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Darbe tirti Thermus aquaticus YT-1 bakterijy lizato skaidrinimo, naudojant tangentinio mikrofiltravimo sistema,
désningumai. Tarpusavyje lygintos komercinés 0,2 um ir 0,65 pm skersmens pory membranos. Abiems membranoms parinktos
optimalios proceso atlikimo salygos. Kiekvienai membranai nustatytas optimalus membranos savitasis naSumas, ivertintos
baltymy, nukleoriig§¢iy, polisacharidy ir tikslinio produkto Taq DNR polimerazés iSeigos, ju sulaikymo koeficientai bei
praéjimo per membrang greiCio konstantos. Nustatyta, kad membranos savitasis nasumas yra didesnis naudojant 0,2 um
skersmens pory membrang, o produkto iSeiga sickia 96,3 +3,7 %. Taip pat parodyta, kad medziaga, i§ kurios pagaminta
membrana, turi jtakos proceso naSumui. Apibendrinus visus rezultatus nustatyta, kad 7. aquaticus YT-1 bakterijuy lizatui
skaidrinti, gaunant didZiausia Taq DNR polimerazés iseiga, reikia naudoti 0,2 um skersmens pory membrana.

[vadas

Vidulasteliniy makromolekuliy iSgavima galima
iSskirti i kelis etapus: pasirinkto mikroorganimo augini-
ma, biomasés ardyma, suardyty lasteliy skaidrinima ir
tikslinio produkto gryninima, naudojant jvairius didelés
skiriamosios gebos metodus. Suardytos lastelés dazniau-
siai skaidrinamos suspensija centrifuguojant bei filtruo-
jant [1]. Vienas i§ alternatyviy metody, kuris vis placiau
taikomas suardytoms lasteléms skaidrinti, yra tangentinis
mikrofiltravimas. Sis metodas patrauklus dél mazy ener-
gijos sanaudy, galimybés dirbti su skirtingais tirpalais
naudojant ta pacia aparatiira, nedenatiiruojanciy salygy ir
salyginai saugaus naudojimo [2].

Tangentinis mikrofiltravimas daznai naudojamas
kaip pirma baltymy ir fermenty gryninimo stadija. Juo i§
terpés, kurioje yra tikslinis produktas, atskiriamos laste-
1és, ju nuolauzos po suardymo ir kitos netirpios medzia-
gos, kuriy dydis 0,02-10 pm. Filtravimo proceso varo-
moji jéga yra slégiy skirtumas abipus membranos, todél
procesas yra efektyvus net tais atvejais, kai tankis tarp
daleliy ir terpés praktiskai nesiskiria [3].

Paprastai biologinius tirpalus yra labai sudétinga
nufiltruoti, nes tai yra neniutoniniai tirpalai, arba todeél,
kad membranos pavirSiuje susiformuoja spiidus ir memb-
rang blokuojantis sluoksnis [4]. Dél Sio susidariusio
sluoksnio filtravimo metu mazéja membranos savitasis
naSumas ir didéja slégiy skirtumas abipus membranos.
Todél suardyty lasteliy skaidrinimas yra sudétingas pro-
cesas, kuriam biitina parinkti optimalias salygas.

Literatiiroje yra daug duomeny apie suardyty gram-
neigiamy E. coli bakterijy skaidrinima tangentinio mikro-
filtravimo metodu [5—7]. Yra parodyta, kad suardyty E.
coli lasteliy mikrofiltravimo efektyvumas priklauso nuo
siurblio nasumo, lgsteliy santalkos, flokulianty naudoji-
mo.

Taciau duomeny apie tangentinio mikrofiltravimo
eksperimentus, atliktus su kitais suardytais mikroorga-
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nizmais, yra labai nedaug. Yra parodyta, kad suardytu
mieliy skaidrinimas yra efektyvesnis periodiskai naudo-
jant atgalini plovima mikrofiltravimo metu [8]. Taip pat
apraSytas sekretuojamos invertazés gryninimas i§ mieliy
lizato, naudojant 0,45 pm pory skersmens membrang [9].
Gana iSsamiai buvo iSnagrinétas suardyty Nocardia
corallina lasteliy skaidrinimo priklausomumas nuo suar-
dymo metodo [10]. Tac¢iau duomeny yra per mazai, kad
biity galima pasakyti, jog tangentinis mikrofiltravimas
gali biti naudojamas jvairiems suardytiems mikroorganiz-
mams skaidrinti, kokios membranos yra tinkamos Siam
procesui. Daugiau duomeny apie suardyty skirtingy bak-
terijy skaidrinima tangentinio mikrofiltravimo metodu
leisty ieskoti bendry désningumu, palengvinty proceso
optimizavima bei suteikty daugiau ziniy apie skirtingy
lasteliy itaka procesui.

