmu — 0,5 val., atplovimas buferiniu tirpalu — 0,5 val.

Produkto diafiltravimas atlieckamas vidutiniu grei¢iu — 9,25 I/m?*val, DV - 7, po
chromatografijos gauname 1020 | produkto. Pagal DV apskai¢iuojame, kad reikés 7124,26 |
buferinio tirpalo. Esant transmembraniniam slégiui — 1,4 bar, diafiltravimas atliekamas per 4,3 val.
su 179 m? ploto membrana. Membrana plaunama 0,5 val. su 1 M natrio $armu (827,88 1). Po to
plaunama 0,5 val. buferiniu tirpalu (827,88 I). Visas procesas uztrunka 5,3 val. Permeato tékmés
greitis — 27,6 I/min, recirkuliacinis greitis — 1278,571 I/min, retantas papildomas 27,6 I/min
greiciu.

Tirpaly materialinis balansas pateikiamas lenteléje (zr. lentelé. 3.10.). Buferiniy tirpaly
NaOH sgnaudos apskai¢iuojamos pirma nustacius, kiek reikia NaOH paruosti 1 1 buferinio tirpalo.

Skaic¢iavimai atliekami naudojant Henderson‘o — Hasselbalch‘o lygtj (3.1). Randama, kad 11
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10 mM fosfatiniam buferiniam tirpalui pH 7 reiks 0,68 g NaOH. Skaiciuojant 85 % fosforo

rugsties sagnaudas, naudojamas tankis — 1,885 kg/I.

pH=pK +log,, (&) (3.1)

Cia: pKa — Fosforo riigsties disociacijos konstantos neigiamas desimtainis logaritmas — 7,2, o — disociacijos laipsnis.

Lentelé. 3.10. Buferiniy tirpaly sgnaudy materialinis balansas vienam gamybiniam taktui.

Sgnaudos vienas taktui
. 85 %
Tirpalas Stadija ;I'ﬁlrrizallo fosforo :2' a0H, I':l acl,
’ rugstis, 1 g g
Nuosédy po i§sodinimo
Suspendavimas | amonio sulfatu 12172,69 | 5,38 8,28 0,00
suspendavimas
Filtravimas Nuosédy atplovimas 6982,25 | 3,09 4,75 0,00
Baltyminio tirpalo 3142012 | 1388 | 21,37 | 0,00
L . skiedimas diafiltruojant
Diafiltravimas Membranos atplovimas
buferiniu tir aFu 4467,96 | 1,97 3,04 0,00
7 pH 10 mM palu
FOSfa'[_In_IS Chrome_ttqgraﬁnes kolonos 288880 | 1.28 1,96 0,00
buferinis | chromatografija lygsvarinimas _
Chromgtograﬁnes kolonos 2883.80 | 1.28 1,96 0,00
Atplovimas
Baltyminio tirpalo 712426 | 3,15 484 | 0,00
Produkto skiedimas diafiltruojant
diafiltravimas - —
Atplovimas buferiniu 827,88 | 0,37 056 | 0,00
tirpalu po plovimo Sarmu
7 pH 10 mM
Fosfatinis
buferinis ch fit Desorbcija 2888,80 | 1,28 1,96 50,65
tirpalas su 0,3 romatogratija
M NaCl
Regeneravimas 2311,04 | 0,00 92,44 | 0,00
1 M NaOH Diafiltravimas | Membranos atplovimas 4467,96 | 0,00 178,72 | 0,00
tirpalas
Produkto 1y 1o branos atplovimas | 827,88 | 0,00 33,12 | 0,00
Diafiltravimas
I3 viso 79268,43 | 31,66 353,00 | 50,65

54



4. GRAFINE DALIS

4.1. Technologiné schema su materialiniu balansu

85% Fosforo

riigitis

Sausas NaOTT

3041 46,76 kg, 1281 196kg  304.28kg
Kurdiy mariose
surinkta Sausas Amonio 2 .65 kg

