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Santrauka

Alginatas yra polisacharidas, kuris pla¢iai naudojamas svarbiose pramongs srityse. Sis polimeras yra
iSskiriamas Azotobacter vinelandii bakterijy fermentacijos metu. Pramongje yra sunaudojami dideli
alginato kiekiai, taigi siekiama padidinti polimero iSeigg i$ Siy bakterijy. Siekiant pagerinti alginato
gamyba yra optimizuojamos jo gamybos salygos, t.y. kei¢iami bakterijy mitybinés terpés pagrindiniai
maistiniy medziagy Saltiniai, jy koncentracijos, taip pat mineraliniy medziagy koncentracijos. Tyrimy
metu buvo kei¢iami anglies, azoto $altiniai, jy koncentracijos, taip pat tokiy drusky kaip MgSOs
koncentracijos. Siais poky¢iais buvo sickiama atrasti optimalias alginato gamybos salygas. Tyrimy
metu taip pat buvo vertinamas angliavandeniy kiekis gautame alginate ir nustatytas iSgauto alginato
antioksidacinis aktyvumas. Nustatyta, kad alginato gamyba optimizuojama, kai bakterijy mitybinéje
terpéje anglies Saltiniu pasirenkama maltozé (30 g/L), azoto Saltiniu mieliy ekstraktas (6 g/L), o
MgSO4 koncentracija lygi 3 %. Siuo atveju alginato iSeiga lygi 7,89 g/L. Taip pat alginato gamybos
optimizavimui buvo naudoti alternatyvis anglies Saltiniai — antrinés zaliavos. DidZiausia alginato
iSeiga gauta naudojant cukranendriy cukry (30 g/L) ir lygi 11,86 g/L. Gautas alginatas pasizyméjo
antioksidacinémis savybémis. DidZiausig antioksidacinj poveikj sukél¢ alginatas, kurio gamybai, kaip
azoto $altinis, buvo naudojamas peptonas i$ sojy, 0 maziausig angliavandeniy kiekj turéjo alginatas,
gautas 1§ bakterijy, kuriy mitybing¢je terpéje anglies Saltiniu naudota fruktozé.
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Summary

Alginate is a polysaccharide, widely used in important industrial areas. It is produced by the
fermentation of Azotobacter vinelandii bacteria. There are used big amounts of alginate in industry,
so it is necessary to increase the yield of this biopolymer. On purpose to improve production of
alginate, the conditions of it‘s production are optimized. The sources of nutrients and their
concentrations, also concentration of minerals in bacterial growth medium, are modified. In this
research, there were changed carbon and nitrogen sources, their concentrations and concentration of
mineral MgSOs4. By making these changes it was posible to obtain optimal conditions of alginate
production. There was also analyzed the content of carbohydrates in produced alginate and its
antioxidative effect. It was found that production of alginate is optimized, when as carbon source it
is used maltose (30 g/L), as nitrogen source — yeast extract (6 g/L) and MgSO4 concentration is 3 %.
In this case yield of alginate was 7.89 g/L. To obtain the maximum yield of alginate alternative carbon
sources were also used. Sugar cane sugar (30 g/L) gave the highest amount of alginate (11.86 g/L). It
was also obtained that alginate has the antioxidative effect. The highest antioxidative effect has
alginate obtained using soy peptone as nitrogen source and the minimum quantity of carbohydrates
has the alginate, which was obtained, when fructose was used as a carbon source.
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Santrumpy ir terminy sgarasas
Santrumpos:
DPPH — 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas;
EDTA — etilendiaminotetraacto rugstis;
GDL - D-gliukono-5-laktonas;
HPMC — hidroksipropilmetilceliulioze;
PHB - polihidroksibutiratas.
Terminai:

TCA ciklas — citrinos riigsties ciklas.



Ivadas

Alginatai yra grupé polisacharidy, kurie yra iSgaunami i$ rudyjy jiros dumbliy. Taip pat, kaip
riSamajg ekstralgsteling medziagg, juos gamina ir kai kurios bakterijy rasys. DaZniausiai
pasitaikangios bakterijy rasys, i$skirianéios alginata, yra P. aeruginosa ir A. vinelandii. Sios bakterijy
rasys alginatui gaminti naudoja labai panasius molekulinius mechanizmus. Taciau reikia paminéti,
kad jy isskirtas alginatas yra naudojamas skirtingiems tikslams, nes pasizymi skirtingomis savybémis.
Kai kurie P. aeruginosa kamienai gali isskirti didelj alginato kiekj, kuris yra naudojamas tankioms,
gerai struktirizuotoms biopléveléms gaminti. Azotobacter gamina stipresnj alginata (su didele G
bloky koncentracija), kuris lieka glaudZziai susijes su Igstelémis ir sudaro dehidratacijai atsparius
darinius (cistas) [1].

IStyrus unikalias alginaty biochemines ir biofizikines savybes, atsirado daugybé naujy galimybiy
panaudoti juos maisto pramonéje. Pladiausiai alginatai maisto pramonéje yra naudojami kaip
standikliai, emulsikliai ir stabilizavimo agentai [1]. Taip pat alginatas naudojamas daugybéje
biomedicinos ir inzinerijos sri¢iy. Alginatai pla¢iai panaudojami dél tokiy savybiy kaip biologinis
suderinamumas ir sugebéjimas lengvai sudaryti gelius. Hidrogeliai, i kuriy sudétj jeina alginatai, yra
ypa¢ naudojami Zaizdoms gydyti, vaistams gaminti ir audiniy inZinerijoje. Sie hidrogeliai yra
strukturiskai panasis j ekstralgstelines audiniy matricas ir gali biti modifikuojami, siekiant reikiamy
rezultaty [2].

Siomis dienomis jvairiis alginato dariniai yra laikomi kaip patys vertingiausi ir labiausiai biologiskai
suderinami polimerai, kurie taip pat naudojami fermentams imobilizuoti, onkologinéms ligoms
gydyti, skrandzio refliukso prevencijai ir terapiniam lasteliy jsiskverbimui [3]. Svarbi fiziologiné
alginato savybé yra ir visiSkas arba dalinis jo tirpumas vandenyje bei organinuose tirpikliuose.
Alginatai gali reaguoti su dviem antrinémis -OH grupémis, pozicijose C-2 ir C-3 arba viena -COOH
grupe C-6 pozicijoje. Taip pat alginatas pasizymi netoksiskumu [4].

Kiekvienais metais pagaminamo alginato kiekis yra apie 30 000 tony. Sio biopolimero igavimo
Saltiniai yra apibréziami kaip neriboti [5]. Dél tokio didelio alginato sunaudojimo kiekio, jo
biosuderinamumo ir palankiy fiziologiniy savybiy tampa aktualu optimizuoti polimero gamybag
atrandant ir taikant optimalias gamybos salygas.

Darbo tikslas — optimizuoti polisacharido alginato gamyba i§ Azotobacter vinelandii bakterijy.
Darbo uzdaviniai:

1. jvertinti alginato gamyba, pasirenkant skirtingus anglies Saltinius Azotobacter vinelandii bakterijy
mitybingje terpéje;

2. istirti alginato gamyba, pasirenkant skirtingus azoto Saltinius Azotobacter vinelandii bakterijy
mitybingje terpéje;

3. atlikti alginato gamybos procesa, pasirenkant skirtingas NaHPOs ir MgSOs drusky

koncentracijas Azotobacter vinelandii bakterijy mitybingje terpéje;

alginto gamybai panaudoti antrines zaliavas ir jvertintinti jy koncentracijos jtaka;

nustatyti angliavandeniy kiekj gautame alginate;

nustatyti pagaminto alginato antioksidacinj aktyvuma;

pateikti rekomendacijas, susijusias su optimaliomis biopolimero alginato gamybos sglygomis.

No ab



1. Literatiros apZvalga
1.1. Biopolimeras alginatas

Alginatas yra nattralus polisacharidas, kuris iSgaunamas 1§ dumbliy ir bakterijy, priklausanciy
Pseudomonas ir Azotobacter rasims. Dél unikaliy fizikocheminiy savybiy, alginatai yra placiai
panaudojami jvairiose pramonés srityse: maisto, zemés tikio, kosmetikos, farmacijos ir biomedicinos.
Per pastaruosius du deSimtmecius alginatai buvo pradéti naudoti pazangiose biomedicinos ir
farmacijos srityse. Jie tapo labai paklaustis dél jy biologinio suderinamumo ir netoksiskumo bei
universalumo, kuris pastebétas vykdant jy pakeitimus. Iki siol, kaip komerciniai produktai jvairiais
tikslais, buvo naudojami tik alginatai iSgauti i§ dumbliy, o alginaty, kuriy Saltinis yra bakterijos,
panaudojimas buvo mazai taikomas. Svarbu tai, kad alginatai, gauti i§ dumbliy ir bakterijy, labai
skiriasi vieni nuo kity savo sudétimi, modifikacijomis, molekuline mase, viskoelastinémis savybémis
ir polidispersiSkumu. Alginatai, gauti bakterijy biosintezés metu, gali atitikti reikalavimus, esancius
Siuolaikinése farmacijos ir biomedicinos inZinerijy srityse [6].

Komercinis alginatas yra dazniausiai i$skiriamas i§ $iy rudyjy dumbliy: Laminaria hyperborea,
Laminaria digitata, Laminaria japonica, Ascophyllum nodosum, ir Macrocystis pyrifera [7].
Alginatai i$skiriami naudojant vandeninius $army tirpalus, pavyzdziui, NaOH [8]. Gautas ekstraktas
yra filtruojamas siekiant nusodinti alginata. Gauta alginato druska gali bati veréiama j rugst]
skiedziant nuosédas druskos riugstimi. Po tolimesnio iSvalymo ir perdirbimo gaunami vandenyje
tirpts natrio alginato milteliai [9]. IS viso i$skirto sauso alginato sudétyje pagal mase¢ yra 22—-30 % A.
nodosum ir 25-44 % L. digitata rasies dumbliy [10]. Alginato biosintezés, kurig atlicka bakterijos,
metu galima gauti produkta, kurio cheminé¢ strukttira ir fizikinés savybés yra labiau apibréztos negu
tada, kai produktas gaunamas i$ juros dumbliy. Alginato sintezg¢ atlicka Azotobacter ir Pseudomonas
bakterijos. Alginato biosintezé yra skirstoma j keturis etapus:

pirminio substrato sinteze;

polimerizacija ir i§skyrimas i§ citoplazminés membranos;
periplazminis perdavimas ir modifikacija;

isskyrimas per iSoring membrang [11].

M

Yra pasiekta didelé pazanga atliekant alginaty sintezés i§ bakterijy tyrimus. Taikant biosintezés
modifikacijas atrasti buidai leidziantys gaminti alginatus pasizyminéius individualiomis savybémis,
kurios leidZia placiai taikyti juos biomedicinoje [2].

1.2. Alginato struktira ir fizikocheminés savybés

Alginatas yra neSakotas polisacharidas. Alginato struktiira susideda i§ dviejy urono rugsties likuciy,
jskaitant 3-D-manurono ragstj (M) ir jos C5 epimerg a-L-gulurono ragstj (G), kurie yra sujungti 1,4-
glikozidiniais rySiais. Gamtoje daZniausiai randamas alginatas, kurio struktiira yra heteropolimering,
t. y. ji sudaro abiejy M ir G likuciy derinys [12].

Polimeringje strukttiroje esantys M ir G likuciai lemia skirtumus tarp alginaty. Alginaty struktiirg gali
sudaryti skirtingas skaicius, nevienody ilgiy M, G arba MG bloky. Alginaty sudétis ir molekuliné
masé gali labai skirtis, priklausomai nuo to, i§ kur alginatas buvo iSgaunamas, taip pat nuo jo
produkcijos salygy. Alginatai, gauti i§ dumbliy, dazniausiai sudaryti i§ G bloky, o alginatai, iSskirti
i$ P. aeruginosadoes bakterijy, G bloky sudétyje neturi. Kitas svarbus strukttiros modifikavimas yra
alginato acetilinimas O-2 ir/arba O-3 pozicijose, kurios yra randamos tik i§ bakterijy iSgautame

9



alginate. IS dumbliy iSgautas alginatas taip pat gali biiti acetilinamas naudojant cheminius metodus

[3].

Polimery sudétis apibrézia jy fizikochemines savybes. Alginaty vidinis elastingumas priklauso nuo
bloky sudarymo daznio. Alginaty elastingumas mazéja tokia tvarka: MG blokas > MM blokas > GG
blokas. Svarbiausios alginato savybés yra susijusios su jo gebéjimu efektyviai ir selektyviai suristi
dvivalencius katijonus. Nuo to priklauso hidrogelio ir polimerinio pluosto formavimasis. Nustatyta,
kad alginaty giminingumas skirtingiems dvivalentiniams jonams didéja tokia tvarka:
Mg?*<<Mn?*<Ca?*<Sr?*<Ba?*<Cu?*<Pb?*. Stiprumo, stabilumo, mechaniniy hidrogelio savybiy ir
matmeny skirtumus nulemia sgveikaujancio katijono tipas, G bloky kiekis ir jy kintamumas polimere

13].

Yra gerai zinoma, kad alginato sudétis, M/G bloky santykis ir jy acetilinimas bei molekuliné masé
lemia jo reologines savybes [13]. Bakterijy i$skirto alginato savybes lemia jame esancios O-acetilo
grupés. Jos gali pakeisti Sias alginaty savybes: polimero konformacijg, grandinés iSsiplétima, tirpuma,
vandens talpa, viskoelastingumg ir molekuling mase. Acetilintas alginatas absorbuoja daugiau
vandens dél geresnés grandziy sgveikos su vandens molekulémis. Tai lemia grandinés iSsiplétimg ir
geresnj tirpuma [12].

IS bakterijy iSskirtas alginatas yra labai acetilintas, o i$ juros dumbliy i$skirto alginato acetilinimas
yra lygus 0. M/G bloky santykis bakteriologiniame alginate yra kiek didesnis, kai alginatas yra
i8skirtas i§ Azotobacter vinelandii bakterijy. Geliy sudarymo savybéms yra svarbiis G bloky vienetai,
kurie saveikauja su divalenéiais jonais (Ca?"). Sie jonai naudojami sudaryti matricoms, kurios
reikalingos geliy, pléveliy ir mikrodaleliy formavimui. Alginatas iSgautas i§ Azotobacter vinelandii
yra sudarytas i§ G bloky ir formuoja stiprius gelius, kai naudojami Ca?* jonai. Siy alginaty tirpaly
klampa yra didesné nei ty, kuriuose yra maZiau G bloky. MaZiau G bloky turintys alginatai sudaro
lankséius gelius kartu su Ca?" jonais ir jy tirpaly klampa yra maZesné. Tokius alginatus gamina
Pseudomonas spp. Alginatiniy geliy stiprumas priklauso ne tik nuo M/G bloky santykio, bet ir nuo G
subvienety pasikartojimo daznumo [13].

1.1 lentelé. Alginato cheminé sudétis ir struktiira

Alginato Saltinis Bloky pasikartojimas Santykis M/G Acetilinimas,
Fwm Fe Fee v

A. vinelandii 0,44-0,92 0,08-0,56 0,03-0,37 0,79-5,66 11-30

Pseudomonas spp. 0,60-0,84 0,16-0,37 0 1,50-5,25 4-57

M. pyrifera 0,59-0,62 0,38-0,41 0,16-0,24 1,44-1,63 0

Iki tada, kai mokslininkai Fischeris ir Dorfelis atrado ir istyré 1-guluronata, d-manuronatas buvo
laikomas pagrindiniu alginato komponentu. Vykdant dalinj nusodinimg naudojant magnio ir kalcio
druskas, buvo jrodyta, kad alginatas i8 tiesy yra blokinis kopolimeras ir, kad guluronato ir manuronato
santykis alginate keiCiasi priklauso nuo nattiralaus $altinio, i$ kurio buvo iSgautas alginatas [14].
Alginatai, gauti i§ skirtingy Saltiniy skiriasi, M ir G bloky turiniu, taip pat kiekvieno bloko ilgiu.
Atsizvelgiant | Siuos skirtumus jau yra pagaminta daugiau nei 200 skirtingy alginato rasiy [15].
Kopolimero sekos sudétis (t. y. M/G santykis sekoje), taip pat G-bloko ilgis ir molekuliné masé yra
kritiniai faktoriai, kurie veikia fizikines alginato savybes ir jo sudaromy hidrogeliy savybes [16].
Mechaninés alginato geliy savybés yra tuo stipresnés, kuo ilgesni G-blokai ir didesné molekuliné
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maseé. Svarbu paminéti, kad nuo to, i§ kokio Saltinio yra iSgaunamas alginatas, priklauso jo cheminé

struktara [17].
/Ef \5\ /R \5\0.---
Soo coo

‘00C  OH ‘00C  OH
=0 - HO =5
HO o o HO O~ad
H
- ‘00C -
-ooc_ HO o

00C_ HO o
HO
coo

1.1 pav. Cheminés G-bloko, M-bloko ir kintamojo bloko struktiiros
1.3. Alginato molekuliné masé ir tirpumas

Komercinio natrio alginato molekuliné masé siekia nuo 32 000 iki 400 000 g/mol. Alginato tirpaly
klampa didé¢ja, kai terpés pH mazéja. Esant pH vertei nuo 3 iki 3,5 tirply klampa pasiekia maksimuma.
Tuomet pagrindingje grandingje karboksilinés alginato grupés prisijungia protong ir formuoja
vandenilinius rySius. Alginato molekulinés masés didéjimas pagerina fizikines alginaty sudaromy
geliy savybes. Taciau, alginaty tirpalai, kurie yra pagaminti i§ didelés molekulinés masés polimero,
pasizymi labai didele klampa, o tai daZnai yra nepageidautinas reiskinys gamyboje. Pavyzdziui,
baltymai arba Igstelés, kurios yra sumaisytos su didelés klampos alginato tirpalu, gali bti pazeidziami
dél didelés slyties jégos, naudojamos tirpalui maisyti ir injekcijai j kiing atlikti. Elastinis gelio modulis
gali daug padidéti, kai tirpalo klampa didéja minimaliai. Tai pasiekiama naudojant polimery
kombinacijg i§ mazos ir didelés molekulinés masés alginaty [2].