Thermus aquaticus YT-1 yra gramneigiama termofi-
liné lazdeliné bakterija, kurios optimali augimo tempera-
tira yra 70-75 °C. Pagrindinis produktas, gaminamas i$
$io mikroorganizmo, yra Taq DNR polimerazé. Sis fer-
mentas pasizymi dideliu stabilumu aukstoje temperatiiro-
je bei katalitiniu aktyvumu, todél yra vienas placiausiai
naudojamy fermenty biotechnologijoje taikomy polime-
razés grandiningje reakcijoje (PGR) ir DNR pirminei
struktirai nustatyti (sekoskaitoje) [11].

Sio darbo tikslas yra parinkti optimalias salygas su-
ardytoms 7. aquaticus YT-1 lasteléms skaidrinti, atsizvel-
giant | proceso naSuma bei produkto Taq DNR poli-
merazgs iSeiga.

Naudotos medziagos ir tyrimy metodika

MEDZIAGOS. Citriny riigitis (Applichem), natrio
hidroksidas (Applichem), etilendiaminotetraacto riigstis,
EDTA (Amresco), fenilmetilsulfofluoridas, FMSF (Appli-
chem), Nonidet P-40 (Sigma), Folin-Ciocalteu fenolinis
reagentas (Merck), trichloracto rligstis (Merck), JSA
standartai (Pierce), fenolis (Merck), koncentruota sieros
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rugstis (Merck), gliukozé (Merck), perchlorato ragstis,
HCIO, (Merck), vario(Il) sulfatas (Applichem), 37 MBg/ml
[*H]-dTTP (Amersham), 0,15 M NaCl vandeninis tirpalas
(UAB ,,Fermentas®).

T. AQUATICUS YT-1 LASTELIU ARDYMAS.
Nucentrifuguota T. Aquaticus YT-1 biomasé buvo gauta
i8§ UAB ,,Fermentas“ ir laikoma -20 °C temperatiiroje.
Kiekviena karta atliekant eksperimenta buvo pasveriama
60 g biomasés ir suspenduojama Ultra-Turrax T25
homogenizatoriumi buferiniame tirpale A (20 mM natrio
citratinis buferis, pH 6,0; 15 mM EDTA; 1 mM FMSF)
svoriy santykiu 1 : 3. Suspenduota biomas¢ ardyta

didelio slégio homogenizatoriumi (APV, LAB 2000)
trimis pasaZzais: pirmasis pasazas, esant 500-600 bar
slégiui, o antrasis ir treciasis — 1250 bar. Proceso metu
suspensija visg laika ausinta iki 10-14 °C.

TANGENTINIS MIKROFILTRAVIMAS. Mikrofiltra-
vimo eksperimentai atlikti naudojant tangentinio filtravimo
sistema, kurios principiné schema pavaizduota 1 paveiksle.
Tyrimams naudotos komercinés 0,65 pm PVDF
(polivinildenfluoriding) ir 0,2 um PES (polietersulfoning)
membranos. Membrany charakteristikos pateiktos 1 lente-
l&je.
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1 pav. Tangentinio mikrofiltravimo principiné schema

1 lentelé. Membrany charakteristikos

Parametras Membrana | Membrana I1
M1 M)
Gamintojas Pall corporation GE Healthcare
Tipas Plausai Plausai
Medziaga PVDF PES
Pory dydis 0,65 um 0,2 pm
Plotas 0,1 m 0,042 m?
Modulio aukstis 546 mm 300 mm
Plauso vidinis
skersmuo 1,1 mm 1 mm