Aphanizomeonon sulfatas SauniiNAGI At

los - aguae kultora
2888,80
16.75 Umin
e, 5

32t 231 m® 0,83
9,75 kg/min 83,73 Umin 27.6 Vmin
3 . 5.76 m’
X 12,17 m® 198 oy 3589 447 16747 Liin e
11,82 m 38,27 Iimin 21.96 Vmin  148.9 Vmin 148.9 Imin 27,6 Vmin
37,17 Vmin
y A
9,95 m*
. aman S " . e i g 1.02md
Suardyty Lysteliy g Tssedusiy baltymy Filtravimas Diafiltravimas Anijony mainy |1 e T
centrifugavimas [37 30 1A z]“az“’"" it centrifugavimas 938 Um*val  [i3orvmin | 1182Vm3val chromatografija Diagirayimas Hlofinayimay
1,87 m* Nuosédos 9.89 m* Supernatantas I I 138,40 m® 2182w’ 7,95 m’ 4478 ke
5,88 Imin 34,10 Vmin 698 m® 145.9 Vmin 27,6 Umin
A\ 4
Produktas

[Frevengs Trjkalv:
I o

e
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4.2. Aparatiriné schema

Projektuojamoje dalyje naudojama jranga

Zyméjimas brézinyje Iranga Gamintojas
2S-1, 25-2, 2S5-3, 2 srauto keliy maisyklé -
35-1 3 srauto keliy maisyklé -
3 ; >
AK-1 58 m talpykla Iasteliy nuolauzy |
nuosédoms
2150 m®  talpos  maiSomas
BFAR-1 rezervuaras 7 pH 10 mM |-
fosfatiniam buferiniam tirpalui
90 m?® talpos rezervuaras 7 pH 10
BFBR mM fosfatiniam buferiniam tirpalui | -
su 0,3 M NaCl
BR-1 55 m® talpos rezervuaras Biomasei | -
2 - . . . .
BRE-1 2_,809 m* ploto biigninis rotorinis ANDRITZ
filtras
CK-1, CK-2, CK-3, CK-4 2 m skersmens cjlromatograﬁne VERDOT
kolona — ,,InPlace™
DC-1, DC-2, DC-3, DC-4, DC-5 | Diskiné centrifuga =, Merco CH-38 | g, | o
GOF Separator
Diafiltravimo sistema su
DF-1 756 m?ploto membrana NOVASEP
DE-2 Produl;to diafiltravimo sistema su | \ 5\, asgp
179 m“ploto membrana
3 — n
DPR-1 1,2 m’ talpos rezervuaras dializuotui |
tarpiniam produktui
3 0
FRR-1 20 m EaIP?.S. rezervuaras 85 % |
fosforo riig§ciai
IScentrinis siurblys — ,,K 100/160A .
IP-15 6000 min® City pumps
IScentrinis siurblys — ,NMD NM
P13 40/16A-60/C 700 Umin* Calpeda
IScentrinis siurblys — ,,AM 50-
IP-1 125CE 450 l/min® Calpeda
IScentrinis siurblys — ,NMD NM
IP-11 25/160AE-60° 200 I/min* Calpeda
IScentrinis  siurblys - | NM
IP-18 25/160BE-60 160 I/min® Calpeda
IScentrinis siurblys — ,,NM 32/16B-
IP-19 60/A 280 /min* Calpeda
IP-2, IP-16 Iscepinms siurblys — ,,C 16/1E 40 Calpeda
I/min
IP-3, IP-4, IP-10, IP-12, IP-17 hcentrinis siurblys =, 39330 P423 | jaBscO
IScentrinis siurblys — ,,UNISTAR
IP-5, IP-6, IP-7 2000 — A 15 1/min® ZUWA
IScentrinis  siurblys — ,,NMD
IP-8, IP-9 20/110B-60/A 60 /min* Calpeda
3 : ~
IR-1, IR-2 13 m° talpos reaktorius su maisykle i

1Ssodinimui amonio sulfatu
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Zyméjimas brézinyje Jranga Gamintojas
155 m® talpos rezervuaras su
NSR-1, NSR-2 maiSykle  baltymy  nuosédoms | -
itirpinti
PL-1 Liofilizatorius -
PP-1, PP-2, PP-3, PP-4, PP-5, PP-6, | Peristaltinis siurblys — ,,B/T Pump - Masterflex
PP-7, PP-8 Variable-Speed 42 1/min*
Peristaltinis siurblys — ,,ECOLINE
PP-10 VC-MS/CA4-12 150 ml/min* Ismatec
PP-9 Peristaltinis siurblys — ,,N6-3L 3,6 | BAODING SHENCHEN
1/min“ PRECISION PUMP
1,2 m? talpos rezervuaras tarpiniam
PR-1 ) -
produktui
2 m?® talpos rezervuaras su maiSykle
RM-1 L . -
suardytai biomasei
3
SAK-1 1640 m® rezervuaras skystoms | _
atliekoms
3
SAK-2 950 m* rezervuaras skystoms |
atliekoms
237 m? talpos maiSomas rezervuaras
SHR-1 . . . -
1 M natrio $armo tirpalui
Sraigtinis ~ konvejeris ~ sausam
SK-1 : . . -
amonio sulfatui transportuoti
SK-2 Sraigtinis ~ konvejeris  baltymy |

