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Darbe nagrinéti rutuliniy ir lazdeliniy formy bakterijy ardymo mechaniniais metodais désningumai. Nustatyta, jog
rutulinés formos bakterijos lengviau suardomos ultragarsu bei tradicinés konstrukcijos didelio slégio homogenizatoriumi. Tuo
tarpu dél geometrinés formos lazdelinés bakterijos lengviau suardomos rutuliniu maliinu. Energijos sanaudy bei ardymo greicio
atzvilgiu universaliausias abiejuy tipy lasteliy metodas yra ardymas didelio slégio prieSingy srauty konstrukcijos homo-
genizatoriumi. IStyrus daleliy dydzio pasiskirstyma, nustatyta, jog rutuliniy ir lazdeliniy formy bakterijy ardymo mechanizmai
skiriasi i§ esmés. Rutulinés formos bakterijos yra sumalamos iki smulkiy, mikroskopu sunkiai matomy daleliy, tuo tarpu
lazdelinés formos bakterijose yra padaromi triikiai, pakankami, kad vidulasteliniai produktai patekty i aplinka.

Ivadas

Biotechnologijos pramonéje gaminama didelé jvai-
rove biologiskai aktyviy medziagy, kuriy pagrindinés yra
baltymai ir DNR [1]. Gamyboje sé¢kmingai panaudojami
augaly ir gyviiny audiniai, grybai, mielés arba bakterijos
[2]. Dél pigios eksploatacijos, klonavimo galimybiy ir
spartaus dauginimosi dazniausiai produkto gavimui nau-
dojamos mielés ir bakterijos. Specifiniy procesy metu
produktas sintetinamas lastelés viduje, po to jis arba licka
lastelés viduje, arba i$ jos i§gaunamas. Dauguma bakte-
riju nesekretuoja produkto i auginimo terpe, todél gamy-
boje naudojama papildoma stadija — lasteliy ardymas —
produkto i§skyrimas i aplinka. Siuo metu lastelems ardyti
taikoma daug skirtingy mechaniniy ir nemechaniniy ardy-
mo metody [3]. Gamyboje dazniau taikomi mechaniniai,
kurie vertinami dél galimybés procesa vykdyti nepertrau-
kiamu rezimu, universalumo, priecinamumo, didelio efekty-
vumo, atsikartojamumo, proceso standartizavimo.

Palyginti su kitais metodais, taikomais biologiniy
produkty gamyboje, mechaniniy ardymo metody parinki-
mas yra daznai empirinis. Metodo pasirinkimas priklauso
nuo lasteliy prigimties, ju kultivavimo salygu, paruosia-
mojo lasteliy apdorojimo prie§ ardyma ir gryninamojo
produkto savybiy [2—4]. Lasteliy ardymo budas ir salygos
parenkami atsizvelgiant { metodo paprastuma, kaina,
efektyvuma, irangos tinkamuma. Kiekvieno metodo ardy-
mo efektyvumas priklauso nuo (i) biologiniy veiksniy:
lastelés sienelés sudéties, jos formos ir mechaniniy para-
metry ir (ii) konstrukciniy parametry: ardymo celés
konstrukcijos, varomosios jégos ir kt. Ardymo metodai
dazniausiai palyginami tarpusavyje pagal geb&jima ardyti
mikroorganizmus [5, 6].

Suardymo efektyvumas gali biiti nustatytas tiesiogi-
niais ir netiesioginiais metodais. Skaitiniai netiesioginiai
metodai yra paremti vidulasteliniy produkty koncentra-
cijos kitimo stebéjimu terpéje. Lasteliy formos ir dydzio
kitimas nustatomas matuojant daleliy dydj ar stebint mik-
roskopu [4].
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Literatiros $altiniuose randami tik pavieniai lasteliy
ardymo désningumy tyrimai, atliekami atskirai su rutuli-
némis arba lazdelinémis lastelémis. Be to, siekiant greitai
suardyti, tyrimams daznai panaudojami didelio nasumo
prietaisai, o parametrai apskaiiuojami taikant sparcius,
bet negausius netiesioginius metodus [7—13]. Literatiiroje
nerandama skirtingy risiy lasteliy ardomumo palyginimo,
kai analizuojami bent keli vidulasteliniai produktai, ir
ardymas atlickamas vienodais prietaisais ir identiSkomis
salygomis.