Suardyty lasteliy suspensija buvo praskiesta iki
120 g/l koncentracijos buferiniu tirpalu A ir i ja pridéta
pavirSinio aktyvumo medziagos Nonidet P40 iki 0,025 %
galutinés koncentracijos. [ buferinj tirpala A taip pat
pridéta Nonidet P40. Patikrinus vandens savitaji naSuma
per membrang ir isitikinus, kad membrana yra $vari,
sistema uzpildyta buferiniu tirpalu A, kuris cirkuliuojamas
sistemoje ne maziau kaip 10 min, esant 0,1-0,15 bar trans-
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membraniniam slégiui (TMS). [ paruosta sistema ipilta
0,51 praskiestos suardyty 7. aquaticus YT-1 lasteliy sus-
pensijos. Suspensija cirkuliuojama sistemoje 7,4 m/s grei-
Ciu, atidarius permeato linijos voztuva, kuriuo sistemoje
palaikomas atitinkamas transmembraninis slégis.

Optimaliam transmembraniniam slégiui, esant tam tik-
ram siurblio na§umui, nustatyti permeato linijos voztuvas
buvo atidaromas kas 10—15 min ir tokiu biidu padidinamas
slégiy skirtumas abipus membranos (transmembraniniam
slégiui — TMS). Visi kiti eksperimentai atlikti, esant
nustatytam optimaliam transmembraniniam slégiui. Visi su
mikrofiltravimu susij¢ eksperimentai buvo atliekami 2—
8 °C temperatiiroje.

MIKROFILTRAVIMO MEMBRANOS PLOVIMAS.
Po kiekvieno eksperimento membrana plauta 2-3 1 van-
dens, po to 1-2 h palikta viename litre 0,5 M NaOH
tirpalo. Po inkubavimo su Sarmu sistema dar karta per-
plauta vandeniu ir patikrintas vandens savitasis naSumas
per membrang. Jeigu membranos savitasis naSumas per
mazas, valoma pakartotinai. Mikrofiltravimo membrana
plauta 20-25 °C temperatiiroje.



BALTYMU KONCENTRACIJOS NUSTATYMAS.
Baltymuy koncentracija analizuota taikant modifikuota
Lowry metoda [12]. Kalibravimo grafikas gautas nau-
dojant jaucio serumo albumino (JSA) standartus (10—
200 pg/ml). Visi méginiai skiesti 0,15 M NaCl, 8 mM
NaNj; tirpalu. Baltymuy koncentracija apskaifiuota i§
kalibravimo grafiko.

POLISACHARIDY KONCENTRACIJOS NUSTATY-
MAS. Polisacharidy koncentracija tiriamuose méginiuose
nustatyta taikant Dubois fenolio-sieros riigSties metoda
[13]. Pries analiz¢ méginiai skiesti buferiniu tirpalu A.
Meéginiy Sviesos sugertis matuota esant 490 nm bangos
ilgiui. Polisacharidy koncentracija nustatyta naudojant
gliukozés tirpalo (5-150 pg/ml) kalibravimo grafika.

NUKLEORUGSCIU KONCENTRACLJOS NUSTA-
TYMAS. Méginiai skiesti buferiniu tirpalu A. [ 250 pl pra-
skiesto méginio jpilta 1 ml perchlorato riigsties (HCIO,) ir
inkubuota 30 min 98 °C temperatiiroje, po to méginiai
palikti atvésti iki kambario temperatiiros. Tirpalai centri-
fuguoti 10 min esant 14 000 aps./min greiciui (Eppendorff
R-5801).

Po centrifugavimo matuota Sviesos sugertis superna-
tante esant 270 ir 290 nm bangos ilgiui [14]. Nukleo-
rigsciy koncentracija apskaiciuota pagal formule:
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CDNR = (A270 - Az9o)'

¢ia Cpyr — DNR koncentracija, pg/ml; A,z ir Az — tirpalo
$viesos sugertis esant 270 ir 290 nm bangos ilgiams; p —
méginio skiedimas, kartais.

TAQ DNR POLIMERAZES FERMENTINIO AKTY-
VUMO NUSTATYMAS. Fermentinis aktyvumas matuotas {
reakcijos misini (67 mM Tris/HCL, 6,7 mM MgCl,, 1 mM
DTT, 50 mM NacCl, 0,2 mg/ml BSA, 0,2 mM dNTP, 250
pg/ml lagisy pieniy DNR, 8 pl/ml [*H]-dTTP) pridedant
iki ~0,006 akt.vnt./ul skiesto meéginio ir inkubuojant
30 min 70 °C temperatiiroje. Matuojamas i§dziovinty DE-
81 lapeliy su ant jo sorbuotu méginiu radioaktyvumas ir
skaiiuojamas Taqg DNA polimerazés fermentinis akty-
vumas.