nuosédoms transportuoti

SK-3, SK-4, SK-5

Sraigtinis konvejeris sausam natrio
Sarmui transportuoti

Sraigtinis konvejeris natrio
SK-6 A ; -
chloridui transportuoti
SK-7. SK-8 Sl‘algtlrJIS kOI’]VEjeI‘IS. lasteliy |
nuolauzoms transportuoti
SP2-1, SP2-2, SP2-3, SP2-4 2 srauto keliy daliklis -
SP3-1 3 srauto keliy daliklis -
SP4-1, SP4-2, SP4-3, SP4-4 4 srauto keliy daliklis -
Statorius rotorius ,DISPAX-
SR-1 REACTOR® Inline DRS 2000/10% | 'KA
ST-1 55 m? talpykla amonio sulfato |
druskai sandéliuoti
3 — .
ST-2 5 m tglpykla natrio  Sarmui |
sandéliuoti
3 - ——
ST-3 15 m° talpykla natrio chloridui |

sandéliuoti

V-1, V-2, V-3, V-4, V-5, V-6, V-7,
V-8, V-9, V-10, V-11, V-12

Elektrinis sklendés L1172 -
Stainless steel - EPDM gasket*

LAURISDSEN industri

VR-1

2500 m? rezervuaras vandeniui
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5. DARBUOTOJU SAUGA IR SVEIKATA

Projektuojamo proceso metu naudojama jranga: centrifugos, siurbliai, statorius — rotorius,
konvejeriai. Procese naudojamos cheminés medziagos — natrio Sarmas, fosforo riigstis, amonio
sulfatas, natrio chloridas. Pagal naudojama jranga, chemines medziagas, galime suskirstyti
atsirandancius kenkiancius profesinés rizikos veiksnius j fizinius ir cheminius.

Pagal Reglamentg (EB) Nr 1907/2006, natrio Sarmas ir fosforo ragstis yra medziagos
klasifikuojamos kaip sukelian¢ios pavojingg cheminj veiksnj (piktogramos, pavojingumo frazés,
atsargumo frazés pateikiamos zemiau). Pagal Reglamenta amonio sulfatas ir natrio chloridas
nereikalauja zyméjimo. Kad bity iSvengta nukentéjimy su aptartomis medziagomis, reagenty
talpyklos buty zymimos atitinkamomis etiketémis (piktogramomis). Tolimesné rizika bty
mazinama mazinant darbuotojy kontakto laikg su pavojingomis medziagomis, automatizuojant
tirpaly gamyba. Zmonés, kurie dirbty prie iy medziagy, privalétu nesioti apsauginius drabuZius,
avalyne. Naudojamas natrio $armas yra sausoje formoje, tai gali sukelti medziagos dulkéjimg, 0
fosforo riigstis garuoja, tod¢l darbuotojai turétu nesioti respiratorius, kad kenksminga medziaga
nepatekty j kvépavimo takus. Darbuotojai privalétu neSioti akinius, kad medziagos nepaklitity j

akis.

Fosforo rugstis
Piktograma(GHS05):

2

Pavojingos frazés

H290 — Gali ésdinti metalus. H314 — Smarkiai nudegina oda ir pazeidzia akis.

Atsargumo frazés — prevencinés

P280 — Muvéti apsaugines pirStines/dévéti apsauginius drabuzius/naudoti akiy apsaugos priemones/veido apsaugos
priemones.

Atsargumo frazés — atoveikis

P303+P361+P353 — patekus ant odos (arba plauky): nusivilkite visus uzter§tus drabuZius. Nuplaukite odg vandeniu/po
dusu.