Atliekant jvairius tyrimus buvo bandyta nustatyti kulttiros augimo salygas, kurias reikéty naudoti
laboratoriniame fermentatoriuje, sieckiant pagaminti alginatg, pasiZymintj panasia molekuline mase
skirtingose gamybos skalése. Gauti rezultatai parodo, kad maisant kolbas galima i§gauti alginatg su
didesne molekuline mase (nuo 1750 iki 1980 kDa) ir gauti didesn¢ jo koncentracija (nuo 4,3 iki 5,5
g/L). Yra nustatyta, kad atliekant alginato produkcija i§ A. vinelandii polimero molekuliné masé
priklauso nuo kultiros amziaus. Mokslininkas Trujillo-Roldanis ir kt. nustaté, kad alginato
molekuliné masé gali siekti nuo 900 iki 1250 kDa. Sis molekulinés masés intervalas susidaro, nes A.
vinelandii genomas koduoja Sesis fermentus, kurie pasizymi alginato liazés aktyvumu. Pagrindiné
problema, kuri egzistuoja alginato gamybos i§ bakterijy metu pramoniniu lygiu, yra pastovios
alginato molekulinés masés iSlaikymas bakterijy augimo metu. Alternatyva, leidZianti iSspresti Sig
problema, galéty biiti alginato gamyba naudojant nenutrikstamg gamybos procesg. Nuolatinis
kultivavimas, vykstantis pastovioje biisenoje, yra geriausias biidas leidziantis valdyti augimo greit;.
Tai leidzia pasiekti fiziologing bukle, kuri yra islaikoma pastovi viso kultivavimo metu. Be to,
vykdant nenutriikstama gamybos procesa yra gaunamas pastovios sudeéties ir charakteristiky
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produktas, kai tuo tarpu vykdant periodinj ar periodin} su pamaitinimy procesg kiekviena alginato
gamybos partija gali skirtis produkto kokybe. Tyréjas Sabras ir kt. nustaté, kad yra jmanoma padidinti
alginato molekuling mase, esant pastovioms salygoms, nuo 400 iki 800 kDa keiciant iStirpusio
deguonies kiekj (nuo 1 iki 10 %). Diaz — Barreras ir kt. bandé padidinti alginato molekuling mas¢ nuo
800 iki 2500 kDa didinant sacharozés koncentracija pamaitinimo tirpale nuo 5 iki 20 g/L. Visais $iais
atvejais molekuliné alginato masé¢ nepasikeité esant pastovioms bisenos salygoms. Naudojant
nepertraukiamg procesg yra pasiekiamas didesnis specifinis alginato gamybos greitis (0,233 g/h)
lyginant su periodiniu rezimu, kurio metu §is greitis lygus 0,070 g/h [13].

1.4. Alginato biosintezé

Alginato biosintezé prasideda, kai anglies $altinis yra oksiduojamas j acetilo kofermenta A. Sis
fermentas jeina ] TCA ciklg, kuriame yra paver¢iamas j fruktozés-6-fosfatg per gliukoneogeneze.
Fruktozés-6-fosfatas pereina daug biosintezes transformacijy, kuriy metu jis yra paverciamas ] GDF-
manurono rigstj. Si rigstis yra alginato sintezés pirmtakas. Bendrai alginato biosinteze galima
skirtyti j 4 etapus: (1) pirmtako GDP-manurono riigSties biosinteze, (2) citoplazminés membranos
poveikis ir polimerizacija, (3) periplazminés membranos perkélimas ir modifikacija bei (4) produkto
i§skyrimas per iSoring membrang. Po polimerizacijos vykdoma alginato modifikacija ir tai atliekama
3 etape. Siame etape polimanurono riigstis yra acetilinama O-2 ir/arba O-3 pozicijose, dalyvaujant
transacetilazéms. Epimerizacija yra atlickama naudojant epimeraziy fermentus. Sio proceso metu kai
kurie neacetilinti M bloky likuciai yra paver¢iami j G bloky likucius. Alginatas yra i$skiriamas i$
lasteliy per transmembrany poras. Reguliacinis alginato produkcijos mechanizmas yra identiSkas tiek
alginato produkcijoje i§ bakterijy, tiek i§ dumbliy. Nors alginato i§skyrimas i§ bakterijy ir i§ dumbliy
yra beveik vienodas, iSgauto produkto savybés yra skirtingos [24].

Aktyvuotojo pirmtako guanozino difosfato-manurono riig§ties susidarymas yra gerai Zinomas
procesas. Jo sintezé prasideda Sesiy anglies substraty patekimu j Entner-Doudoroff kelia, kur susidaro
piruvatas, kuris yra sujungtas per trikarboksiriigSties tinklg. Véliau oksaloacetatas per
gliukoneogenaze yra paverciamas fruktozés-6-fosfatu. Trys gerai zinomi fermentai — AlgA, AlgC ir
AlgD katalizuoja kitus keturis biosintezés etapus, kuriy metu fruktozés-6-fosfatas yra verciamas j
GDF manurono riigstj. Pirmiausia, fruktozés-6-fosfato virtimas manozés-6-fosfatu, katalizuojamas
bifunkcinio baltymo AlgA fosfomanozés izomeraze. Toliau AlgC (fosfomanozés mutazé) pavercia
manozés-6-fosfatg | manozés-1-fosfatg. Kitas zingsnis — pavertimas j GDF manozg, kuri yra
katalizuojama GDF-manozés piro fosforilaze i§ AlgA. Sis ,,AlgA“ fermento katalizuojamas Zingsnis
palankiai veikia atvirksting reakcija, taciau vélesnis AlgD katalizuojamas zingsniS pakeicia reakcija
1 GDF-manozés gamyba. Paskutinis etapas yra katalizuojamas AlgD (GDF manozés dehidrogenaze)
ir yra negriztamas, dél to susidaro manurono riigstis, kuri yra pagrindinis substratas alginato
polimerizacijos mechanizme. Manoma, kad AlgD katalizuojamas oksidacijos etapas yra pagrindiné
greitj ribojanti reakcija alginaty sintezés procese. Nustatyta, kad AlgA yra bifunkcinis monomerinis
fermentas, kuris pasizymi fosfomanozés izomerazés ir GDF-manozés pirofosforilazés aktyvumais

[3].
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Anglies Saltinis
{} KDPG
PDH

Acetil kofermentas A
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Fruktozés - 6 - fosfatas
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Manozés - 6 - fosfatas

b

Manozés - 1 - fosfatas

§

GDF - manozé

b

GDF - manurono rugstis

b

Polimerizacija
Modifikacija
13skyrimas

&

Alginatas

1.2 pav. Alginato biosintezé i$ jiiros dumbliy arba bakterijy
1.5. Alginato Saltiniai
1.5.1. Alginatas i§ dumbliy

Iki $iol juros dumbliai buvo vienintelis ir pigus alginto $altinis. Dazniausiai, kaip iStekliai buvo
naudojami rudieji dumbliai i§ genciy Laminaria, Macrocystis, Ascophyllum, Ecklonia, Lessonia ir
Durvillaea. Kintama alginaty sudétis yra susijusi su jy natiiraliu biologiniu gamintoju (zr. 1.3 pav.).
Sezoninés ir augimo salygos, taip pat geografiné augimo padétis yra labai svarbas faktoriai nustatant
alginaty sudétj ir alginaty procentg skirtingose dumbliy dalyse. Jiros dumbliams, augantiems prie
pakrantés zony, sudétyje reikalingas alginatas, kuris suteikia didelj mechaninj standuma, lyginant su
srautiniuose vandenyse auganciais dumbliais, kuriy lankstumas yra didesnis [3].

Buvo analizuojama jvairiy, i§ dumbliy iSskirty, alginaty sudétis. Taip pat laboratorijos saglygomis
buvo atliktos alginato modifikacijos, siekiant i$plésti alginaty pramoninj panaudojima. Vienas i§
pirmyjy alginato biosintezés i$ rudyjy dumbliy analizés metodas parodé, kad dél polimerizacijos
lygiavertés biocheminés reakcijos gali egzistuoti ir ruduosiuose dumbliuose, ir bakterijose. Esminiali
skirtumai egzistuoja modifikacijos lygmenyje ir baltymy saveikos tinkle [3].
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Dumbliu rasis Fa Fae Foo Faene Fasenec (%)

Laminaria 049~ 0.37- 031- 026 0.11-~ -
hyperborea 0.63 0.51 0.52 0.32 0.19
Laminaria 0.35 0.65 0.18 048 0.17 -
japonica
Laminaria digitara 0.41-0.59 0.25 043 0.16 -
Ascophyllum 0.22 0.38 0.21
nodoswum
Macrocystis 0.20 037 021 -
pyrifera
Lessonia 0.22 040 0.19 —
nigrescens |
Durvillaea 0.32 0.68 0.16 0.51 0.17 —
Antarcrica
Balkteriju rasis
P. aeruginosa 0.3 0.7 - 0.40 0.30 28
P fluorescens 0.40 0.60 _ 0.2 04 12—
0.27- 0.65—- 0.30— 0.40 17.5
0.35 0.73 0.46
P. purida 0.22- 0.78~ - 0.56— 022~ 18—~
0.37 0.63 0.26 0.37 21
. mendocina 0.26 0.74 —_ 0.48 0.26 nd
A. vinelandii 0.25~ 0.75~ 0.07- nd nd nd
0.75 0.25 0.65
0.45— 0.55— 0.43— 0.52— 0.02—- nd

0.94 0.06 0.93 0.04 0.01
1.3 pav. Alginaty, isskirty i$ skirtingy $altiniy, sudétis [3]
1.5.2. Alginatas i$ bakteriju

Bakterijy rtsys, kurios priklauso Pseudomonas ir Azotobacter gentims, kaip ir skirtingy rasiy
dumbliai, gamina jvairius alginatus, kurie pasizymi skirtingomis savybémis. Alginatai atlieka
apsauging funkcijg, nes apsaugo juos gaminancias bakterijas nuo nepalankiy salygy. Patogeno P.
aeruginosa gaminamas alginatas sudaro ekstralgsteling polimering medziaga, i kurig yra jterpiami
lasteliy agregatai [18]. Azota fiksuojan¢ioms dirvozemio bakterijoms Azotobacter vinelandii
alginatas reikalingas kaip apsauginis komponentas infekciniuose procesuose. Taip pat jis yra
gaminamas kaip ekstralgstelinis polisacharidas vegetaciniu biidu, kai augancios lastelés prisitvirtina
prie pavir$iy. Iki Siol informacija apie alginaty biosintez¢ buvo gaunama remiantis bakterijy modeliu
organizme P. aeruginosa, kuriame alginato gamyba yra skiriamasis létinés infekcijos cistinés fibrozés
zenklas. Alginatai, kuriuos gamina bakterijos, yra skirtingai acetilinti. IS Azotobacter bakterijy
gautame alginate yra visy bloky struktiiry tipai, o Pseudomonas bakterijy alginate yra tik M ir MG
blokai, bet néra G bloky [3].

Azotobacter bakterijy gentis priklauso gama-proteobakterijoms. Tai — acrobinés, laisvai gyvenancios
heterotrofinés ir gram-neigiamos dirvozemio bakterijos. Sios bakterijos fiksuoja azota NIF genais.
Sis procesas yra zinomas zemés {ikio pramonéje ir gali skatinti augalus gaminti naudingus produktus,
tokius kaip vaistinés medziagos. Bakterijy riiSys Azotobacter vinelandii ir Azotobacter chroccoccum
gamina du biotechnologijos srityje svarbius polimerus: alginatg ir poli-p-hidroksibutirata, kuris yra
intralgstelinis poliesteris, priklausantis polihidroksialkanoaty Seimai. Buvo jrodyta, kad alginato
gamyba yra labai svarbus procesas, apsaugantis Azotobacter vinelandii nitrogenaze kulttroje, kurioje
yra ribotas fosfato drusky kiekis ir néra azoto. Azoto bakterijos skiriasi nuo kity alginatag gaminanciy
bakterijy, pavyzdziui Pseudomonas aeruginosa tuo, kad jos yra nepatogeniné bakterijy rasis.
Dirvozemis yra geriausia aplinka Azotobacter bakterijy rasims egzistuoti dél ten esan¢io organinio
fosfato drusky $altinio [22].

Azotobacter vinelandii yra stabiliausias acetilinto alginato S$altinis, kuris gamina biopolimera
jvairiomis in vivo ir in vitro sglygomis. Alginatas yra ne tik perteklinis metabolitas, bet ir atlicka
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apsauginio barjero funkcijg prie§ sunkiuosius metalus ir suteikia lgsteléms apsaugg pries nepalankias
aplinkos salygas. A. vinelandii yra auginamos diazotrofiskai, esant jvairioms deguonies
koncentracijoms. Bakterijos formuoja alginato kapsules, netgi esant aukStoms Slyties jégoms
fermentatoriuje. Be to, A. vinelandii bakterijy alginato kapsuliy formavimo pajégumas didéja,
didéjant istirpusio deguonies koncentracijai (pO2) [24].

1.6. Alginatiniai geliai

Alginato gelis yra nenutriikstantis biopolimerinis tinklas, isbrinkes vandenyje. Hidrogeliy tinklas yra
sujungtas nekovalentiniais ry$iais. Alginato geliy savybéms didele jtaka daro tokie faktoriai, kaip
alginato cheminé sudétis, molekuliné masé ir molekulinés masés pasiskirstymas polimere [5].

Kai natrio alginato tirpalas sureaguoja su kalcio ar kitais dvivalenciais katijonais, greitai pradeda
vykti stiprus ir negrjztamas alginato gelio formavimasis. Alginato geliy susidarymas yra ypatingas,
nes jis visai nepriklauso nuo naudojamos temperatiiros ir gauti geliai iSlieka stabiliis kaitinant.
Alginatiniai geliai, sujungti joniniais rysiais, yra paruosiami naudojant du skirtingus metodus:

1. difuzijos metodu;
2. zelatinizacijos metodu.

Sie du metodai skiriasi jungiamojo jono jvedimu. Difuzijos metodas issiskiria tuo, kad vyksta kalcio
(ar kito dvivalen¢io jono) difuzija i§ iSorinio rezervuaro j alginato tirpala. Sis metodas yra pladiai
taikomas ne tik maisto pramong¢je, bet ir tapo labai populiaria imobilizacijos technologija. Difuzijos
metodas yra labai greitas ir jj naudojant susidaro homogeniskas alginato granuliy pasiskirstymas
tirpale [5].