DALELIU DYDZIO NUSTATYMAS. Naudojant Zeta-
sizer Nano Series (Nano — S; Malvern instruments) jrenginj
buvo i$matuoti méginiuose esanciy daleliy dydziai. Esant
reikalui, méginiai buvo skiesti 0,15M NaCl tirpalu.
Matavimui buvo naudoti necentrifuguoti méginiai.

BIOJUNGINIU KONCENTRACIJOS KITIMO FILT-
RATE MODELIAVIMAS. Biojunginiy koncentracijos kiti-
mas pradiniame tirpale (suardyty lasteliy suspensijoje)
priklauso nuo medziagos koncentracijos ir koncentracijos
kitimo greiCio konstantos k. Idealiomis salygomis, kai
medziaga nesulaikoma membranos, §] santykj galima
uzrasyti lygtimi:
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¢ia C — medziagy koncentracija tirpale, mg/ml, N — per memb-
rang pragjusio tirpalo tiris, ml, £ — medziagos koncentracijos
kitimo greicio konstanta, ml.

Suintegravus (2) lygti, kai pradinémis salygomis
medziagos koncentracija yra Cp, gaunamas koncentraci-
jos kitimo priklausomumas nuo filtrato tario:

C=Cpe™. 3)

Bet kuriuo laiko momentu, pagal masés tvermés
désnj, bendra medziagos koncentracija (C,,) yra lygi

koncentracijy pradiniame tirpale (koncentrate) (Cy) ir
filtrate (Cr) sumai:

Ctot = CK + CF.

Tuo tarpu norint iSreiksti koncentracija filtrate, itrau-
kiamas medziagos sulaikymo koeficientas (R) — vienas i§
dvieju pagrindiniy filtravimo parametry (kartu su
membranos savituoju nasumu). Sulaikymo koeficientas
nurodo proceso selektyvuma. Jei R = 1 — visos dalelés
(arba tikslinés) yra sulaikomos ir i filtrata nepatenka, o
kai R = 0 — visos dalelés prateka pro membrang. Taciau
Sis santykis yra teisingas tik nesideformuojancioms tvir-
toms sferinéms daleléms. Dalelés, kurios yra linkusios
deformuotis paprastai turi mazesni sulaikymo koeficienta.
Tokiu atveju makromolekulés kitima koncentrate galima
aprasSyti lygtimi:

C,=Cye™(1-R). 4)

Rezultatai ir jy aptarimas

OPTIMALAUS TRANSMEMBRANINIO SLEGIO IR
SIURBLIO NASUMO NUSTATYMAS. Remiantis Darcy
désniu, tangentinio filtravimo eksperimentus reikia atlikti
sudarant minimaly transmembraninj slégj ir pumpuojant
tirpala per sistema kuo didesniu greiciu [15]. Tokiomis
salygomis yra maziausia tikimybe lasteliy lizate esan-
¢ioms makromolekuléms ir jy agregatams kauptis memb-
ranos pavirSiuje ir ja blokuoti. Taciau pasirinktas per
didelis siurblio naSumas padidina proceso energetines
sanaudas, todél tangentiniam mikrofiltravimui bitina pa-
rinkti optimalias salygas: siurblio naSuma ir transmemb-
raninj slégj, kuriems esant gaunamas didziausias memb-
ranos savitasis naSumas.

Membranos savitojo nasumo priklausomumas nuo
transmembraninio slégio buvo nustatytas esant keturiems
skirtingiems siurblio nasumams 0,533, 1,067, 2,134 ir
3,467 m*/h (2 ir 3 pav.). I§ rezultaty matyti, kad nepaisant
naudojamos membranos, esant maziausiam siurblio
naSumui, jau esant ~0,12 bar slégiui transmembraninis
slégis neturi jtakos membranos savitajam nasumui. Kaip
ir galima tikétis, didziausias membranos savitasis naSumas
buvo gautas esant 3,467 m’/h siurblio nagumui. Membranos