P305+P351+P338 — patekus j akis: kelias minutes atsargiai plauti vandeniu. ISimti kontaktinius lgSius, jeigu jie yra ir
jeigu lengvai galima tai padaryti. Toliau plauti akis.

P310 - skambinti j apsinuodijimy kontrolés ir informacijos biurg/kreiptis i gydytoja.
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Natrio Sarmas

Piktograma(GHS05):

2

Pavojingos frazés

H290 — Gali ésdinti metalus. H314 — Smarkiai nudegina oda ir paZeidzia akis.

Atsargumo frazés — prevencinés

P280 — Muvéti apsaugines pirStines/dévéti apsauginius drabuzius/naudoti akiy apsaugos priemones/veido apsaugos
priemones.

Atsargumo frazés — atoveikis

P301+P330+P331 — prarijus: iSskalauti burng. Neskatinti vémimo.

P305+P351+P338 — patekus j akis: kelias minutes atsargiai plauti vandeniu. I$imti kontaktinius lgsius, jeigu jie yra ir
jeigu lengvai galima tai padaryti. Toliau plauti akis.

P310 — skambinti j apsinuodijimy kontrolés ir informacijos biura/kreiptis i gydytoja.

Pavojingi fiziniai veiksniai i aptartos jrangos gali pasireiksti: vibracijos, triuk§mo, sléginio
sprogimo formomis. Apsaugai nuo vibracijos, po problemine jranga, jrengiamos vibracija
sugeriancios grindys. Apsaugoti nuo triuk§mo darbuotojai biity apriipinami garso nepralaidziomis
ausinémis. Apsaugai nuo sprogimo (dél per didelio slégio), bty jmontuojami apsauginiai
voztuval, kurie pakilus slégiui iki pavojingos vertés automatiSkai suveikty. Darbuotojai biity

apmokomi, kaip naudotis aptarta jranga, kad nenutikty nelaimingy atsitikimy.
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10.

ISVADOS

Pagal biomasés mikroskopijos nuotraukas, pries ardymg ir po Kiekvienos ardymo trukmés,
galima teigti, kad statoriy — rotoriy galima naudoti §viezios biomasés ardymui.

Atlikus normalujj filtravima su tirpalu, gautu istirpinus amonio sulfatu i$sodintus baltymus,
buvo nustatyta, kad tiekiant tirpalg 0,6 l/val grei¢iu, nustatytas filtravimo greitis —
999,01 I/m?*val islaikant pastovy slégj iki 2 atm. Prafiltravus 125 ml sunaudojama 5,3 ml
ceolito.

Atlikus dialize su tirpalu, gautu iStirpinus amonio sulfatu i$sodintus baltymus, buvo
nustatyta, kad sumazinti 100 ml méginio savitajj elektrinj laidj iki 1 mS/cm, reikia VS — 50
dializés buferinio tirpalo, pakei¢iant buferinj tirpalg 2 kartus.

Su tirpalu, gautu iStirpinus amonio sulfatu iSsodintus baltymus, atlikus diafiltravimg buvo
nustatyta, kad vidutinis filtravimo greitis — 11,82 I/m**val. Kad 1 | méginio pasiekty
buferiniui tirpalui artima savitajj elektrinj laidj, reikia sunaudoti 2,75 I buferinio tirpalo.
I$analizavus fikocianino C stabilumo priklausomybés nuo pH rezultatus, buvo nustatyta, kad
tikslinis baltymas yra stabilus pH intervale nuo 3,5 iki 7,5.

Atlikus statinémis sglygomis fikocianino C imlumo priklausomybés nuo pH tyrimg (su
dviem sorbentais — anijonito Q — Sepharose XL ir katijonito SP — Sepharose XL), buvo
nustatyta, kad tikslinis baltymas sorbuojasi ant anijonito, kai pH yra auks¢iau 5,2. Tikslinis
baltymas ant katijonito sorbuojasi pH vertése mazesnése uz 5.