Vidinis zelatinizacijos metodas paremtas neaktyvios formos jungiamojo jono ir alginato tirpalo
mai$ymu. Naudojami kalcio jonai gali biiti gaunami i§ CaCO3 ar Ca?* ir EDTA komplekso. Taip pat
gali biiti naudojami citratai. Ca?* jonai gali biiti i§laisvinti sumaZinus terpés pH. Tai atliekama
pridedant organiniy rig&¢iy ar létai hidrolizuojant laktonus. Sis metodas leidzia atlikti létg ir lengvai
kontroliuojama geliy formavima ir beveik visada uZztikrina homogeniska alginato pasiskirtyma gelio
viduje. Naudojant sistema, kurioje alginatas yra sumaisytas su CaCOs ir GDL, gelio kinetika gali biiti
kontroliuojama keiciant praktinj kalcio karbonato kiekj. Taip pat, gauto gelio pH verté gali buti
lengvai nustatoma reguliuojant kalcio druskos ir GDL kiekiy santykj. Vidinés Zelatinizacijos metodu
gautas gelis yra stipresnis ir atsparesnis lyginant su difuzijos metodu gautu geliu [5].

1.7. Biologinis alginato suderinamumas

Alginato biologinis suderinamumas yra labai vertinamas in vivo ir in vitro procesuose, ta¢iau vis dar
yra diskutuojama dél alginato sudéties poveikio.Tyrimais nustatyta, kad iSgautas alginatas pasizymi
skirtingu grynumo lygiu. Pavyzdziui, atlikus tyrimus, nustatyta, kad alginatai, kuriy sudétyje yra
gausu M-bloky yra imunogeniniai ir turi apytiksliai 10 karty didesn¢ tikimybe gaminti citokinus,
lyginant su alginatais, kuriy sudétyje yra daugiau G-bloky. Taciau ne visais tyrimais buvo gauti
vienodi rezultatai ir kitais kartais pastebétas tik labai nedidelis imunogeninis poveikis, arba jo visai
neaptikta. Imunogeninj atsaka j injekcija ar implantg gali sukelti neSvarumai like¢ alginate. Kai
alginatas yra i§gaunamas i$ natiiraliy Saltiniy, jame gali buti gausu tokiy neSvarumy kaip sunkieji
metalai, endotoksinai, baltymai ir polifenoliniai junginiai. Labai svarbu, kad alginatas bity
gryninamas atliekant daugiastadijine valymo procediira. Si procediira turi biiti atliekama kol yra
pasiekiamas pakankamas alginato grynumas, uztikrinantis, kad implantui patekus j gyviino
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organizmg nejvyks reikSmingos svetimkiiniy reakcijos. Atlieckant bandymus su pelémis, t. V.
suleidziant gelj, kuris buvo gautas i§ komercinio, gerai iSvalyto alginato, po oda, nebuvo pastebéta
jokiy reik§mingy uzdegiminiy reakcijy [2].

1.8. Alginato panaudojimas

D¢l biologinio ir citologinio suderinamumo bei skaidumo, natiiralius hidrogelius formuojancios
medziagos yra naudojamos audiniy inZinerijoje, Kaip iSoriné ekstralasteliné matrica. Hidrogeliai,
gauti i§ natiiraliy medziagy, pasizymi panasia struktiira, kaip ir iSorin¢ ekstralgsteliné matrica i§
natiiraliy audiniy. Polimerin¢ §iy hidrogeliy struktiira yra panasi j biologiniy makromolekuliy
struktiirg, kurig sukiir¢ gamta. D¢l Sios struktiiros biomolekulés gali atlikti specifines funkcijas
zmogaus organizme [19]. Tarp populiariausiy hidrogeliy yra alginatas — anijoninis polimeras. Vis
didesnis démesys yra skiriamas jo panaudojimui audiniy inzinerijoje. Alginatas yra biologiskai
suderinamas, nenuodingas ir neimunogeninis. Kitos svarbios savybés, lemianc¢ios platy alginaty
panaudojimg audiniy inzinerijoje, yra maza jy kaina ir geras prieinamumas. Pagrindinis alginaty
privalumas yra tai, kad jie greitai sudaro gelius esant §velnioms pH ir temperatiiros salygoms. Sios
salygos yra tinkamos gyvoms Iasteléms ir jautrioms biomolekuléms, tokioms kaip baltymai ir
nukleoriig§tys. D¢l greitos joninés zelatinizacijos ir Svelniy Sio proceso salygy, alginatas yra placiai
naudojamas lasteliy, vaisty, fermenty ir biomolekuliy jkapsuliavimui, taip pat audiniy bioprodukty ar
organy tipo struktiiry gamybai. Alginatas yra pla¢iai naudojamas kaip hidrogelis tirti 1asteliy elgesi
3D sistemose. Alginatas yra naudojamas, nes isreiskia audiniy lankstuma, pasizymi viskoelastinémis
savybémis, panasiomis j gimtgsias audiniy savybes. Hidrogelio biisenoje alginatas sulaiko didelj
vandens kiekj. Yra sudaroma audinio tipo aplinka jterptosioms arba jkapsuliuotoms lgsteléms. Be to,
dél nattralaus hidrogelio porétumo, alginato matrica yra pusiau pralaidi. Tai suteikia galimybe
deguoniui, maistinéms medziagoms ir metabolitams patekti j lastele. Tuo paciu, pusiau laidi matrica
apsaugo jkapsuliuotg Igstele nuo toksiniy svetimkiniy [3].

1.2 lentelé. Alginato panaudojimas ir funkcijos

Panaudojimas Funkcijos

Maisto pramoné

Gérimai

Ledai Stabilizuoja, tirStina

Zeliniai gaminiai

Alkoholiniai gaminiai Ikapsuliuojamos mieliy lastelés

Farmacijos pramoné

Lasteliy kulturos ir transplantacija Ikapsuliavimas

Danty protezavimas Formavimas, liejimas

Tabletés Sulipina, stabilizuoja

Zaizdy perrigimas Absorbuoja, stabdo kraujavima

Kitos pramonés

Audiniai SuriSanti medziaga
Popierius Uzpildymo medziaga
Dazai Stabilizatorius
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1.8.1. Alginato panaudojimas medicininiams tikslams

Alginaty svarba sveikatos ir farmacijos pramonéje nuolat auga. Po pirmojo sékmingo lasteliy
jkapsuliavimo, alginato matricos tapo placiai naudojamos lasteliy kultiroms ir transplantacijai.
Mokslininkai toliau tyré hibridomy lasteliy panaudojima monokloniniy antikiiny gamyboje, vaisty
imobilizavime, kurie naudojami ilgalaikio veikimo sistemose. Alginatas taip pat buvo jtrauktas j
tableCiy, turin¢iy bioadheziniy savybiy, sudéti. Mazos molekulinés masés natrio alginato (10-100
kDa) vartojimas oraliniu biidu gali padéti hipercholesterolemijos ir cukrinio diabeto gydyme. Po
fiziologinio alginato gelé¢jimo cholesterolis ir gliukozé yra jkapsuliuojami skrandyje [20].

Dazniausiai, atliekant tyrimus su alginatais, bandoma suformuoti juos kaip matrica, kuri padéty
prailginti vaisto veikima. Tiriant vaistus, tokius kaip ibuprofenas, omeprazolis ir mefenamino rigstis,
buvo naudojamos ir kitos polimerinés pagalbinés medziagos, tokios kaip HPMC, laktozé ir
chitozanas. Sios polimerinés medziagos naudojamos siekiant pagerinti paruosty tablediy, j kuriy
matricos sudétj jeina alginatas, kokybe. Neutralios HPMC grupés neskatina jokios elektrostatinés
sgveikos su alginaty hidroksilo grupémis (-OH). HPMC grupés, dél jy ilgos molekulinés struktiiros,
pagerina sukibimg su alginatais. Taigi, HPMC taip pat galéty pakeisti ir optimizuoti natrio alginato
bioadhezines savybes, kurios leidzia natrio alginata naudoti kaip medziaga veiksmingoms vaskinéms
lipnioms tabletéms gaminti. Atlikus FT-IR tyrimus buvo daroma prielaida, kad mazesnés laktozés
molekulés galéty uzpildyti tarpus tarp polimeriniy alginaty grandiniy, sgveikauti ir deprotonizuoti
alginaty karboksilo grupes. Sis poveikis padidina atstumiamasias jégas ir daro jtaka alginaty
konformacijai. Taigi, laktoz¢é gali biiti naudojama, kaip medzaga palengvinanti veikliosios medziagos
iSlaisvinima i8 table¢iy, j kuriy matricg jeina alginatas. Geriamosios kontroliuojamo veikimo tabletés,
paruostos suspaudziant veikliaja medziagg ir sausg natrio alginato bei kalcio mi$inj, pasizyméjo
laipsnisku tirpumu ir progresuojanéiu Vvaisto iSlaisvinimu ] virSkinamojo trakto skystj.
Pliduriuojanciy ploksciy pavidalo alginato struktiiry susidarymas skrandyje gali mechaniskai slopinti
skrandzio refliuksa [20].

Alginatai gali buti gaunami jvairiose formose, pavyzdziui kaip kempinés, plévelés ar ekstrudatai
(audiniai ar tvarsCiai). Tai priklauso nuo skersiniy rySiy sudarymo. Dabartiniy tyrimy metu
stengiamasi suprasti alginatiniy preparaty privalumus zaizdy gydyme, bei pagerinti jy funkcijas Sioje
srityje. Viena i$ svarbiausiy savybiy, dél kuriy alginatas gali biiti naudojamas zaizdy gydymui, yra jo
mechaninis vientisumas. Tvarstis, | kurio sudétj jeina alginatas, turi iSlikti pakankamai stiprus jo
tikslinio naudojimo metu. Buvo istirta, kad alginaty sudétis, tai yra manurono ir galurono riigsciy
liku¢iy santykis, lemia susiformavusiy pluosty fizikines savybes. Taip pat buvo istirtas uronaty kiekio
poveikis alginato pluoSto mechaniniam stiprumui ir atsparumui. Mokslininkai istyré galimybe
pagerinti alginato pluostus panaudojant chitozana. Struktiiriniu pozitriu chitozanas yra katijoninio
pobiidZio polimeras. Jis sudaro stiprius joninius ry$ius su anijoninio pobiidzio alginatais. Taip pat
mazesnés hidrolizuoto chitozano molekulés galéty geriau jsiskverbti ; bazing alginato pluosto
struktiirg ir sustiprinti jo mechanines savybes [20]. Tyrimas parodé, kad hidrolizuoto chitozano
panaudojimas gali padidinti susidaranciy pluosty atsparuma tempimui. Taip pat atlikti tyrimai, kuriais
buvo nustatytas dvivalen¢iy Ca?*, Cu?* ir Zn?* jony poveikis, taip pat Na' poveikis alginato
mechaninéms savybéms, skersiniy rysiy susidarymo metu. Atlikus tyrima nustatyta, kad pridéjus Na*
padidéjo pléveliy atsparumas tempimo jégai, lyginant su tomis alginato plévelémis, kuriy skersiniams
ry$iams sudaryti buvo naudojamas Ca?". Ta¢iau buvo gautas priesingas rezultatas, lyginant pléveles,
kuriy gamybai buvo naudojami Cu?" ir Zn?" jonai. Taigi, kruopstus skersinius rysius sudaranéiy
katijony parinkimas yra svarbus siekiant uztikrinti, kad tvarsC¢iy, 1 kuriy sudét] jeina alginatas,
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funkcijos nebiity pazeistos [20]. Mokslininkai daug démesio skyré zaizdy priezitrai nuo
mikroorganizmy. Kadangi zaizdos, atsiradusios dél nudegimy yra puiki aplinka bakterijy augimui,
tyréjai bandé atrasti vaista, kuris skirtas gydyti antrines Zaizdy infekcijas. Sis vaistas buvo uzne$amas
ant alginato pluosto pavirSiaus. Tyrimai, atlikti naudojant sidabro sulfadiazina, kuriuo buvo
uzpildytos alginato kempinés. Naudojant §ias kempines, buvo pastebétas zaizdos gijimo poveikis.
Tyrimai buvo atlikti su Wistar ziurkémis. Visiska alginaty bioabsorbcija ir alerginiy reakcijy bei
atmetimo nebuvimas audiniuose parodo implantuoto alginato biologinj suderinamuma. Metalai, kurie
pasizymi antibakteriniu poveikiu taip pat buvo jtraukti j alginato tvarsCius arba panaudoti kartu su
kitais antibakteriniais agentais, siekiant pagerinti bendrg antibakterinj poveikj. Toliau buvo tiriamas
skersinius rysius sudaranciy katijony ir dazniausiai naudojamy antibakteriniy agenty suderinamumas.
Dvivalen¢iy katijony, tokiy kaip Cu®* ir Zn?*, antibakterinis aktyvumas kovoje su odos patogenais S.
aureus ir P. aeruginosa buvo didesnis nei Ca?* jony. Sie jonai taip pat buvo gerai suderinami su
iprastais antibakteriniais agentais. Pagrindiniai zaizdy gydymo pozymiai yra audiniy atstatymas ir
regeneravimas. Atsiradus audiniy inZinerijai, buvo jdéta daug pastangy, siekiant integruoti zaizdy
gijimo komponentus/lasteles j biologiniu suderinamumu pasizyminéius polimerus. Sio proceso
tikslas yra sukurti aplinkg, kurioje lastelés, reikalingos audiniy regeneravimui, galéty islikti
gyvybingos. Mokslininkai jtrauké hibridinius peptidus (pagamintus i§ laminino ir elastino) j
komerciskai prieinama tvarstinj pluosta. Tyrimy su gyviinais metu buvo atliktos audiniy epitelizacija
ir regeneracija. Bandymy su gyvinais rezultatai parodé, kad transplantacijos lastelés gali buti
tiekiamos alginato matricose audiniy ar gyvybiskai svarbiy organy atstatymui. Zmogaus hepatocitai,
patalpinti j alginato matricas, iSliko gyvybingi ir perspektyviai naudojami kepeny transplantacijai.
Alginato matrica gali buti modifikuojama paruo$imo proceso metu, siekiant sukurti geresne lgsteliy
tiekimo sistema. Pavyzdziui, poréta alginato kempiné, gauta naudojant Saldyma ir liofilizavima,
geriau islaiké fibroblasto kultiirg nei jprastos kolageno matricos. Paprastai skersinius rySius turintys
tirpalai ir lgstelés, sudétyje turincios alginato, gali biti atskirai jterpiami j dviguba Svirksto
aplikatoriy. Skersiniy ry$iy susidarymas ir gelio susidarymas vyksta vienu metu, kai turinys yra
ekstruduojamas per bendrg diafragmg. Palaipsnis alginato gelio matricos susidarymas geriau vyksta
zaizdos ertméje, todél toks panaudojimas yra lengvas ir ekonomiskas. In situ injekcinis alginato
hidrogelis yra potencialiai naudingas zaizdy tvars¢iy gamyboje. In vivo geléjimo technologija taip pat
naudinga kremzliy gydymui. Chondrocito-alginato suspensija buvo suleista tiesiai j suzeistg audinj.
Po to uzdengiama skersiniais rysiais sujungtu kalcio chloridu, kad zaizda biity uzsandarinta. Po $io
veikimo nebuvo pastebéta fibrozeé, 0 pagydytos kremzlés pasizyméjo geru struktiiriniu testinumu
[20].

1.8.2. Alginato taikymas osteoartrito gydyme

Osteoartritas — dazniausia pasaulyje sgnariy liga. Jos metu susidaro biklé, kai senstant sgnariy
kremzlés dyla, plonéja, todel sgnario judesiai tampa skausmingi, sudétingesni, sanarys gali patinti.
Be bendryjy oligosacharidy funkcijy, alginatas taip pat atlieka unikalias biologines funkcijas,
pavyzdziui apsaugo organizmo audinius ir makromolekules nuo atsiauriy aplinkos salygy. Alginatas
pasizymi tam tikru efektu, kovojant su osteoartritu. Buvo sukurtas osteoartrito gydymo modelis, kurio
budu priekinis sgnario raistis, atliekant intraartikuliaring injekcija, buvo veikiamas skirtingos
molekulinés masés alginatais (430 kDa, 1000 kDa ir 1,700 kDa). Rezultatai parodé, kad alginatas,
kurio masé 1000 kDa turi didziausig potencialg buiti panaudotas osteoartrito prevencijai ir gydymui.
Sis alginatas Zymiai su$velnina sanariy kremzliy degeneracija ir sumaZina saveikos trinties
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tyrimai, tokie kaip toksikologija, vaisty metabolizmas ir veikimo mechanizmas dar néra baigti atlikti.
[21].

1.8.3. Antioksidacinés alginato savybés

Antioksidantai sumaZina oksidacing Zala, kuria sukelia laisvieji radikalai. Siomis dienomis
mokslininkai stengiasi naudoti nattiralius antioksidantus, tokius kaip alginatai. Moksliniai tyrimai taip
pat parodo, kad alginatinis polimeras turi antioksidaciniy savybiy ir Sios savybés stipré¢ja, kai
polimeriné grandiné sutrumpéja iki oligosacharido. Antioksidantai yra placiai naudojami medicinoje
ir maisto pramongje.