savitasis naSumas, naudojant 0,65 pm pory skersmens
membrang, praktiskai nepriklauso nuo siurblio nasumo.
Tuo tarpu naudojant 0,2 pm pory skersmens membrana,
proceso nasumas, atsizvelgus i siurblio naSuma, skiriasi
1,84 karto. Tirpala sistemoje cirkuliuojant 2,134 m*/h srauto
debitu ir esant 0,35 bar transmembraniniam slégiui, memb-

ranos savitasis naumas buvo gautas 33,5 l/(h'm?), tuo tarpu
esant 1,067 m*/h (0,15 bar TMS) — 18 1/(h-m?). Padidinus
siurblio nafuma iki 3,467 m’/h ir esant 0,41 bar trans-
membraniniam slégiui, membranos savitasis nasumas
padidéja labai nezymiai (36 1/(h'm?)).
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Transmembraninis slégis, bar

2 pav. Membranos savitojo nasumo priklausomumas nuo transmembraninio slégio, esant skirtingam siurblio nasumui. Naudojama

0,65 um pory skersmens membrana

Remiantis rezultatais, nusprgsta tangentinio mikro-
filtravimo eksperimentus su abiem membranomis atlikti
esant 2,134 m’/h siurblio srauto debitui ir 0,35 bar trans-
membraniniam slégiui. Tyrimus atlikti esant didesniam

transmembraniniam slégiui netikslinga, nes padidinus
slégi, membranos savitasis nasumas pakinta nezymiai,
tuo tarpu padidéja tikimybé blokuoti membrang lasteliy
nuolauzomis.
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Transmembraninis slégis, bar

3 pav. Membranos savitojo nasumo priklausomumas nuo transmembraninio slégio, esant skirtingam siurblio naSumui. Naudojama

0,2 um pory skersmens membrana

MEMBRANOS SAVITOJO NASUMO PER MEMB-
RANA PALYGINIMAS. Tangentinio mikrofiltravimo me-
tu stebétas membranos savitasis naSumas (4 pav.).
Savitojo naSumo per 0,65 um membrang kitimas proceso
metu i$ pradziy i$ 1éto didéjo, o per membrana pratekéjus
300 ml permeato, pradéjo i§ léto mazéti. Tai gali buti
susij¢ su suardyty lasteliy nuolauzy pralaidumu per
membranos poras. Tirpiy medziagy ir lasteliy nuolauzy
dydis gali ivairuoti nuo tiikstantyjy mikrometro daliy iki
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keliy mikrometry — tai priklauso nuo lastelés susiardymo.
Todél i§ pradziy stebima maZesniy uz pory skersmenj
daleliy skvarba per membrana ir su tuo susijgs memb-
ranos savitojo nasumo didéjimas. Taciau nufiltravus du
diafiltravimo tiirius per membranga, membranos savitasis
nasumas pradeda mazéti dél atsirandancio membranos
blokavimo. Vidutinis savitasis nasumas per 0,65 pm pory
skersmens membrana nustatytas 20,6 1/(h-m?).
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4 pav. Membranos savitojo nasumo kitimas tangentinio mik-
rofiltravimo metu, procesa atlickant skirtingomis membranomis

Savitasis nasumas per 0,2 um pory skersmens memb-
rang viso proceso metu maze¢jo. IS pradziy membranos
savitojo naSumo maz¢éjimas buvo greitesnis, o per memb-
rang pratekéjus 400 ml permeato, savitasis naSumas sta-
bilizavosi. Tai gali buti susij¢ su suardyty lasteliy nuo-
lauzy patekimu { membranos poras ir membranos polia-
rizacija. ApskaiCiuotas vidutinis savitasis naSumas per
0,2 pm membrang buvo 27,8 1/(h-m?). I3 rezultaty matyti,
kad savitasis naSumas per 0,65 pm membrang yra 1,35
karto mazesnis, palyginus su 0,2 pm membranos naSumu.
Tokie rezultatai gali biti gauti dél dviejy priezasCiy: a)
dél skirtingo membrany pory skersmens ir b) dél
medziagos, i$ kurios pagaminta membrana [16]. [ plates-
nes (0,65 um) poras patenka daugiau suardyty lasteliy
nuolauzy, kurios negalédamos praeiti per pora, ja blo-
kuoja ir uzkemsa, taip sumazindamos pralaiduma. Taip
pat makromolekulés ar suardyty lasteliy nuolauzos gali
skirtingai saveikauti su PVDF ir PES, nors abu polimerai
pasizymi hidrofilinémis savybémis. Eksperimentiskai pa-
rodyta, kad Taq DNR polimerazés iSeiga po mikrofilt-
ravimo per 0,65 pm PVDF membrana, naudojant buferinj
tirpala be pavirSinio aktyvumo medziagos, yra tik 46 %
(rezultatai nepateikti). Tuo tarpu 50 % fermento nelieka
nei koncentrate, nei filtrate. Remiantis $iais rezultatais bei
tuo, jog pridéjus pavirsinio aktyvumo medziagos Nonidet
P-40 iseiga padidéja iki 86,8 £4,9 % (2 lent.), galima
teigti, kad produkto iSeiga sumazéja dél galimos
agregacijos ir saveikos su membrana. Naudojant 0,2 um
PES membrang tomis pacdiomis salygomis, fermento
iSeiga siekia 96 %.