Atlikus chromatografija su dviem sorbentais — anijonitu Q — Sepharose XL ir katijonitu SP
— Sepharose XL, buvo nustatyta, kad desorbuojant mazamolekuliniu priesjoniu nuo
anijonito, vidutiniskai eliuuojasi 80,1 % sorbuoto tikslinio baltymo. Desorbuojant
mazamolekuliniu prie§joniu nuo katijonito, eliuuojasi 35 % sorbuoto tikslinio baltymo.
Desorbuojant kei¢iant pH nuo anijonito, eliuuojasi apie 36,7 % sorbuoto tikslinio baltymo,
katijonito — 37,02 %. Didziausia tikslinio baltymo iSeiga gaunama naudojant anijonita ir
atliekant desorbcija, didinant mazamolekuliniy prieSjoniy koncentracija. Mazinant
sorbcijos pH, gauname didesnj grynuma (sorbcijos pH — 6 grynumas — 2,84, pH — 7
grynumas — 2,58), bet zinant, kad dinaminémis sglygomis mazinant pH yra sorbuojama
maziau baltymo, didesnio mastelio chromatografijai pasirenkamas sorbcijos pH — 7.
Atlikus didesnio mastelio chromatografija, i§ 590 ml praleisto méginio, gauname 43 ml
37,6 mg/ml baltymy koncentracijos tirpalg su grynumu (As2onm/Azgonm) — 2,63.

Atlikus produkto liofilizavima i$ 1 ml produkto gaunama 44 mg milteliy.

Atlikus kapiliaring elektroforez¢ buvo nustatyta, kad fikocianino C subvienety molekulinés
masés — 16,6 ir 21 kDa.
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11.

12.

Atlikus molekuliniy siety chromatografija buvo nustatyta, kad fikociano C subvienety
molekulinés masés — 14 ir 21,4 kDa.

Atlikus gamybos projektavimg esant tikslui apdoroti metinj melsvabakterijy derliy i$
Lietuvos Kursiy mariy per puse mety, gauname, kad 7661 m® biomasei apdoroti reikeés atlikti
648 gamybinius taktus. Vieno takto trukmé 5,3 val., per kurias bus apdorojama 11,82 m?

biomasés ir gaunama 44,78 kg liofilizuoto produkto.
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Anijony mainy chromatograma kai sorbcijos pH 6
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Nr. 2

Anijony mainy chromatograma kai sorbcijos pH 7
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Nr. 3

Anijony mainy chromatograma desorbuojant sumazinus pH iki 4
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Nr. 4

Katijony mainy chromatograma desorbuojant skirtingomis salygom
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Nr.5

Katijony mainy chromatografija desorbuojant didinant pH
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Nr. 7
Pries ir po gryninimo densitogramos

Po gryninimo Prie$ gryninima

200+

6.5 15 28 46 63 [kDa]

72



1 - 1893- SISTEMOS TIKRINIMAS #1 [modified by Administrator]
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Molekuliniy siety chromatografijos standartiniai baltymai
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Nr.9

Pries ir po gryninimo densitogramos

Po gryninimo Prie§ gryninimag

350-

320+

300

AU s

N
A 3-25kDa - 13.054

8.8

g 8 \
T

8- Trphokznas - 17,903

\

IR
1-67 kDa - 11.939
min
1" 245mn\ i
\
\\
\

5 V,
E <
< < s £ £ f
© £ £ EE E
20 [ 3 £ = ~o /:E/ > /
N Eo8 mEE -
; & T & & &
o S R —> e e —}-—‘i\*/;\__‘_—____/\__//
20
50- min
T T T T T T T T T T T T T |
00 13 25 38 5.0 6.3 75 8.8 10.0 13 125 13.8 15.0 16.3 175 18.8 200 213 225 238 250 263 275 288 300

74



Nr. 10

Produkto analizés sertifikatas

Produkto pavadinimas — Fikocianinas C
Saltinis — melsvabakteré Aphanizomenon flos — aguae
ISvaizda — mélynos spalvos milteliai
Sudétis — 10 mM natrio fosfatinis buferinis tirpalas 7 pH 1 mM DTT; kiekis — 37,6 mg baltymy
viename buteliuke (Bradford‘o metodas)
Savybés — sugerties maksimumas 620 nm ilgio bangoje, fluorescencijos suzadinimas — 580nm,
emisija— 640 nm ilgio bangose
Grynumas — sugeréiy santykis (As2onm/Az2gonm) — 2,63,

produkto grynumas — 48,5% ( kapiliariné elektroforezé),

produkto grynumas — 59,44% (molekuliniy siety chromatografija)
Partijos numeris — 180505 1
Pagaminimo data — 2018 — 05 — 05
Stabilumas- stabilus pH intervale nuo 3,5 iki 7,5
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