Priklausomai nuo keletos faktoriy tokiy kaip dumbliy rasis, ekologiniai ir sezoniniai pokyciai beli
alginato bandiniy amzZius bei tipas, cheminé alginaty sudétis ir molekuliné masé gali Zymiai skirtis.
Kita vertus, alginato iSskyrimo ir apdirbimo salygos gali daryti didele jtaka izoliuoto alginato
struktiirai ir sandarai, o véliau ir jo praktinei naudai bei antioksidaciniam aktyvumui [23].

1.8.4. Antibiotikams atspariuy bakteriju veikimas, jkapsiliuojant ZnO nanodaleles i alginatg

Antibiotikams atspariy bakterijy buvimas vandenyje kelia didelj susirtipinimg visame pasaulyje, nes
jos sukelia neigiamg poveikj sveikatai. Nesenai antibiotikams atsparios bakterijos buvo aptiktos
daugelio Saliy geriamajame vandenyje [33]. Yra zinoma, kad Sios bakterijos sukelia sunkias ligas ir
yra atsakingos uz maziausiai 2 min. infekcijy ir 23 000 miréiy Kiekvienais metais Jungtinése
Valstijose [36]. Tradicinés dezinfekacijos technologijos, tokios kaip ultravioletiné spinduliuoté,
poveikis ozonu ar chloru §iuo metu yra naudojamos antibiotikams atspariy bakterijy inaktyvavimui
vandenyje [34]. Taciau Sie metodai néra labai veiksmingi, nes jiems reikalingos didelés preparato
dozés ir ilgas kontakto laikas. Taip pat yra pagaminami Salutiniai nepageidaujami produktai [36].

Buvo atlikti tyrimai, kuriy metu buvo tiriamas ZnO nano daleliy taikymas antibiotikams atspariy
bakterijy $alinimui. ZnO nano dalelés buvo jkapsuliuotos j alginato biopolimerinj tirpala. Sio proceso
metu buvo gautas sorbentas, kurio struktiira neleidzia nano daleléms issiplauti j valomajj vanden;j.
Taip pat juos galima panaudoti pakartotinai [36]. Bakterijy $alinimas nano dalelémis yra laikomas
santykinai efektyvesniu, labiau prieinamu (jei galima daleles naudoti pakartotinai) ir saugesniu
metodu, nes nesusidaro jokie nuodingi dezinfekavimo $alutiniai produktai, lyginant su dezinfekavimu
Iprastinémis dezinfekcijos priemonémis [35].

Tyrimy metu patvirtinta, kad $is metodas ekonomiskai naudingas, nes sorbentg galima panaudoti
pakartotinai nepertraukiamame vandenvalos procese. ZnO nano daleliy — alginato sorbento poveikis
buvo priklausomas nuo tokiy faktoriy: bakterijy koncentracijos, poveikio laiko, tirpalo pH,
dispergento ir sorbento kiekio. Biopolimeras alginatas, veikiantis kaip disperguojanti medziaga, taip
pat atlieka vaidmenj bakterijy inaktyvavimo procese. Disperguojanti medziaga gali sustiprinti
elektrostatin] atostiimj ir tokiu biidu uzkirsti kelig nano daleliy kaupimuisi, bei islaikyti didelj
pavirSiaus plota. Kaip jrodyta pakartotiniu sorbento panaudojimo tyrimu, net ir ypac didelj
susiriipinimg keliantys tersalai (P. aeruginosa) buvo nesunkiai paveikiami, nuolatinio proceso metu.
ZnO nano dalelés, jkapsuliuotos j alginata, yra perspektyvi antibakteriné medziaga, uztikrinanti, kad
aplinkai Zalg darancios nano dalelés nepatenkty j apdorojamg vandenj. Naudojant $ig antibakterine
medZiagg yra uztikrinama apsauga aplinkai ir visuomenés sveikatai [36].
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1.9. Ivairiy veiksniy jtaka alginato gamybos optimizavimui
1.9.1. Terpés komponenty (maistiniy medziagy) jtaka

Buvo atlikta daug bandymy siekiant atrasti geriausig terpe, kurioje Azotobacter rusies bakterijos
galéty gaminti alginatg jy fermentacijos proceso metu. Tiek naudingas, tick zalingas fiksuoto azoto
kiekio bakterijy augimo terpéje poveikis buvo kruopsciai istirtas. Terpéje susikaupes azotas gali riboti
alginato gamybg. Naudojant peptona augimo terpé¢je alginato produkcija gali padidéti 30 %. Deél Sio
reiskinio peptonas atlieka svarby vaidmenj mitybinéje bakterijy terpéje kaip azoto $altinis [24].

1.9.2. Fosfato drusky poveikis alginato produkcijai i§ bakterijy

Fosfato drusky poveikis alginato gamybai i§ Azotobacter vinelandii yra vertinamas dvejopai. Kai
kurie tyréjai fosfatg mitybingje terpéje laiko kaip buferinj agentg. Kita vertus, esant fosfato drusky
pertekliui, yra gaunama didesné alginato iSeiga. Derinant fosfato drusky kiekj ir lgsteliy kvépavimo
reikalavimus (kvépavimo koeficientas) galima reguliuoti alginato produkcijos iSeiga [24].

1.9.3. IStirpusio deguonies poveikis

IStirpes deguonis yra labai svarbus alginato produkcijos procese, kai bakterijy augimo terpéje yra
gausu azoto ir fosforo. Buvo istirtas alginato iSgavimas i§ Azotobacter, kai yra palaikoma pH reik§mé
7, temperatiira 35 °C, procesas periodinis, o i§tirpes deguonies kiekis nekontroliuojamas. Siomis
salygomis bakterijy augimo greitis buvo didelis, ta¢iau maksimali gauto alginato iSeiga maza.
Bakterijy augimo kinetika ir alginato produkcija, naudojant Azotobacter vinelandii ir gliukoze kaip
anglies S$altinj, taip pat buvo tirta, kai produkcijos terpéje buvo gausu azoto bei fosfato drusky.
Laboratoriniame fermentatoriuje pH verté buvo lygi 7, o temperattra 37 °C. Periodiniai fermentacijos
procesai buvo vykdomi nekontroliuojant istirpusio deguonies kiekio ir taip pat, kai iStirpusio
deguonies kiekis sieké 1, 2, 5 ir 10 %. Nors bakterijy augimas buvo greitesnis, kai i$tirpusio deguonies
terpéje buvo daugiau, taciau maksimali biomasés koncentracija buvo Zemesné. Kai iStirpusio
deguonies koncentracija sieké 10%, alginato nebuvo isskirta. Alginato produkcija vyko grei¢iau esant
deguonies koncentracijai 5 ir 2 %, taciau didesné alginato iSeiga buvo pasiekta, kai iStirpusio
deguonies koncentracija nebuvo kontroliuojama. Tokiu atveju buvo gautas polimeras su didziausia
molekuline mase, o specifinis bakterijy augimo greitis buvo apie 0,02-0,04 g/h. Amoniakinio azoto
likutiné koncentracija sieké nuo 0,01 iki 0,02 g/L, o proceso pabaigoje ypac sumazgjo. IStirpusio
deguonies koncentracija, labiausiai tinkanti alginato produkcijos procese yra 3-5%. Taip pat
nitrogenazés aktyvumo mazinimas padeda organizmui gaminti daugiau alginato [24].

1.9.4. MaisSymo poveikis alginato produkcijos terpéje

ISgaunamo alginato i§ Azotobacter sps iSeiga labai priklauso nuo jvairiy fermentatoriaus apsisukimy
per minute reikSmiy, kai pH reikSmés yra kontroliuojamos. DidZiausia pasiekta alginato produkcijos
iSeiga buvo 2 g/L, kai apsisukimy skai¢ius per minute sieké 500 — 600. Azotobacter vinelandii
mutantiné veislé NCIB 9068 pagamina 6,22 g/L alginato, kai apsisukimy skai€ius per minute siekia
170 ir terpés pH reik§mé nebuvo kontroliuojama [31]. Padidinus apsisukimy skai¢iy per minutg nuo
200 iki 400, bakterijy augimo greitis padidéjo nuo 0,165 iki 0,239 g/h. Alginato produkcija vyko
efektyviausiai, kai apsisukimy skaiGius per minute sieké 400. Siomis salygomis fermentacijos
pabaigoje buvo pasiekta didziausia alginato iSeiga — 4,51 g/L. MaiSymo greicio padidinimas, kartu su
kitais faktoriais, tokiais kaip aeracija ir fosfato drusky koncentracijos kontroliavimas terp¢je buvo
naudojamas daugelio autoriy, sieckiant optimizuoti alginato produkcija. [24].
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1.10. Skirtingy anglies Saltiniy jtaka alginato gamybos procese

Vienas pagrindiniy parametry, kuris lemia bakteriologinio alginato kaing yra produkcijos terpéje
naudojami anglies Saltiniai. Alginato iSgavimas i§ bakterijy buvo tiriamas daug mety, kaip anglies
Saltinius terpéje naudojant gliukozg arba sacharoze, dél to, kad Sie anglies Saltiniai yra paprastieji
cukris ir bakterijos gali lengvai juos pasisavinti. Atlieky srautas (paprastai maisto perdirbimo
nuoteky, kuriose yra jvairiy cukry, pavyzdziui, alaus nuotekos ar siirio iSriigos) arba pigesnis anglies
Saltinis gali biti alternatyva, siekiant sumazinti biopolimery gamybos sanaudas. Melasa — cukraus
gamybos Salutinis produktas gali bati naudojama, kaip pigesnis alternatyvus anglies $altinis. Melasoje
yra daugiausia cukry. Pavyzdziui gliukozés ir fruktozés melasos sudétyje yra iki 50%. Alginato
gamyba, naudojant melasg yra vykdoma gan retai [25]. Maltozé yra pagrindinis cukrus, susidarantis
alaus gamybos nuotekose [29]. Sio proceso metu salyklas yra paveréiamas cukrumi maltoze, kuris
taip pat yra pasalinamas su vandeniu. Sis cukrus buvo naudojamas biopolimery gamybai. Polimeras,
gautas naudojant maltoze, buvo naudojamas reaktyviy tirpiy dazy pasalinimui. Krakmolas, randamas
vandens nuotekose, taip pat buvo naudojamas biopolimery gamybos sgnaudy mazinimui, pvz., PHB,
ksantano, celiuliozés ir bioflokulianto [25].

Yra svarbu sumazinti i§ bakterijy iSskiriamo alginato kaing, taigi yra ieSkoma alternatyviy anglies
Saltiniy alginato gamybai. Tiriant alginato produkcijos procesg ir jo savybes buvo pasirinkti trys
skirtingi anglies saltiniai — maltozé, melasa ir krakmolas. Produkcija buvo vykdoma i§ Azotobacter
vinelandii 72 valandas, 30 °C temperattroje, mai$ant 250 aps/min. grei¢iu. Palyginimui taip pat buvo
naudojama gliukozé ir sacharozé. Bakterijy lasteliy biomasé buvo panasi naudojant visus cukrus,
iSskyrus krakmola. Galima sakyt, kad bakterijos gali taip pat lengvai pasisavinti maltozg¢ ir melasa,
kaip ir gliukoze ar sacharozg. Atitinkamai ir cukraus panaudojimo iSeiga bakterijy produkcijai buvo
panasi visais atvejais ir artima 0,3 g bakterijy / g cukraus [25]. Maltoz¢ yra disacharidas, sudarytas 18
dviejy gliukozes vienety ir kaip buvo nurodyta anksciau, didziaja dalj cukraus kiekio melasoje sudaro
gliukoze, fruktozé ir sacharozé. Kai buvo naudojamas krakmolas, bakterijy augimas nebuvo
fiksuojamas per 72 valandas. To priezastis gali biiti polimeriné krakmolo prigimtis. Kaip anglies
Saltinj naudojant gliukoze ir sacharoze, buvo gauta 3,5 g/L alginato iSeiga, kuri atitinka apie 0,67 g
alginato / g bakterijy ideiga. Si ideiga buvo mazesné, kai anglies 3altiniu buvo naudojama maltozé ir
lygi 2,87 g/L. Si verté yra 20% mazesné uz gautg alginato koncentracija naudojant sacharoze ir iseiga,
pagrista bakterijy mase, yra lygi 0,527 g alginato / g bakterijy. Alginato sintezé buvo optimizuojama
naudojant melasa kaip vienintelj anglies Saltinj terpéje. Alginato iSeiga padidéjo iki 4,67 g/L (0,849
g alginato / g bakterijy) po 72 valandy inkubacijos, esant 30 °C temperatiirai ir maiSymui 250
aps./min. grei¢iu. Nustatyta, kad melasoje yra mineraly, vitaminy ir baltymy, kurie kartu su cukrumi,
gali pagerinti biopolimery sintez¢ i§ Azotobacter vinelandii bakterijy [30]. Alginato produkcija
nevyko, kai anglies Saltiniu buvo naudotas krakmolas. Kai kurie tyré¢jai nustaté, kad krakmolas gali
biiti naudojamas biopolimery produkcijos procese po poveikio fermentais, veikimo riig§timi ar po
hidrolizés. Krakmolo naudojimas reikalauja papildomy biopolimero gamybos proceso etapy, O
proceso eigoje gali susidaryti papildomos atliekos [25].

Kaip matyti i§ 1.4 paveikslélio bakterijy augimas buvo grei¢iausias pirmas 48 valandas, kai anglies
Saltiniu buvo naudojama maltozé, o po to augimas tapo létesnis. Didziausia bakterijy masé buvo gauta
po 72 valandy ir lygi 5,44 g/L. Alginato produkcija vyko panasiai, kaip ir bakterijy augimas. Tai
parodo, kad alginatas buvo gaminamas bakterijy augimo metu. Taip pat buvo gauti rezultatai,
parodantys, kad alginato produkcija buvo atidéta iki vélyvosios eksponentinés fazés. Galimai dél
aukStesnio tickiamo absorbuojamo deguonies lygio proceso pradzioje vyksta inkubacinis laikotarpis,
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kurio metu gaunama maza bakterijy masé. Esant dideliam deguonies kiekiui, bakterijos gali panaudoti
anglies Saltinj, tam kad padidinty kvépavimo daznj, o ne alginatui gaminti. Tokiu buidu bakterijos
apsaugo jautrius fermentus nuo deguonies poveikio. Kita vertus, didziausia alginato koncentracija
(2,87 g/L) buvo pasiekta, kai anglies $altiniu buvo naudojama maltozé. Kaip ir bakterijy augimo, taip
ir alginato produkcijos metu maltozés sunaudojimas buvo didziausias po 24 valandy ir toks isliko
viso eksperimento metu. To pasekoje, viso proceso metu buvo sunaudota apie 90 % maltozés, taigi
proceso pabaigoje terpéje jos liko tik apie 2 g/L. Kaip matyti i§ 1.4 paveikslélio, melasa buvo
sunaudojama greiciau, lyginant su maltoze. Apie puse kiekio melasos buvo sunaudota po 32 valandy
ir $i tendencija iSliko pastovi iki 56 valandos. Panasiai kaip ir maltoze, beveik visa melasa buvo
sunaudota po 72 valandy. Greitesnis melasos sunaudojimas léme geresnj bakterijy augimga ir alginato
sintez¢, lyginant su maltoze. Inkubaciniu etapu bakterijy koncentracija buvo didesné naudojant
melasg. Didziausia bakterijy masé buvo pasiekta po 56 valandy ir lygi 5,86 g/L, nors bakterijy augimo
greitis sumazéjo po 48 valandy. Alginato koncentracija augo iki 72 proceso valandos. Tuo metu ji
buvo didziausia ir lygi 4,67 g/L. Alginato iSeiga, buvo padidinta nuo 0,159 iki 0,249 g alginato/ g
cukraus, kai maltozé buvo pakeista j melasg [25].
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1.4 pav. Bakterijy augimo ir alginato produkcijos pokyciai naudojant maltoze ir melasg

Alginato produkcijos procesas i§ bakterijy turi biiti ekonomiskesnis lyginant su alginato gamyba i$
dumbliy. Kaip anglies $altinj alginato produkcijos metu naudojant melasa, buvo gauta didelé alginato
iSeiga. Naudojant maltozg taip pat buvo gauti geri rezultatai [25].