Gauti eksperimentiniai duomenys skaidrinant 7.
aquaticus YT-1 lizata tangentinio mikrofiltravimo metodu
koreliuoja su literatiros duomenimis apie E. coli ir
N. corallina lizaty skaidrinimg. Galima teigti, kad nepai-
sant mikroorganizmo rii§ies, proceso nasumas priklauso
nuo naudojamy membrany pory skersmens. Proceso
efektyvumas didesnis naudojant mazesnio pory skers-
mens membranas.

MEDZIAGU ISEIGOS ANALIZE. Po kiekvieno tan-
gentinio mikrofiltravimo eksperimento buvo jvertintos
nukleorigs¢iy, polisacharidy, baltymy ir Taq DNR poli-
merazés iSeigos (2 lent.). Abiem atvejais dauguma mak-
romolekuliy praeina pro membrang i filtrata, taciau nau-
dojant 0,2 um membrana, visy analizuoty makromole-
kuliy, iSskyrus Taq DNR polimerazg, filtrate randama
maziau (5 pav.). I§ rezultaty matyti, kad Taq DNR poli-
merazés (0,2 um membrana) ir polisacharidy (0,65 pm
membrana) bendra iSeiga yra artima 100 %. Visais kitais
atvejais bendra vidutiné iSeiga kinta nuo 81 iki 88 %. Tai
rodo, kad makromolekulés saveikauja su membrana arba
patenka i poras ir jas uzkemsa. Makromolekuliy ir memb-
ranos saveika turi jtakos mazéjanc¢iam filtrato srautui per
membrang, ypac filtravimo per 0,2 pum membrang metu.
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5 pav. Makromolekuliy pasiskirstymas filtrate po tangentinio
mikrofiltravimo. T, B, N ir P simboliai atitinkamai reiskia Taq
DNR polimerazé, baltymai, nukleorfigitys ir polisacharidai.
Skaiciai 1 ir 2, esantys prie simboliy, rodo, kad procesas ati-
tinkamai atliktas naudojant 0,2 um ir 0,65 um pory skersmens
membranas

2 lentelé. Polisacharidy, baltymy, nukleorfigs¢iy ir Taq DNR polimerazés iSeiga (%) po tangentinio mikrofiltravimo filtrate ir kon-
centrate. M1 — 0,2 um pory skersmens membrana, M2 — 0,65 um pory skersmens membrana

Taq DNR polimerazé Baltymai Nukleortigstys Polisacharidai
Tangentinio mikrofiltravimo
frakcijos MI MII MI MII MI MII MI MII
Filtratas 96,3 £3,7 | 82,5+4,5 | 72,349,2 | 82,8 45,6 | 76,5+7,7 | 83,7+7,1 | 67,4+2,7 | 76,6 +8,4
Koncentratas 1,6 0,2 | 43+04 | 85+0,5 | 2,5+04 | 7,1+0,6 | 43+0,4 | 29,2+28 | 4,2+0,6
Bendra mikrofiltravimo i$eiga | 97,9 £3,9 | 86,8 +4,9 | 83,8 +9,7 | 85,3 46,0 | 83,6 +8,3 | 88,0+7,6 | 96,7 +5,5 | 80,8 +9,0

Idomu tai, kad 67,4 £2,7 % polisacharidy praeina
per 0,2 pm membrana, o likusi dalis (29,2 £2,8 %) lieka
koncentrate. Tuo tarpu naudojant 0,65 pm PVDF memb-
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rana, 76,6 £8,4 % polisacharidy praeina pro membrana, o
koncentrate lieka tik 4,2 £0,6 %. Tai rodo, kad ne maziau
negu 10 % polisacharidy licka membranos porose arba su



ja saveikauja. Panasi tendencija stebima su baltymais ir
Taq DNR polimeraze — didesnis kiekis makromolekuliy
uzsilaiko membranos porose arba saveikauja su 0,65 pm
PVDF membrana. Daugiau nukleortigs¢iy prarandama
gaunamas naudojant 0,2 um PES membrana.

Palyginus makromolekuliy iSeigas su literatiroje
pateiktomis iSeigomis po skaidrinimo tangentinio mikro-
filtravimo metodu (kai naudojami skirtingi mikroorga-
nizmy lizatai), galima teigti, kad geriausiai makromo-
lekules sulaiko maZesnio pory skersmens membrana.
Taciau norint gauti didesnes tikslinio produkto iSeigas su
mazesnio pory skersmens membranomis, reikia parinkti
optimalias salygas.

MAKROMOLEKULIYU KONCENTRACIJOS KITIMO
FILTRATE MODELIAVIMAS. Taq DNR polimerazés,
baltymy, nukleortig§Ciy ir polisacharidy kitimui filtrate
aprasyti buvo pritaikytas modelis ((4) lygtis), kuri nau-
dojant apskaiCiuota grei¢io konstanta (k) ir medZiagos
sulaikymo koeficientas (R). Rezultatai pateikti 3 lenteléje
ir parodyti 6 ir 7 paveiksluose.
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-8 Polisacharidai
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N =%— Taq DNR polimerazé
;j"
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6 pav. Makromolekuliy kitimas filtrate tangentiniam mikrofilt-
ravimui naudojant 0,2 pm pory skersmens membrana

IS rezultaty matyti, kad visy medziagy, iSskyrus Taq
DNR polimerazés, sulaikymo koeficientas yra didesnis,
kai tangentiniam mikrofiltravimui naudojama 0,2 pm
poru skersmens membrana. Tai atitinka medZziagy kon-
centracijos analizés rezultatus.
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7 pav. Medziagy koncentracijos kitimas filtrate tangentiniam
mikrofiltravimui naudojant 0,65 pm pory skersmens membrana

Baltymy ir nukleorig§¢iy sulaikymo koeficientas
0,2 pm membranai yra ~2 kartus didesnis, palyginti su
0,65 um membrana. Polisacharidams apskaiCiuotasis R
yra nezymiai didesnis, tuo tarpu Taq DNR polimerazés
sulaikymo koeficientas yra daugiau negu 2 kartus ma-
zesnis palyginus su didesnio pory skersmens membrana.
Gauti duomenys koreliuoja su apskai¢iuotomis iSeigo-
mis — tangentiniam mikrofiltravimui naudojant 0,2 pm
poru skersmens membrana koncentrate licka daugiau
baltymy, nukleortigs¢iy ir polisacharidy. Tuo tarpu
tikslinio produkto Taq DNR polimerazés iSeiga filtrate
yra 96,3 £3,7 %, o sulaikymo koeficientas R maziausiais
(0,2789).

Visoms medziagoms apskaiciuotos greic¢io konstan-
tos, naudojant 0,2 um membrana, yra nuo 1,47 iki 2,13
karto didesnés, palyginus su 0,65 pm membrana. Tai
galima pamatyti ir i§ biojunginiy koncentracijos kitimo
filtrate duomeny (6 ir 7 pav.) — tam, kad biojunginiy
koncentracija filtrate priartéty prie minimalios (naudojant
0,65 um membrang), reikia diafiltruoti maziausiai 10
mikrofiltravimo tiiriy. Tokiu atveju skirtingy biojunginiy
koncentracija filtrate sumazés daugiausiai 26,2 karto (Taq
DNR polimerazei). Tuo tarpu naudojant 0,2 pm
membrang, biojunginiy koncentracija filtrate sumazéja
nuo 26 iki 75 karty per 5,7 mikrofiltravimo turiy.