1.11. Alginato gamyba, panaudojant antrines Zaliavas

Pakistane yra daug zemes iikio paskirties zemés ploto. Simtas tikstanéiy tony zemés tkio $alutiniy
produkty kasmet galéty bati panaudota biotechnologijos procesuose naudingiems produktams
tokiems kaip alginatas gaminti. Todél, jvairGs Zzemés tikio Salutiniai produktai, pvz., kvie¢iy sélenos,
ryziy lukstai ir melasa buvo iSbandyti, kaip nebrangiis anglies Saltiniai alginato gamybos procese.
Naudojant kvieciy sélenas, kuriy koncentracija buvo 7,5 %, po 48 valandy fermentacijos buvo gauta
didziausia alginato iSeiga (4,23 g/L). Naudojant ryziy atliekas, kuriy koncentracija taip pat 7,5 %
buvo gauta 3,74 g/L alginato, o naudojant melasa, kurios koncentracija 10 % buvo gauta maziausia
alginato iSeiga — 2,8 ¢/L. Taigi, kvieéiy sélenos buvo jvertintos, kaip optimalus anglies $altinis
alginato gamybos procese. Tokius rezultatus galé¢jo lemti tai, kad kvieCiy s€lenose yra gausu
krakmolo ir netirpiy angliavandeniy, taip pat mineraly ir vitaminy, kurie pagerina alginato gamybos
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procesg. DidZiausia tirpiy cukry dalis yra krakmolo pavidalu. Azotobacter vinelandii gali gaminti
amilazes ir tokiu budu naudoti krakmola, kad gauty reikalingos energijos metabolity gamybos
procesui [26].
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1.5 pav. Skirtingy anglies Saltiniy koncentracijos (%) jtaka alginato iSeigai (g/L) i§ Azotobacter vinelandii
(a) kvieciy sélenos (b) ryziy atliekos (¢) melasa

1.12. Inokuliato ir drusky koncentracijos jtaka alginato gamybai

Atlikus tyrimg buvo nustatyta optimali inokuliato koncentracija, kuri lygi 6 %. Naudojant tokj
inokuliato kiekj buvo gauta kur kas didesné alginato iSeiga — 4,6 g/L. Mokslininkas Vermanis ir kt.
nustaté kitokig optimalig inokuliato koncentracijg, leidziancig pasiekti optimalig biopolimery iSeiga
(8,25 g/L). Si koncentracija lygi 2 %. Siame tyrime nustatyta optimali mitybinés terpés pH reik§meé
lygi 7. Remiantis jvairiomis studijomis §i pH reik§mé pripazinta optimalia egzopolisacharidy
gamybai i§ Azotobacter vinelandii [26]. Panduranganas ir kt. iStyré, kad siekiant i§gauti optimaly
alginato kiekj, naudojant Azotobacter chroococcum, optimali pH reikSmé yra lygi 8. Kai yra
naudojama didesné, nei nustatyta optimali, pH reik§me, yra sumazinama biopolimerui prieinama
energija ir dél to sumazéja alginato iSeiga [28].

Buvo naudojamos jvairios drusky koncentracijos, siekiant gauti didesne¢ alginato koncentracija, 18
anksto optimizavus produkcijos salygas. Gerokai didesné alginato iSeiga (5,83 g/L) buvo gauta, kai
buvo naudojama 1,5 % CaCl, koncentracija. Kai buvo naudojama 2 % MgSO4-7H20 druskos
koncentracija, buvo gauta 6,08 g/L alginato. Pridéjus NaCl ir KH2PO4 - H2O drusky alginato
koncentracija sumazéjo. Siuos tyrimus patvirtina Garcia ir kt. (2001). Maksimalus alginato kiekis
buvo gautas naudojant 0,05 g/L CaCl.ir 0,4 g/L MgS04-7H20, 0 natrio jonai sukélé alginato iSeigos
sumaz¢jimg. Panasig rezultaty tendencija gavo ir Vermanis ir kt. (1997), naudojant A.vinelandii
MTCC 2460. Didziausia alginato iSeiga buvo gauta naudojant 2 g/L CaClz ir 1 g/L MgSO4-7H20 ir
lygi 4,25 g/L. Didinant natrio ir fosfato jony koncentracijg alginato iSeiga sumazéjo [26]. Galal ir
Ouda mokslininky tyrimy rezultatai skyrési nuo $iy tyrimy rezultaty. DidZiausia alginato iSeiga buvo
gauta i§ A. chroococum naudojant 0,2 % fosfato drusky koncentracija [27]. Taigi, fosfato jony
poveikis eksopolisacharido gamybai literattiroje yra vertinamas priestaringai.
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2. Medziagos ir tyrimy metodai

2.1. Aparatira

Tyrimams atlikti naudotos aparatiiros sgrasas:

e autoklavas ,,CertoClav;
e svarstyklés ,,Shimadzu®;
e svarstyklés ,,KERN;

e svarstyklés ,,AXIS®,

e pH-metras ,,WinLab*;

e laminaras ,,Telstar BC-100*;
e spektrofotometras ,,Shimadzu UV-1280%;

e spektrofotometras ,,PG Instruments T80+;
e Mmagnetiné maisyklé ,,Heidoph MR Hei-Tec*;

e magnetiné maisyklé ,,IKA RH basic 2%
e termostatas ,,Memmert IN 55

e Vvandens vonelé ,,Biosan BWT-U*;

e purtyklé — inkubatorius ,,Biosan ES-20%;
e centrifuga ,,Hettich Universal 320R*;

e keiCiamo tlrio automatinés pipetés.

2.2. Medziagos

Tyrimy metu bakterijy auginimui, alginato ir lgsteliy biomasés i§skyrimui ir produkto gryninimui

buvo naudotos medziagos, pateiktos 2.1 lentel¢je.

2.1 lentelé. Tyrimams naudotos medziagos

Reagento pavadinimas

Cheminé formulé

Gamintojas

Gliukozé CsH120s SIGMA-ALDRICH, Vokietija
Sacharozé C12H2011 EUROCHEMICALS, Lietuva
Bakteriologinis peptonas - LIOFILCHEM, Italija
Magnio sulfatas MgSO4-7H.0 EUROCHEMICALS, Lietuva
Amonio nitratas NHsNOs EUROCHEMICALS, Lietuva
Dikalio hidro fosfatas K2HPO, SIGMA-ALDRICH, Vokietija
Kalcio chloridas CaCl, ROTH, Vokietija

Amonio sulfatas (NH,)2S04 SIGMA-ALDRICH, Vokietija
Dinatrio hidro fosfatas Na;HPO. ROTH, Vokietija

Mieliy ekstraktas - SIGMA-ALDRICH, Vokietija
EDTA C10H14N2Naz0g SIGMA-ALDRICH, Vokietija
Natrio chloridas NaCl EUROCHEMICALS, Lietuva
Izopropanolis CsHsO EUROCHEMICALS, Lietuva
Druskos ragstis HCI PO/ch, Lenkija

Sieros rggtis H,S0, LACH-NER, Cekija
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Natrio karbonatas Na,CO3 LABOCHEMA, Lietuva
Antrono reagentas C14H100 SIGMA-ALDRICH, Vokietija
DPPH reagentas C1sH12N506 SIGMA-ALDRICH, Vokietija
Etanolis C2HsOH AB MV Group Production
Fruktozé CeH1206 SIGMA-ALDRICH, Vokietija
Maltoze C12H22011 SIGMA-ALDRICH, Vokietija
Ksilozé CsH1005 SIGMA-ALDRICH, Vokietija
Manitolis CesH1406 SIGMA-ALDRICH, Vokietija
Uré¢ja (karbamidas) CH4N20 REACHIM, Rusija

Melasa - MERIDIAN FOODS, Anglija
Cukranendriy cukrus - MERIDIAN FOODS, Anglija
Laktozé C12H22011 DFE PHARMA, Vokietija
Krakmolas (CeH1005)n EUROCHEMICALS, Lietuva
4-hidroksifenilacto ragstis CoHsO3 SIGMA-ALDRICH, Vokietija
3,4 — dihidroksibenzoiné rugstis C7H604 SIGMA-ALDRICH, Vokietija

Peptonas i sojy

LIOFILCHEM, ltalija

Peptonas i$ kazeino

APPLICHEM, Vokietija

Kokosy palmiy ziedy cukrus

MERIDIAN FOODS, Anglija

2.3. Alginato gamyba

2.3.1. Naudotos bakterijos

Tyrimams naudotos bakterijos Azotobacter vinelandii DSM 2289 i3 biologiniy resursy centro DSMZ
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen). A. vinelandii kultlira gauta granulés
pavidalo dehidratuotoje, iSdZiovintoje formoje. Granulé laikyta izoliuota nuo aplinkos, patalpinta

sterilioje stiklo ampuléje beoréje erdvéje (Zr. 2.1 pav.).

Siekiant atgaivinti mikroorganizmus, reikia iStirpinti granule 0,5 ml specialios mitybinés terpés.
Granulés rehidratacija jvyksta per 30 minuciy. Tuomet visas ampulés turinys yra perkeliamas
mégintuvelj su 5 ml specialios terpés. Azotobacter vinelandii bakterijy atveju — j mégintuvélj su NRP

terpe.
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2.1 pav. Ampulé su iSdziovinta bakterijy kulttra

Siekiant atgaivinti bakterijy kulttirg reikia tinkamai atidaryti apsauging ampule (Zr. 2.2 pav.). ISorinis
ampulés antgalis pakaitinamas liepsnoje. Tam, kad suskilty stiklas reikia ant ampulés uzlasinti kelis
laSus vandens. Stiklinei ampulés virStnélei nuskelti naudojamas pincetas. IS ampulés atsargiai
paSalinama izoliuojanti medZiaga ir iSimama vidiné ampulé. Apsauginis kamstis laikomas steriliai,
kol vidinés ampulés virs§iiné buvo kaitinama vir§ liepsnos. Galiausiai j ampule jlasinama 0,5 ml

specialios terpés kultiirai atgaivinti.
=
E

7
>

2.2 pav. Apsauginés ampulés atidarymo metodas

f

Bakterijos Azotobacter vinelandii buvo naudojamos kaip alginato $altinis. Sios bakterijos geba
gaminti alginata jy fermentacijos metu. Atgaivintos bakterijos buvo pasodintos Petri Iékstelése, ant
NRP terpés (Zr. 2.2 lentelé) su agaru. Bakterijy inkubacija buvo vykdoma 1 dieng 28 °C temperatiiroje

[37].
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2.3.2. Naudotos mitybinés terpés

NRP terpé (7. 2.2 lentelé) buvo naudota Azotobacter vinelandii bakterijy augimui. Bakterijy kolonija,
paimta i§ Perti I¢kstelés, kurioje bakterijos uzaugintos ant NRP terpés su agaru, buvo perkelta j skysta
NRP terpe. Sios terpés sudétyje yra du anglies $altiniai — gliukozé ir sacharozé. Azoto $altiniu buvo
naudojamas bakteriologinis peptonas. Taip pat j Sios terpés sudétj jeina NH4NO3, makroelementai —
K2HPOys, CaCly ir mikroelementas — MgSQO4 - 7H20.

2.2 lentelé. NRP terpés sudétis [37]

Mitybinés terpés komponentai Koncentracija (g/L)
Gliukozé 20

Sacharozé 20

Bakteriologinis peptonas 2

MgSO4-7H,0 2

NHsNO3 1,5

K2HPO4 1,2

CaCl; 0,03

pH=7,2

Produkcijos terpe (Zr. 2.3 lentelé) buvo naudota kaip terpée, kurioje, vykstant bakterijy fermentacijai,
buvo gaminamas alginatas. Sioje terpéje buvo vykdomas alginato iSskyrimas. Produkcijos terpéje
naudotas vienas anglies Saltinis — pagal nurodymus gliukozé. Taip pat j terpés sudétj jeina azoto
Saltinis — mieliy ekstraktas, makroelementas — Na,HPO4, mikroelementas — MgSO4 - 7H.0 ir
mineralas (NH4)2SOsa.

2.3 lentelé. Produkcijos terpés sudétis [37]

Mitybinés terpés komponentai Koncentracija (g/L)
Gliukozé 20

Mieliy ekstraktas 6

Na;HPO, 2

MgS0O4-H20 0,3

(NH4)2S0. 0,6

pH=7,2

2.3.3. Azotobacter vinelandii bakterijy séjimas pavirSiniu biidu Petri lékstelése

e Petri I¢kSteles uzpilamos mitybine NRP terpe su agaru ~2 mm sluoksniu. Terpei leidZiama
sustingti.

e 50 ul Azotobacter vinelandii bakterijy suspensijos yra uzlaS§inama ant NRP terpés su agaru
Petri 1€ksteléje.

e Bakterijy suspensija yra i§skirstoma naudojant sterilig kilpelg, kaip parodyta 2.3 paveiksle.

e Apverstos lékstelés sudedamos termostate, kur palaikoma 28 °C temperatira. Bakterijy
augimas vykdomas 2 paras.
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2.3 pav. Bakterijy s¢jimo Petri 1¢kStelése metodas
2.3.4. Bakterijy ineSimas j terpes

e Viena Azotobacter vinelandii bakterijy kolonija, naudojant sterilig kilpelg, jneSama j
mégintuvel] su 5 ml NRP terpés.

e NRP terpé su bakterijomis palickama maisykléje 28 °C temperatiiroje, 24 valandas, esant 150
aps./min. maiSymo greiciui.

e 5 ml bakterijy inokuliato perkeliama j 250 ml kolbute, kurioje patalpinta 100 ml bakterijy
mitybinés produkcijos terpés.

e Bakterijy inkubavimas vykdomas apie 3 dienas 28 °C temperatiiroje, esant 150 aps./min.
maiSymo greiciui. Bakterijos Sios fermentacijos metu produkcijos terp¢je gamina alginata.

e Po fermentacijos i§ terpés buvo iSskiriamas alginatas ir lasteliy biomasé.

2.3.5. Alginato nusodinimas
Alginato nusodinimui naudotos medziagos:

e 20 % NacCl tirpalas;
e 95 % izopropanolis.

Alginato nusodinimo etapai:

e 5 ml produkcijos terpés sumaiSoma su 0,25 ml 20 % NaCl tirpalu. Susidaro natrio alginato
druska;

e sickiant nusodinti susidariusig druska j terpe taip pat pilama 10 ml 95 % izopropanolio;

e vykdomas centrifugavimas apie 5 minutes 9000 aps./min. greiciu;

e po centrifugavimo nuosédos surenkamos ir plaunamos 2,5 ml 95 % izopropanoliu;

e cenrifuguojama dar 15 minuciy;

e gautas alginatas surenkamas ir iSdziovinamas termostate 50 °C temperatiiroje;
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2.4 paveiksle pavaizduota alginato gamybos schema, leidzianti lengviau suprasti alginato gamybos

etapy eiliSkumga ir visg gamybos procesa.

A. vinelandii bakteryju kolonyja

. iterpiama § NRP terpe. »| Baktenyjy auginimas.
A. vinelandii bakteriju
sodinimas 1 Produkcijos
terpe.
. 4
Midinio veikimas Produkcijos terpés su
20% NaCl ir 93% Fermentacijos bakterijomis perkélimas |
izopropanolio miinys < bioreaktoriy, kuriame
tirpalais vvkdoma alginato
gamvyba
L 4
Centrifugavimas
v
Nusodinto alginato .
lovimas ggi 0 Gauto algmat::-
A0 . N ] o
° . Centrifugavimas " dziovinimas 50 °C
1zopropanolio :
tirpalu temperatiiroje

2.3.6. Lasteliy biomasés nusodinimas

Lasteliy biomasés nusodinimui naudotos medZiagos:

e EDTA dinatrio druska;
e distiliuotas vanduo.

2.4 pav. Alginato gamybos schema
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Lasteliy biomasés nusodinimo etapai:

e 5 ml produkcijos terpés sumaisoma su 1,5 ml 20 % EDTA tirpalu ir 25 ml distiliuoto vandens;

e 30 minuciy vykdomas centrifugavimas 9000 aps./min. greiciu;

e surenkamos susidariusios nuosédos, kurios dar kartg plaunamos 30 ml distiliuoto vandens;

e po centrifugavimo vanduo nupilamas ir Igteliy biomasé iSdZziovinama termostate 50 °C
temperatiiroje.

Lasteliy biomasés gamybos ir nusodinimo etapai pateikti 2.5 paveiksle.

A. vinelandii bakterijy kolonija
» iterpiama 1 NRP terpe. »| Bakteriyju auginimas.

i

A. vinelandii bakteryu
sodinimas 1 Produkeijos
terpe.

»

Miginio veikimas 2 Produkcijos terpes su
% EDTA tirpalu ir Fermentacijos bakterijomis perkelimas
distilivotu vandeniu | misinys ) 1 bioreaktoriu, M@E
vvkdoma lastelimy
biomasés gamyba
Y
Centrifugavimas
v
Lastely biomasés Gautos lasteliy

plovimas distilmotu 1  Centrifugavimas biomasés dxiovinimas
vandeniu termostate 50 °C

temperatiiroje

2.5 pav. Lasteliy biomasés gamybos schema
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2.4. Angliavandeniy kiekio nustatymas

Angliavandeniy nustatymui gautame alginate yra naudojamas antrono reagento tirpalas. Jis
paruoSiamas 0,04 g antrono reagento iStirpinus 20 ml 95 % sieros riigsties.

Siekiant nustayti angliavandeniy kiekj alginate yra reikalinga standartiné gliukozés kalibravimo
kreivé. Ji gaunama paruosiant standartinj gliukozés tirpalg, kur 100 mg gliukozés iStirpinama 100 ml
distiliuoto vandens. Darbinis gliukozés tirpalas buvo gautas paémus 10 ml standartinio gliukozés
tirpalo ir praskiedus ji iki 100 ml distiliuotu vandeniu. Standartinei kalibracinei kreivei paruosti buvo
naudojami 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 ir 1 ml darbinio gliukozés tirpalo kiekiai. Visi méginiai buvo uzpildyti
iki 1 ml tario distiliuotu vandeniu. Kontroliniu palyginamuoju tirpalu buvo naudotas 1 ml distiliuoto
vandens. | méginius buvo jpilta 4 ml antrono reagento tirpalo ir kaitinama 8 minutes verdancio
vandens vonelé¢je. Atvésinus méginius buvo iSmatuota jy sugertis 630 nm bangos ilgyje ir pagal
gautus rezultatus sudaryta kalibraciné kreivé (Zr. 2.6 pav).
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2.6 pav. Kalibraciné gliukozés kreive

Atliekant angliavandeniy kiekio tyrimg pirmiausia buvo atlikta alginato hidrolizé. 25 mg iSgauto
alginato buvo hidrolizuojami 0,625 ml 2,5 N HCI tirpale apie 3 valandas 2,5 N koncentracijos HCI
ruoSiama 1§ 12 N koncentracijos riigSties ja skiedZiant. Baigus hidroliz¢ tirpalas atvésinamas iki
kambario temperatiiros.

Po hidrolizés atlieckamas tirpalo neutralizavimas naudojant Na,COs. Neutralizacija atlickama kol i§
alginato tirpalo nebesiskiria dujos. Po neutralizacijos méginys yra centrifuguojamas 15 minuciy 9000
aps./min. grei¢iu, uzpylus méginius 12,5 ml distiliuoto vandens. Po centrifugavimo buvo sumaisoma
0,5 ml gauto supernatanto ir 4 ml antrono reagento tirpalo. Sis tirpalas kaitinamas 8 minutes verdancio
vandens vonelg¢je. Atvésinus méginj iki kambario temperatiiros buvo matuojama sviesos sugertis 630
nm ilgio bangomis. Angliavandeniy kiekis gautame alginate buvo apskai¢iuojamas i§ standartinés
gliukozés kreivés lygties. Lygties nezinomasis x — angliavandeniy alginate koncentracija mg/ml [37].
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2.5. Antioksidaciniy savybiy tyrimas. DPPH metodas

Antioksidantai tai medziagos, kurios stabdo Zalingy oksidaciniy reakcijy veikimg. Jos sumazina
laisvyjy radikaly poveikj arba visisSkai stabdo jy susidarymg [38]. Junginiy gebéjimui neutralizuoti
laisvuosius radikalus nustatyti daZniausiai naudojamas DPPH laisvuyjy radikaly suri§imo metodas. Sj
metodg atrado mokslininkas Marsden Blois (1958 m.) [39].

*R

e S e o
- O

DPPH radikalas Redukuotas DPPH

2.7 pav. DPPH radikalo redukcijos reakcija
Naudoti tirpalai:

e 1 mg/ml gauto alginato tirpalas vandenyje;
e 1 mM DPPH tirpalas etanolyje;
e 96 % etanolio tirpalas.

Antioksidaciniy savybiy tyrimui atlikti yra reikalingas DPPH tirpalas. Sis tirpalas paruo$iamas
etanolyje istirpinant stabilius violetinés spalvos miltelius — organinj azoto radikalg 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazila. Tuomet 1 ml DPPH tirpalo jpilamas j 1 ml alginato tirpalo, kurio koncentracija 1
mg/ml. MiSinys palieckamas tamsoje 30 minuc¢iy. Antioksidaciniu poveikiu pasizymintys junginiai
redukuoja DPPH reagentg iki gelsvos spalvos hidrolizato.

Palyginamasis tirpalas paruosiamas sumaiSius 1 ml DPPH tirpalo su 1 ml 96 % etanoliu. Absorbcija
matuojama 517 nm ilgio bangomis. DPPH radikalo slopinamas apskai¢iuojamas i$ lygties (1):

Ay — A,

% slopinimas = x 100%

)

A — tiriamojo tirpalo $viesos sugertis
Ag — palyginamojo tirpalo Sviesos sugertis [37]
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3. Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas
3.1. Alginato ir Iasteliy biomasés gavimo i§ Azotobacter vinelandii bakterijy rezultatai

Buvo vykdomas alginato gavimas i§ Azotobacter vinelandii bakterijy. Siekiant optimizuoti alginato
gamybos ieiga buvo naudotos bakterijy mitybinés terpés — NRP ir produkcijos. Siose terpése buvo
kei¢iami maistiniy medziagy — anglies ir azoto Saltiniai bei jy koncentracijos. Taip pat buvo kei¢iamos
ir mikro bei makroelementy koncentracijos.

| variantas. Lyginamos standartiné NRP terpé (Zr. 2.2 lentelé) ir NRP terpé, kai vietoje anglies
Saltinio gliukozés panaudota fruktoze.

3

25

—&—NRP terpé su gliukoze

—&—NRP terpé su fruktoze
15

Sviesos sugertis, 7=600
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3.1 pav. Azotobacter vinelandii bakterijy augimo priklausomybé nuo laiko, esant skirtingiems mitybinés
NRP terpés anglies Saltiniams

Bakterijy fermentacija vykdoma apie 5 paras. NRP terpés su gliukoze atveju pradiné bakterijy Sviesos
sugertis buvo 0,049. Siuo atveju bakterijy augimo periodas vyksta iki 40 proceso valandos, paskui
seka stacionari fazé iki 70 valandos. Proceso pabaigoje bakterijy Sviesos sugertis kiek sumazéja, dalis
bakterijy kolonijy mirSta. NRP terpés su fruktoze atveju pradiné bakterijy Sviesos sugertis 0,051.
Eksponentinio augimo fazé vyksta iki 80 proceso valandos. Po to vyksta bakterijy eksponentinio
augimo maz¢jimo fazé. Abiem atvejais galutiné bakterijy sugertis yra beveik vienoda ir lygi 2,229
NRP (fruktozé) ir 2,231 NRP (gliukozé).

NRP terpé (su fruktoze)

Naudota terpé

e rpé (Su inUkOZE) _ e

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4
Lgsteliy biomasés koncentracija, g/L

3.2 pav. Lasteliy biomasés koncentracijos priklausomybé nuo naudotos bakterijy mitybinés NRP terpés
anglies Saltinio
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3.3 pav. Alginato koncentracijos priklausomybé nuo naudotos bakterijy mitybinés NRP terpés anglies
Saltinio

Lyginanat standarting NRP terpg, kurioje anglies Saltiniu naudojama gliukozé ir NRP terpe su
fruktoze abiem atvejais buvo gautos beveik vienodos alginato iSeigos (Z7. 3.3 pav.). Galutiné bakterijy
Sviesos sugertis taip pat beveik vienoda abiem atvejais, taigi matyti, kad bakterijos alginato gamyba
vykdé augimo metu. Lyginant lasteliy biomasés koncentracija terpéje, matyti, kad NRP terpéje su
gliukoze ji buvo gauta beveik dvigubai didesné nei terpéje su fruktoze (Zr. 3.2 pav.).

Tolimesniems tyrimams pasirenkama naudoti A. vinelandii mitybiné produkcijos terpé (Zr. 2.3
lentelé).

Il variantas. Kei¢iamas standartinés produkcijos terpés anglies $altinis (gliukozé) i: sacharoze,
fruktoze, laktoze, krakmola, maltoze, ksilozg ir manitolj. Visais atvejais naudojamo anglies Saltinio
koncentracija palaikoma 20 g/L. Kiti terpés komponentai atitinka nurodytus 2.3 lenteléje.

25

=}
3 —o—Produkcijos terpé su
15 gliukoze
u —&— Produkcijos terpé su
E fruktoze
gln —&—Produkcijos terpé su
g 1 manitoliu
_E Produkcijos terpé su
A sacharoze
0,5
0
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Laikas, valandomis

3.4 pav. Azotobacter vinelandii bakterijy augimo priklausomybé nuo laiko, esant skirtingiems produkcijos
terpés anglies Saltiniams
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3.5 pav. Azotobacter vinelandii bakterijy augimo priklausomybé nuo laiko, esant skirtingiems produkcijos
terpés anglies Saltiniams

Produkcijos terpéje, kaip anglies Saltinius naudojant manitolj ir fruktozg, buvo stebimas beveik
vienodas bakterijy augimas. Pradinés bakterijy Sviesos sugertys buvo vienodos — 0,049. Terpé¢je su
manitoliu po eksponentinio augimo fazés bakterijy sugertis sumazéjo ir prasidéjo eksponentinio
augimo maz¢jimo fazé. Atveju su fruktoze bakterijy sugertis dar didéjo iki 55 proceso valandos, o
paskui émé kristi. Terpése su fruktoze ir manitoliu bakterijy sugertys proceso pabaigoje atitinkamai
buvo lygios 2,250 ir 2,074. Atveju, kai anglies Saltiniu naudota gliukozé buvo stebétas toks bakterijy
augimas: iki 40 proceso valandos bakterijos augo greitai, toliau iki 80 valandos seké stacionari
bakterijy fazé, o po to bakterijy kolonijy terpé¢je pradéjo mazéti. Pradiné bakterijy sugertis $iuo atveju
buvo 0,032, o galutiné 1,519. Atveju, kai produkcijos terp¢je naudota sacharozé pradiné bakterijy
sugertis buvo 0,037. Bakterijos intensyviai augo iki 80 proceso valandos, o paskui Sviesos sugertis
sparc¢iai mazgéjo ir tapo lygi 1,381. Naudojant anglies Saltinius maltoze, ksiloze, laktoze ir krakmola
buvo stebimas labai panaSus bakterijy augimas. Intensyviausiai bakterijos augo 0 — 30 proceso
valandy intervale. Toliau iki proceso pabaigos seka stacionari bakterijy augimo fazé. Pradinés
bakterijy §viesos sugertys atitinkamai buvo lygios 0,020, 0,003, 0,052 ir 0,017. Sviesos sugertys
proceso pabaigoje (atitinkamai): 2,649, 2,594, 2,287, 2,390.
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3.6 pav. Lasteliy biomasés koncentracijos priklausomybé nuo bakterijy mitybinéje terpéje esancio anglies
Saltinio
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3.7 pav. Alginato koncentracijos priklausomybé nuo bakterijy mitybinéje terpéje esancio anglies Saltinio

Atlikus tyrimus ir palyginus skirtingy anglies Saltiniy produkcijos terpéje poveikius alginato gamybai
buvo nustatyta, kad optimalias sglygas suteikiantis anglies $altinis yra maltozé (Zr. 3.7 pav.).
Didziausia lasteliy biomasés koncentracija buvo nustatyta, kai produkcijos terpés anglies Saltiniu
pasirinkta sacharozé (zr. 3.6 pav.).

Tyréjai Kivilcimdanas M. ir kt. taip pat nustaté, kad maltozé yra alginato gamyba optimizuojantis
anglies Saltinis. Jy tyrimy metu, naudojant maltoze, buvo pasiekta 2,87 g/L. alginato koncentracija.
Alginato produkcijos metu didziausias maltozés sunaudojimas Vyko po 24 proceso valandos [25].

111 variantas. Naudotos produkcijos terpés, kuriy anglies Saltiniu pasirinkta sacharozé (20 g/L). | Sias
terpes papildomai jdéta 4-hidroksifenilacto riigsties arba 3,4-dihidroksibenzoinés riigsties. Buvo
palyginti skirtingy riigs¢iy koncentracijy poveikiai alginato gamybos procesui.
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3.8 pav. Azotobacter vinelandii bakterijy augimo produkcijos terpéje priklausomybé nuo laiko, esant
skirtingoms 4-hidroksifenilacto raigsties koncentracijoms

Bakterijy augimas greiciausiai vyko naudojant 4-hidroksifenilacto riigstj, kurios koncentracija 0,0375
M. Bakterijy Sviesos sugertis vos per 50 valandy nuo 0,059 padidé¢jo iki 2,414. Kai buvo naudojamos
0,025 M ir 0,05 M koncentracijos riigstys bakterijy augimas vyko léCiau ir §viesos sugertis per 6 paras
nuo 0,041 padidéjo atitinkamai iki 2,065 ir 2,095.
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3.9 pav. Azotobacter vinelandii bakterijy augimo produkcijos terpéje priklausomybé nuo laiko, esant
skirtingoms 3,4-dihidroksibenzoinés riigsties koncentracijoms

Naudojant 3,4-dihidroksibenzoine raigstj, kurios koncentracijos 0,025 M ir 0,0375 M bakterijy
augimas vyko labai panaSiai. Pradinés bakterijy Sviesos sugerties reikSmés lygios 0,045.
Eksponentinio bakterijy augimo fazé vyko iki 30 proceso valandos. Toliau iki proceso pabaigos tesési
stacionari augimo fazé ir Sviesos sugertis padidéjo iki 2,261 ir 2,233 atitinkamai. Naudojant 0,05 M
koncentracijos rugstj iki 25 proceso valandos vyko bakterijy prisitaikymas prie naujos aplinkos.
Paskui bakterijy augimas tapo greitesnis ir §viesos sugertis sparciai didéjo iki 53 proceso valandos.
Bakterijy Sviesos sugertis Siuo atveju padidéjo nuo 0,048 iki 1,956.
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3.10 pav. Lasteliy biomasés koncentracijos priklausomybé nuo bakterijy mitybinéje terpéje esancios 4-
hidroksifenilacto riig§ties koncentracijos
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3.11 pav. Alginato koncentracijos priklausomybé nuo bakterijy mitybinéje terpéje esancios 4-
hidroksifenilacto rtigsties koncentracijos
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3.12 pav. Lasteliy biomasés koncentracijos priklausomybé nuo bakterijy mitybinéje terpéje esancios 3,4-
dihidroksibenzoinés riigsties koncentracijos

3
2,71

225 2,39
@
<
g, 1,92
o
=
j
& 15
=
=)
=
2 1
£
=
< 05

0

0,025 M 0,0375M 0,05M
3, 4-dihidroksibenzoines rugsties koncentracija

3.13 pav. Alginato koncentracijos priklausomybé nuo bakterijy augimo terpéje esancios 3,4-
dihidroksibenzoinés riigsties koncentracijos
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Buvo lyginama dviejy fenoliniy rigsciy jtaka alginato gamybos procese. Naudojant 3,4-
dihidroksibenzoing riigstj pasiekta didesné¢ alginato iSeiga. DidZiausia lasteliy biomasés koncentracija
taip pat susidaré naudojant 3,4-dihidroksibenzoing rugstj (z7. 3.12 pav.). Tyrimy metu optimaliausia
3,4-dihidroksibenzoinés riigsties koncentracija alginato gamybai nustatyta 0,025 M (zr. 3.13 pav.).

Tyrimai buvo atlikti remiantis literatiiroje pateiktais duomenimis, taciau gauti rezultatai skiriasi nuo
kity mokslininky gauty rezultaty. Buvo siekta nustatyti fenoliniy riig§¢iy ir jy koncentracijos jtaka
alginato gamybos procese i§ Azotobacter vinelandii bakterijy. Lyginant 3,4-dihidroksibenzoing ir 4-
hidroksifenilacto ragstis, tyrimy metu didesné alginato ir biomasés iSeiga buvo gauta naudojant 4-
hidroksifenilacto raigstj. Didéjant 4-hidroksifenilacto ir 3,4-dihidroksibenzoinés rugsties
koncentracijoms did¢jo ir biomasés iSeiga. Buvo tirtos Sios riigS¢iy koncentracijos: 10, 25, 50
mmol/L. Visais atvejais didziausia polisacharido iSeiga gauta naudojant 4-hidroksifenilacto ragstj, o
naudojant didziausig jos koncentracijg (50 mmol/L) gauto alginato iSeiga ypac padidéjo [41].