3 lentelé. Medziagy sulaikymo koeficientas ir ju koncentracijos kitimo filtrate greic¢io konstantos

R k, ml’!
Membrana . Nukleo- Polisa- Taq DNR . Nukleo- Polisa- Taq DNR
Baltymai _ i . . Baltymai _ . . .
rugstys charidai polimerazé rugstys charidai polimerazé
MI 0,8011 0,8465 0,7073 0,2789 6,36:107 4,22:107 4,72:10° 4,40-107
MII 0,3103 0,4165 0,6706 0,5874 3,26:107 2,87-107 2,21-10° 2,23-10°

DALELIU DYDZIO PASISKIRSTYMO ANALIZE.
Tangentinio mikrofiltravimo efektyvumo palyginimui pa-
matuotas daleliy pasiskirstymas pradinéje suspensijoje po
suardymo (lizate), filtrate ir koncentrate (8 pav.).
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IS rezultaty matyti, kad naudojant 0,65 um pory
skersmens membrang koncentrate licka didesnés dalelés,
o filtrate pasiskirsto nuo 20 iki 350 nm. Tuo tarpu per
0,2 um pory skersmens membrana praéjusiy daleliy di-
dziausig dalj sudaro 11-12 nm skersmens dalelés, o kon-



centrate lieka platesnés dalelés. Tai rodo, kad naudojant
0,65 um pory skersmens membrana, | filtratag kartu su
produktu patenka daugiau jvairaus dydzio daleliy. Vizua-
liai lyginant abu koncentratus, buvo matyti, kad koncent-
ratas po tangentinio mikrofiltravimo, naudojant 0,2 pm
poru skersmens membrana, buvo skaidresnis. Tai patvir-
tina ir daleliy dydzio matavimai.
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8 pav. Daleliy dydzio pasiskirstymas. K1 ir F1 — atitinkamai
koncentratas ir filtratas (0,65 um skersmens poros); K2 ir F2 —
atitinkamai koncentratas ir filtratas (0,2 pm skersmens poros)

ISvados

Thermus aquaticus YT-1 lizato skaidrinimui geriau-
siai naudoti 0,2 um pory skersmens membrang. Nusta-
tyta, kad:

— atlickant tangentini mikrofiltravima didesnis
membranos savitasis naSumas gaunamas nau-
dojant 0,2 um pory skersmens membrang —
27,8 1/(h-m?);
polivinildenfluoridiné 0,65 pm pory skersmens
membrana pasiZymi stipresne saveika su makro-
molekulémis, todél suardytoms lasteléms skaid-
rinti geriau rinktis membrana, pagamintg i$
polietersulfono;
naudojant 0,2 um pory skersmens membranag,
Taq DNR polimerazés iSeiga yra 96,3 +3,7 %,
tuo tarpu su didesnio pory skersmens memb-
rana gaunama 82,5 +4,5 % iseiga;
tangentinis mikrofiltravimas naudojant 0,2 pm
membrang atlickamas grei¢iau ir efektyviau:
greiCio kitimo filtrate konstantos visiems bio-
junginiams yra didesnés, o nuskaidrinti suardy-
tas T. aquaticus YT-1 lasteles galima maziau-
siai 1,75 karto greiciau.
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TANGENTIAL FLOW MICROFILTRATION OF
THERMUS AQUATICUS YT-1 LYSATE

Summary

The tangential flow microfiltration of Thermus aquaticus
YT-1 lysate was investigated. Two membranes of different pore
diameter — 0.2 um PES and 0.65 um PVDF — were compared.
The optimal transmembrane pressure at different flow rates for
both membranes was determined. Parameters such as flux
through membrane, retention coefficients, rate constants and
yields of nucleic acids, polysaccharides, proteins and product
Taq DNA polymerase were evaluated. The flux of 0.2 pm pore
diameter membrane was shown to be 1.35 times higher as
compared with the 0.65 pum pore diameter membrane. A
comparison of Taq DNA polymerase yield has revealed the
majority of the product to flow through the membrane, but the
highest yield of the product (96.3 +3.7%) has been obtained
with the 0.2 pm pore diameter membrane. The type of
membrane material was shown to influence the performance of
the process. It has been concluded that the 0.2 um pore diameter
membrane is suitable for the clarification of Thermus aquaticus
YT-1 lysate.