IV variantas. Kei¢iamas standartinés produkcijos terpés azoto Saltinis. Vietoje mieliy ekstrakto
naudojami bakteriologinis peptonas (anglies Saltinis gliukoz¢), sojy peptonas (anglies Saltinis
maltoze), peptonas i§ kazeino (anglies Saltinis maltoz¢), amonio sulfatas (anglies Saltinis sacharoz¢)
ir amonio sulfatas (anglies $altinis maltoz¢).
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3.14 pav. Azotobacter vinelandii bakterijy augimo priklausomybé nuo laiko, naudojant produkcijos terpes su
skirtingais azoto Saltiniais
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3.15 pav. Azotobacter vinelandii bakterijy augimo priklausomybé nuo laiko, naudojant produkcijos terpes su
skirtingais anglies Saltiniais, kuriy azoto Saltinis (NH4)2SO4

39



Azotobacter vinelandii bakterijy augimas, kai azoto Saltiniu produkcijos terpéje naudotas mieliy
ekstraktas, aprasytas Il variante (produkcijos terpé su gliukoze). Kaip azoto Saltinius produkcijos
terpéje naudojant peptong i§ sojy ir bakteriologinj peptong bakterijy augimas vyko labai panasiai.
Eksponentinio augimo fazé abiem atvejais vyko iki 30 proceso valandos, o toliau bégant laikui
bakterijy kolonijy terpéje émé mazéti. Proceso pabaigoje bakterijy Sviesos sugertis sieké 1,810 ir
1,937 atitinkamai. Atveju, kai buvo naudojamas peptonas i$ kazeino, bakterijy prisitaikymas prie
terpés vyko iki 20 proceso valandos. lki 30 valandos bakterijy kolonijos augo ypac greitai, o po
stacionarios augimo fazés proceso pabaigoje jy Sviesos sugertis sieke 2,161. Kaip azoto Saltinj
produkcijos terpéje naudojant amonio sulfatg, o anglies $altiniais sacharozg arba maltozg, bakterijy
augimas vyko panasiai. Eksponentinio augimo fazé vyko iki 30 proceso valandos. Proceso pabaigoje
atveju su maltoze bakterijy Sviesos sugertis sieké 1,206, o atveju su sacharoze 1,000.
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3.16 pav. Lasteliy biomasés koncentracijos priklausomybé nuo bakterijy mitybinéje terpéje esanc¢io azoto ir
anglies saltiniy
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3.17 pav. Alginato koncentracijos priklausomybé nuo bakterijy mitybinéje terpéje esancio azoto ir anglies
Saltiniy

Tyrimy metu buvo palyginti skirtingy azoto Saltiniy poveikiai Azotobacter vinelandii bakterijy
produkcijos terpéje. Didziausia alginato iSeiga pasiekta, kai naudojamas amonio sulfatas (anglies
Saltinis maltozé) (Zr. 3.17 pav.), taciau tokj rezultata galé¢jo lemti maltozés, kaip anglies $altinio
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terpéje, panaudojimas. D¢l Sios priezasteis, kaip optimalus azoto Saltinis laikomas mieliy ekstraktas
(anglies $altinis gliukozé). Didziausia Igsteliy biomasés koncentracija susidaré terpéje kaip azoto
Saltinj naudojant bakteriologinj peptona, kai anglies $altiniu naudota gliukozé (Zr. 3.16 pav.).

Yra atlikti tyrimai siekiant iSsiaiskinti azoto Saltiniy jtaka alginato gamybai. Buvo tirta 1-3 %
koncentracijos mieliy ekstrakto ir kukuriizy ekstrakto jtaka. Ypac geru rezultatu pasizyméjo 2 %
kukurtizy ekstraktas. Jj naudojant buvo gauta 7,46 g/L alginato iSeiga. Naudojant mieliy ekstrakta
(2,5 %) buvo gauta 6,55 g/L alginato. Azoto $altiniy jtaka alginato gamybos procese literatiiroje yra
vertinama priestaringai [26].

V variantas. Atlikti tyrimai naudojant tris skirtingas produkcijos terpes. Vienos i$ jy anglies Saltiniu
naudota gliukozg, kitos — laktoze, o trecios sacharozé. Kaip azoto Saltinis visose terpése naudota uréja.

25

—&— Produkeijos terpé su
laktoze ir uréja

Produkeijos terpé su
sacharoze ir uréja

Sviesos sugertis, A=600

05 Produkijos terpé su

gliukoze ir uréja

W i

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

0

Laikas, valandomis

3.18 pav. Azotobacter vinelandii bakterijy augimo priklausomybé nuo laiko, naudojant produkcijos terpes su
skirtingais anglies saltiniais, kai azoto $altinis uréja

Bakterijy augimas produkcijos terpéje vyko beveik vienodai, kai anglies $altiniais buvo naudojama
laktozé ir gliukozé. Abiem atvejais vyko bakterijy prisitaikymas prie naujos aplinkos iki 45 proceso
valandos. Po to bakterijy augimas tapo intensyvus ir vyko iki 80 valandos. Galiausiai augimas
nusistovéjo ir galutiné bakterijy Sviesos sugertis buvo lygi 1,556 atveju su laktoze ir 1,777 atveju su
gliukoze. Pradinés bakterijy sugertys atitinkamai buvo 0,067 ir 0,028. Kai anglies Saltiniu buvo
naudota sacharozé pradiné bakterijy sugertis buvo 0,107. Siuo atveju eksponentinis augimas vyko iki
80 proceso valandos. Augimo procesui nusistovéjus galutiné §viesos sugertis buvo pasiekta 2,198.

Produkcijos terpé su gliukoze iruréja (po 168 val.)

Produkcijos terpé su sacharoze ir uréja (po 168 val.)

Produkcijos terpé su laktoze ir uréja (po 168 val.)

Produkcijos terpé su gliukoze ir uréja (po 70 val.)

Produkcijos terpé su sacharoze ir uréja (po 70val.)

Terpéir fermentacijos laikas
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3.19 pav. Lasteliy biomasés koncentracijos priklausomybé nuo bakterijy mitybinéje terpéje esanciy anglies ir
azoto Saltiniy, bei fermentacijos laiko
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3.20 pav. Alginato koncentracijos priklausomybé nuo bakterijy mitybingje terpéje esanciy anglies ir azoto
Saltiniy, bei fermentacijos laiko

Atlikti tyrimai azoto Saltiniu naudojant ur¢jg. Tyrimy metu alginato gavimo optimizuoti nepavyko,
nes gauta produkto iSeiga yra mazesné nei naudojant standarting produkcijos terpg, kurios azoto
Saltinis mieliy ekstraktas. Siuo atveju geriausia alginato ideiga buvo gauta vykdant fermentacija 70
valandy ir naudojant uréjg kartu su anglies Saltiniu sacharoze (Zr. 3.20 pav.). Didziausia lgsteliy
biomasés koncentracija taip pat pasiekta naudojant sacharoz¢ su uréja, vykdant fermentacija 168
valandas (Zr. 3.19 pav.).

VI variantas. Bandymy metu siekta rasti optimalia MgSO4 koncentracija produkcijos terpéje. Buvo
tirtos Sios druskos koncentracijos: 1 %, 1,5 %, 2 %, 2,5 %, 3 % ir 3,5 %. Terpés anglies Saltiniu
pasirinkta maltoze (20 g/L).
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3.21 pav. Azotobacter vinelandii bakterijy augimo priklausomybé nuo laiko, naudojant produkcijos terpes su
skirtinga MgSQO4 koncentracija

Naudojant skirtingas MgSOs koncentracijas bakterijy augimas produkcijos terpéje vyko beveik
vienodai. Atvejais, kai koncentracija buvo lygi 2, 3 ir 3,5 %, buvo stebima bakterijy prisitaikymo prie
terpés stadija iki~ 24 proceso valandos, toliau seké greitas eksponentinis kolonijy augimas. Kai
koncentracija buvo lygi 2,5, 3 ir 3,5 %, §i stadija t¢sési iki~ 30 proceso valandos. Atvejais, Kai
koncentracija buvo 1 ir 1,5 % eksponentinio augimo stadija vyko iki 24 valandos. Bakterijy
prisitaikymo prie aplinkos fazé, kai druskos koncentracija buvo lygi 1,5 % vyko iki 15 valandos.
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Véliau augimas nusistovéjo. Pradiné bakterijy sugertis abiem atvejais (1, 1,5 %) buvo 0,045, o galinés
2,266. Kai druskos koncentracija 2 % greiciausias bakterijy augimas stebétas nuo 24 iki 42 valandos.
Pradiné bakterijy Sviesos sugertis Siuo atveju buvo 0,022, o po 91 valandos sieké 2,266. Esant 2,5 %
koncentracijai bakterijos sparciai augo nuo proceso pradzios iki 31 valandos. Toliau augimas
nusistovéjo ir Sviesos sugerties reik§mé tapo lygi 2,203. Pradiné Sviesos sugerties reikSme, Kali
koncentracija lygi 3 % buvo lygi 0,068, o galutiné 2,200. Beveik taip pat augimas vyko ir atveju, kai
MgSO4 koncentracija buvo 3,5 %, taciau galutiné $viesos sugerties reikSmé gauta kiek didesné —
2,270.
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3.22 pav. Lasteliy biomasés Koncentracijos priklausomybé nuo bakterijy mitybinéje terpéje esan¢io MgSO4
koncentracijos

7,38
6,85
6,09
5,57 5,67
4,78
. ,
4
3
2
1
0
1 1,5 2 2,5 3 3,5

MgSQ4 koncentracija, %

Alginato koncentracija, g/L

3.23 pav. Alginato koncentracijos priklausomybé nuo bakterijy mitybingje terpéje esancio MgSOs
koncentracijos

Keiciant MgSO4 koncentracija produkcijos terpéje didziausia alginato iSeiga gauta naudojant 3 %
koncentracijos MgSQOg (7. 3.23 pav.). Didziausia lasteliy biomasés koncentracija pasiekta naudojant
1,5 % koncentracijos MgSOxs (Zr. 3.22 pav.).

MgSO4 druskos koncentracijos produkcijos terpéje jtaka alginato iseigai tyré ir Saeedas, S., ir kt. Siy
mokslininky tyrimais nustatyta, kad optimali MgSOas koncentracija alginato gamybai yra 2%.
Alginato iSeiga naudojant Sig koncentracija sieké apie 6 g/L [26].
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VI variantas. Naudotos produkcijos terpés, su skirtingais NaoHPO4 Kiekiais. MgSO4 koncentracija
pasirenkama 3 %, o anglies Saltinio maltozés — 20 g/L.
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Laikas, valandomis

3.24 pav. Azotobacter vinelandii bakterijy augimo priklausomybé nuo laiko, naudojant produkcijos terpes su
skirtinga Na2HPO4 koncentracija

Pradinés bakterijy Sviesos sugertys produkcijos terp¢je buvo: 0,073, 0,243, 0,430, kai Na,HPO4
koncentracija atitinkamai lygi 1, 1,5 ir 2 %. Bakterijy augimas visais atvejais vyko labai panaSiai.
Sparciausiai bakterijos augo iki 28 proceso valandos. Toliau atvejais, kai druskos koncentracija buvo
1ir 2 % vyko bakterijy kolonijy maz¢&jimas ir galutinés koncentracijos atitinkamai tapo lygios 1,229
ir 1,716. Kai druskos koncentracija buvo 1,5 % po eksponentinio bakterijy augimo vyko stacionarus
bakterijy augimas ir galutiné Sviesos sugertis buvo lygi 2,204.

2 — L7
0,3

1,5

Na,HPO, koncentracija, %

0,61
7
0,5

l F
0 1 1,5 2

Lasteliy biomasés koncentracija, g/L

3.25 pav. Lasteliy biomasés koncentracijos priklausomybé nuo bakterijy mitybinéje terpéje esanéio
Na,HPO4 koncentracijos
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3.26 pav. Alginato koncentracijos priklausomybé nuo bakterijy mitybinéje terpéje esan¢io Na;HPO4
koncentracijos

Atlikus bandymg nustatyta, kad optimali alginato iSeiga gauta naudojant 1% koncentracijos
NaHPOs. Toliau didinant druskos koncentracijg alginato iSeiga mazéja (zr. 3.26 pav.). DidZiausia
lasteliy biomasés koncentracija pasiekta naudojant 2% NaHPO4 (Zr. 3.25 pav.).

Panasis tyrimy rezultatai buvo gauti ir naudojant KH>PO4. Garcia ir kt. nustaté, kad natrio ir kalio
jony koncentracijos didinimas terpéje mazina alginato iSeigg. Naudojant 1% koncentracijos KH2PO4
buvo pasiekta~ 4 g/L alginato iSeiga. Didinant druskos koncentracija ji vis mazéjo ir, kai buvo
naudojama 2,5 % KH2PO4 sieke~3 g/L [26].

VIl variantas. Bandymo metu buvo kei¢iamas standartinés produkcijos terpés anglies Saltinis

(gliukoze) 1 maltozg. Lyginamos skirtingos maltozés koncentracijos (10, 30 ir 40 g/L). MgSO4
koncentracija pasirenkama 3 %.

3

2,5

[=] /

S

©w 2

il

=

iy

= .

g LS —&— Maltozé 10 g/L
=

E Maltozé 30 g/fL
8 1 Maltoze 40 g/L
B

05 /
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Laikas, valandomis

3.27 pav. Azotobacter vinelandii bakterijy augimo priklausomybé nuo laiko, naudojant produkcijos terpes su
skirtinga maltozés koncentracija

Greiciausiai bakterijos produkcijos terp¢je augo naudojant maltozg, kurios koncentracija 40 g/L.
Bakterijos sparc¢iai augo iki 30 proceso valandos, paskui augimas sustojo ir kolonijy sumaz¢jo.
Pradiné Sviesos sugertis Siuo atveju buvo lygi 0,131, o galutiné 2,316. Beveik vienoda galutiné
bakterijy sugertis pasiekta ir naudojant 10 g/L koncentracijos maltoze. Siuo atveju bakterijy augimas
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nebuvo toks greitas ir sparc¢iausias fiksuotas nuo 47 iki 69 proceso valandos. Pradiné Sviesos sugertis
Siuo atveju buvo 0,069. Kai buvo naudojama 30 g/L maltoze iki 30 proceso valandos vyko bakterijy
prisitaikymas prie aplinkos. Pradiné bakterijy Sviesos sugertis §iuo atveju buvo 0,011, o galutiné

2,016.

Maltozés koncentracija

]
~

=

[=a}

40g/L 2,65

|

30g/L

3,46

10g/L

(=]

0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

Lasteliy biomasés koncentracija, g/L

3.28 pav. Lasteliy biomasés Koncentracijos priklausomybé nuo bakterijy mitybinéje terpéje esancios

maltozés koncentracijos

Alginato koncentracija, g/L

7,89
8 7,51

= e N T Tt N ¥ B - N
-
2
(3]
[e.4]

10g/L 30g/L 40 8\L
Maltozés koncentracija

3.29 pav. Alginato koncentracijos priklausomybé nuo bakterijy mitybingje terpéje esan¢ios maltozés

koncentracijos

Daugiausiai alginato ir lgsteliy biomasés pavyko isskirti naudojant 30 g/L koncentracijos maltoze (zr.

3.28 ir 3.29 pav.). Didé¢jant maltozés pertekliui alginato iSeiga mazéja.
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IX variantas. Kei¢iamas standartinés produkcijos terpés anglies Saltinis (gliukozé) j antring zaliava
cukranendriy cukry. Bandymo metu buvo lyginamos skirtingos Sio cukraus koncentracijos (10, 20 ir
30 g/L). MgSOa koncentracija pasirenkama 3 %.
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Laikas, valandomis

3.30 pav. Azotobacter vinelandii bakterijy augimo priklausomybé nuo laiko, naudojant produkcijos terpes su
skirtinga cukranendriy cukraus koncentracija

Kai buvo naudojama 10 ir 30 g/L cukranendriy cukraus koncentracija bakterijy augimas vyko beveik
vienodai. Eksponentinis bakterijy augimas stebétas iki 49 proceso valandos, o paskui stebétas §viesos
sugerties maz¢jimas. Siais atvejais pradiné bakterijy sugertis buvo 0,038, o galutin¢ 2,013 (10 g/L) ir
2,074 (30 g/L). Naudojant 20 g/L cukranendriy cukry spartus bakterijy augimas vyko iki 24 proceso
valandos. Toliau $viesos sugertis mazéjo ir proceso pabaigoje tapo lygi 2,250. Pradiné bakterijy
sugertis Siuo atveju buvo 0,179.

30g/L

2,88

1 1,5 2 2,5 3

Cukranendriy cukraus koncentracija

o
o
[5,]

Lasteliy biomasés koncentracija, g/L

3.31 pav. Lasteliy biomasés Koncentracijos priklausomybé nuo bakterijy mitybinéje terpéje esancios
cukranendriy cukraus koncentracijos
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3.32 pav. Alginato koncentracijos priklausomybé nuo bakterijy mitybingje terpéje esan¢ios cukranendriy
cukraus koncentracijos

Bandymo metu buvo lyginamos skirtingos cukranendriy cukraus koncentracijos. DidZiausia alginato
ir Igsteliy biomasés iSeiga gauta naudojant 30 g/L koncentracijos cukranendriy cukry (zr. 3.31 ir 3.32
pav.).

Mokslininkai taip pat tyré¢ cukranendriy cukraus jtakg alginato gamybai. Naudojant cukranendriy
cukry (20 g/L), kaip anglies Saltinj Burkso (produkcijos) terpéje buvo gauta apie 3,55 g/L alginato ir
6,68 g/L lasteliy biomasés [42]. Cukranendriy cukrus yra pripazintas kaip puiki anglies Saltinio
alternatyva alginato gamybos procese.

X variantas. Kei¢iamas standartinés produkcijos terpés anglies Saltinis (gliukoz¢) j antrines Zaliavas
—kokosy palmiy ziedy cukry ir melasg. Bandymo metu pasirinkta cukry koncentracija 30 g/L. MgSO4
koncentracija pasirenkama 3 %.
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3.33 pav. Azotobacter vinelandii bakterijy augimo priklausomybé nuo laiko, haudojant produkcijos terpes su
skirtingais anglies $altiniais

Pradiné bakterijy Sviesos sugertis terpéje buvo 0,245, kai naudojamas kokoso palmiy ziedy cukrus ir
0,030, kai naudojama melasa. Eksponentinis bakterijy augimas vyko 26 proceso valandas. Toliau
buvo stebima stacionari faze iki~40 valandos, kol bakterijy kolonijy skaicius terpéje éme mazéti.
Galutiné bakterijy Sviesos sugertis atveju su kokoso palmiy ziedy cukrumi lygi 2,429, o atveju su
melasa 1,473.
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3.35 pav. Alginato koncentracijos priklausomybé nuo bakterijy mitybingje terpéje esancio anglies Saltinio

Atliekant bandyma buvo keifiamas standartinés produkcijos terpés anglies Saltinis (gliukoze) i
antrines Zaliavas. Didesné alginato iSeiga gauta naudojant melasg (Zr. 3.35 pav.), o didesné lasteliy
biomasés iSeiga naudojant kokoso palmiy ziedy cukry (Zr. 3.34 pav.).

Kivilcimdanas Moralas ir kt. taip pat kaip tyrimy objekta, alginato gamybos procese, naudojo melasa
ir nustaté, kad Sis cukrus yra gera alternatyva kaip anglies $altinis Azotobacter vinelandii bakterijy
produkcijos terpéje. Alginato sintezé pageré¢jo, kai melasa buvo naudojama kaip vienintelis anglies
Saltinis terpéje. Alginato iSeiga, po 72 valandy inkubacijos buvo lygi 4,67 g/L. Si iSeiga buvo
didziausia lyginant su kitais anglies Saltiniais — maltoze ir krakmolu [25].

] melasos sudétj, kartu su cukrais jeina daug mineraly, vitaminy ir baltymy. Sie komponentai yra labai
naudingi Azotobacter vinelandii bakterijy fermentacijos metu ir gali lemti didesne biopolimero
alginato iSeigg proceso pabaigoje [40].
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3.2. Angliavandeniy kiekio nustatymas

Angliavandeniy kiekiui gautame alginate nustatyti buvo vykdoma jo hidroliz¢ ir naudojamas antrono
reagentas. Sviesos sugertis matuojama 630 nm ilgio bangomis.

3.1 lentelé. Angliavandeniy kiekis iSskirtame alginate

Angliavandeniy

MgSO, koncentracija 3 %

Terpé Sviesos sugertis, =630 koncentracija alginate,
mg/ml
Produkcijos, anglies Saltinis sacharozé 1,427 2,013
Produkcijos, anglies Saltinis gliukozé 0,678 0,943
NRP, anglies saltinis sacharozé ir gliukozé 0,967 1,356
NRP, anglies saltinis sacharozé ir fruktozé 0,795 1,110
Produkcijos su 4-hidroksifenilacto ragstimi,
kai rugsties koncentracija lygi:
0,025 M 0,368 0,501
0,0375 M 0,548 0,758
0,05 M 0,468 0,644
Produkcijos su 3,4-dihidroksibenzoine
rugstimi, kai riig§ties koncentracija lygi:
0,025 M 0,489 0,674
0,0375 M 0,506 0,698
0,05 M 0,337 0,457
Produkcijos, anglies $altinis fruktozé 0,314 0,280
Produkcijos, anglies $altinis manitolis 0,321 0,434
Ezg?gﬁacsijos, azoto saltinis bakteriologinis 0,213 0,424
Produkcijos, anglies Saltinis ksilozé 1,508 2,128
Produkcijos, anglies $altinis krakmolas 2,506 3,553
;r:(;l;ﬂc(flljkf;; anglies Saltinis kokoso palmiy 0,508 07
Produkcijos, anglies $altinis melasa 0,641 0,891
i’;ﬁ?ﬁl;(cijos, anglies Saltinis cukranendriy 0,317 0,428
Produkcijos, anglies Saltinis maltozé (30 g/L) | 0,449 0,617
Produkcijos, azoto $altinis peptonas i sojos 1,737 2,455
Produkcijos, azoto Saltinis peptonas i§ kazeino | 0,856 1,198
okl sl Sl malors G0 U | .7
Produkcijos, anglies Saltinis maltozé (20 g/L), 0,252 0,335
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3.36 pav. Angliavandeniy koncentracijos gautame alginate priklausomybé nuo naudotos bakterijy mitybinés
terpés

Didziausiu angliavandeniy kiekiu pasizyméjo alginatas, gautas kaip anglies Saltinj produkcijos
terpéje naudojant krakmola. MaZiausiu angliavandeniy kiekiu pasiZyméjo alginatas iSgautas i$
produkcijos terpés su fruktoze (zr. 3.36 pav.). Naudojant krakmola, kaip anglies $altinj produkcijos
terpéje, dél jo polimerinés struktiiros, bakterijoms yra sunkiau pasisavinti angliavandenius alginato
gamybai, todél Siuo atveju gautas alginatas pasizyméjo didziausia angliavandeniy koncentracija. Kuo
lengviau bakterijos pasisavina anglies Saltinius, tuo mazesnis angliavandeniy kiekis lieka gautame
produkte.
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3.3. Antioksidaciniy savybiy tyrimas

3.2 lentelé. Alginato antioksidacinés savybés. Absorbcija matuojama 515 nm

Bandinio Palyginamojo Slopinimas,

sugertis tirpalo sugertis | %
Standartiné produkcijos terpé 0,462 20,1
Standartiné NRP terpé 0,333 0,578 42,4
NRP terpé, kurios anglies Saltinis fruktozé (20 g/L) 0,519 10,6
Produkcijos terpés
Anglies $altinis, koncentracija
Maltozé, 20 g/L 0,359 30,3
Ksiloze¢, 20 g/L 0,314 39,0

0,515
Fruktozé, 20 g/L 0,678 0
Sacharozé, 20 g/L 0,387 24,9
Krakmolas, 20 g/L 0,387 194
0,480

Laktoze, 20 g/L 0,360 25,0
Melasa, 30 g/L (3% MgSO.) 0,395 0
Kokoso palmiy ziedy cukrus, 30 g/L (3% MgSOa) 0,335 0,385 13
Azoto Saltinis, koncentracija (produkcijos terpés anglies Saltinis,
koncentracija)
Peptonas i$ sojy, 6 g/L (maltozé, 20 g/L) 0,304 47,4
Peptonas i$ kazeino, 6g/L (maltozé, 20 g/L) 0,400 0,578 30,8
(NH4)2S04, 6 g/L (sacharoze, 20 g/L) 0,402 30,5
(NH4)2S04, 6 g/L (maltozé, 20 g/L) 0,365 29,1
Bakteriologinis peptonas, 6 g/L (gliukozé, 20 g/L) 0,490 0515 4,9
Uréja, 6 g/L (gliukozé, 20 g/L) 0,386 20,9
Uréja, 6 g/L (laktozé, 20 g/L) 0,539 0,488 0
Uréja, 6 g/L (sacharozé, 20 g/L) 0,494 0
4 — hidroksifenilacetato ruigsties koncentracija (terpés anglies
Saltinis sacharozg, 20 g/L)
0,0375 M 0,491 0,480 0
3,4 — dihidroksibenzoinés riigsties koncentracija (terpés anglies
Saltinis sacharoze, 20 g/L)
0,025 M 0,582 0,480 0
MgSO, koncentracija (anglies Saltinis maltozé, 2 g/L)
1% 0,307 37,0
15% 0,414 0,488 15,2
2% 0,452 7.4
2,5% 0,359 11,4
3% 0,408 0405 0
3,5% 0,362 10,6

52



Na;HPO, koncentracija (anglies $altinis maltozé 2 g/L, MgSOa
koncentracija 3%)

1% 0,373 27,6
0,515
1,5% 0,425 17,5
2% 0,361 29,9
Maltozés koncentracija (MgSO4 koncentracija 3%)
10 g/L 0,237 40,8
0,400
30 g/L 0,236 41,0
40 g/L 0,392 0,423 7,4
Cukranendriy cukraus koncentracija (MgSO4 koncentracija 3%)
10 g/L 0,393 0,408 3,7
20 g/L 0,338 0,423 20,1
30 g/L 0,281 0,408 31,1
co o 47,4
s 42,4
i a1 408 44 .
=® 35 3,1 308 30,5 30,3
) 30
£ 25
a 20
b 15
10
5

Terpés, komponentai

3.37 pav. DPPH radikalo slopinimo priklausomybé nuo naudotos mitybinés bakterijy A. vinelandii terpés ir
jos komponenty

Atlikus DPPH radikalo slopinimo tyrimg nustatytos pagaminto alginato antioksidacinés savybes.
Geriausiu DPPH radikalo slopinimu ir didziausiu antioksidaciniu poveikiu pasizyméjo alginatas,
kuriam gauti buvo panaudota produkcijos terpé, kurioje azoto Saltinis peptonas i$ sojy, 0 anglies

Saltinis maltozé (zr. 3.37 pav.).
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4. Rekomendacijy dalis

Siekiant optimizuoti polisacharido alginato gavima i§ Azotobacter vinelandii bakterijy reikia
pasirinkti produkcijos terpés mitybinius komponentus, suteikian¢ius optimalia produkto iSeiga. Sio
tyrimo metu buvo nustatyta, kad didziausig alginato iSeiga galima pasiekti pakeitus produkcijos terpés
anglies, azoto Saltinius, jy koncentracijas ir mikroelemento — MgSOs druskos koncentracija.
Atsizvelgiant | gautus tyrimo rezultatus, alginato gavimo procesui rekomenduojamas anglies Saltinis
yra maltoz¢, o azoto Saltinis — mieliy ekstraktas. Rekomenduojamos jy koncentracijos atitinkamai yra
30 g/L ir 6 g/L. Rekomenduojama MgSO4 koncentracija yra 3 %.

Alginato gamybai taip pat galima naudoti antrines zaliavas. Tyrimo metu buvo atliekami
eksperimentai su cukranendriy cukrumi, melasa ir kokoso palmiy ziedy cukrumi. Naudojant Siuos
anglies Saltinius taip pat pavyko optimizuoti alginato gamybos procesg. Geriausiu rezultatu
pasizyméjo cukranendriy cukrus. Naudojant antrines zaliavas galima ekonomiskiau vykdyti alginato
gamybos procesg. Taip pat antriniy zaliavy naudojimas padaro procesg draugiskesnj aplinkai.

Rekomenduojamoje alginato gamybos schemoje (Zr. 4.1 pav.) pateikiami pagrindiniai S$io
biopolimero gamybos etapai:

Azotobacter vinelandii bakterijy auginimas NRP terpéje;
Azotobacter vinelandii bakterijy jterpimas j produkcijos terpe;
bakterijy fermentacijos procesas;

produkto iSskyrimas i§ produkcijos terpés;

produkto gryninimas (plovimas, dZiovinimas, smulkinimas).

arwbdE
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4.1 pav. Rekomenduojama alginato gamybos principiné aparatiiriné schema
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4.1 lentelé. Aparatiirinés schemos jrenginiy zyméjimas

Zyméjimas

Irenginys

M-1, M-3, M-4, M-5, M-6

Magnetiné maiSyklé

ST-1, ST-2 Autoklavas

T Talpa (kolba)

M-2 Kratyklé

S-1-S-13 IScentrinis siurblys
B-1,B-2 Bioreaktorius

OK Oro kompresorius
OF Oro filtras

V-1, V-2, V-3 Voztuvas
C-1,C-2,C-3 Centrifuga

F Filtras

D Distiliatorius

R Rezervuaras

TS-1, TS-2 Sraigtinis transporteris
PL Plovimo jrenginys

L Liofilizatorius

TJ-1, TJ-2 Juostinis transporteris
TR Smulkintuvas

Dz Dozatorius

PK Pakavimo jrenginys
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ISvados

Buvo tiriami skirtingy anglies $altiniy poveikiai produkcijos terpéje alginato gamybos metu.
Nustatyta, kad optimalias salygas suteikiantis anglies Saltinis yra maltozé, kurios koncentracija
30 g/L. Naudojant maltozg gamybos proceso metu buvo pasiekta didZiausia alginato iSeiga — 7,89
g.

. Buvo palyginti skirtingy azoto $altiniy produkcijos terpéje poveikiai. Nustatyta, kad optimali
alginato iSeiga pasiekta, kai azoto Saltiniu naudojamas mieliy ekstraktas ir lygi 2,84 g.

Tyrimy metu buvo kei¢iama MgSO4 druskos koncentracija (1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5 %) produkcijos
terpéje. Didziausia alginato iSeiga gauta naudojant 3 % koncentracijos MgSOair lygi 7,88 g. Taip
pat buvo tiriamas Na,HPO4 druskos koncentracijos (1; 2; 3 %) produkcijos terpéje, kurioje anglies
Saltinis maltozé 2 g/L, MgSOa4 koncentracija 3 %, poveikis. Didziausia alginato iSeiga gauta
naudojant 1 % koncentracijos Na;HPOqs ir lygi 3,08 g, taiau ji yra meZesné, nei standartinés
produkcijos terpés atveju, kai NapHPOs; koncentracija lygi 2 g/L. Taigi, $ios druskos
koncentracijos didinimas proceso metu nepadeda pasiekti didesnés alginato iSeigos.

. Alginato gamybai baterijy mitybinéje produkcijos terpéje, kaip maistinés medziagos, buvo
naudojamos antrinés zaliavos melasa, cukranendriy cukrus ir kokoso palmiy ziedy cukrus.
DidZiausia alginato iSeiga buvo gauta naudojant cukranendriy cukry, kurio koncentracija 30 g/L
ir lygi 11,86 g.

. Buvo tirtas angliavandeniy kiekis gautame alginate. Maziausiu angliavandeniy kiekiu pasizymejo
alginatas, gautas kaip anglies $altinj produkcijos terpéje naudojant fruktoze (0,280 mg/ml).
Gautas alginatas pasizyméjo antioksidaciniu poveikiu. Tyrimy metu nustatyta, kad geriausiai 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazilo radikalg slopino alginatas, kurio gamybos procese anglies Saltiniu
naudota maltozé (20 g/L), o azoto Saltiniu peptonas i§ sojy (6 g/L). Antioksidacinis alginato
aktyvumas $iuo atveju buvo 47,4 %.

Sio tyrimo metu optimalios ir rekomenduojamos alginato gamybos salygos buvo gaunamos, Kai
naudojama bakterijy Azotobacter vinelandii produkcijos terpé, kurios sudétis: maltozé (30 g/L),
(NH4)2SO4 (0,6 g/L), NaoHPO4 (2 g/L), MgSOa4 (3 %), mieliy ekstraktas (6 g/L). Taip pat
rekomenduojama alginato gamybai naudoti antrines Zaliavas, kurios gamybos procesa daro
ekonomiskesnj.
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