Neisseria denitrificans (N.den) yra tipinés gramnei-
giamos rutulinés formos bakterijos. Pagal literatiiroje
pateikiamus duomenis, $iai grupei priklausancios bakte-
rijos yra vienos lengviausiai ardomy [3]. Pramongje
bakterijos naudojamos Ndel ir Ndell fermentams gaminti.

Nocardia corallina (N.cor) yra gramteigiamos laz-
delinés formos bakterijos, biotechnologijos pramonéje
naudojamos Ncol fermento gamybai.

Sio darbo tikslas — palyginti rutulinés ir lazdelinés
formos lasteliy, atitinkamai Neisseria denitrificans ir
Nocardia corallina, ardymo désningumus dazniausiai tai-
komais mechaniniais ardymo metodais: didelio slégio homo-
genizatoriumi, ultragarsiniu ardymo prietaisu bei rutuliniu
maliinu. Pagrindiniai pasirinkti kriterijai yra lasteliy ardy-
mo kinetiniai parametrai bei energijos sanaudos, laste-
lienos dydis po suardymo bei irimo mechanizmas.

Naudotos medZziagos bei tyrimo metodika

MEDZIAGOS IR TIRPALAI Ardymo buferinis tir-
palas (100 mM KH,PO,4, 1 mM EDTA, 1 mM DTT); 0,2 M
NaOH vandeninis tirpalas; NAD" priklausomy dehidro-
genaziy aktyvumo matavimo reakcijos misinys (0,5 mM
NAD, 0,1 mM C;H40; (piruvatas), 0,1 mM C,HsOH,
0,1 mM CH;COOH, 0,1 mM D-gliukozés 6-fosfatas);
0,15M NaCl vandeninis tirpalas; 0,5M HCIO4 5 %
vandeninis fenolio tirpalas; 100 % H,SO,; Bradfordo
reagentas (UAB Fermentas).


http://dx.doi.org/10.5755/j01.ct.59.1.1531

BIOMASES AUGINIMAS. Rutulinés formos bakte-
rijos Neisseria denitrificans auginamos Lysogeny broth
(LB) terpéje iki 1 optinio vieneto, sugertis matuota esant
600 nm $viesos bangos ilgiui. Lazdelinés bakterijos No-
cardia corallina auginamos LB terpéje iki 3 optiniy vie-
nety, sugertis matuota esant 600 nm $viesos bangos ilgiui.
Biomasés gautos i§ UAB Fermentas, saugotos -20 °C
temperatiiroje.

LASTELIU ARDYMAS. Biomasé buvo suspenduo-
jama ardymo buferiniame tirpale masiy santykiu 1 : 4.

Ardymas rutuliniame maliine. Rutulinio maltiino
(RM) darbinis kameros tiiris 500 ml. Suspenduota bioma-
s¢ sumaiSyta su plastikiniais rutuliukais (0,25-0,50 mm
skersmens) ttriy santykiu 1 : 1. Ardymui naudota vadina-
moji 50 % uzkrova. Lastelés ardytos esant 4 500 aps./min
rotoriaus grei¢iui. Méginiai imti kas 5 min. Ardymo
trukmé 70 min.

Ardymas ultragarsu. Biomasé buvo ardyta naudo-
jant 16 mm titano strypa, pamerkta tiesiai i ardoma
suspensija, esant 14 kHz ultragarso dazniui (Vibracell
VCX500). Ardyta 20 cikly po 1 min, tarpuose tarp ardy-
my leidZiant méginiui atvésti iki 8-10 °C temperataros.
Meéginiai imti pasirinktinai po suardymo ciklo.

Ardymas didelio slégio homogenizatoriumi. Pries§
ardyma didelio slégio homogenizatorius (DSH) APV2000
praplaunamas MilliQ vandeniu, po to sistema uzpildoma
ardymo buferiniu tirpalu. Esant 1250 atm darbiniam
slégiui biomasé ardoma 10 cikly (1 ciklas uztrunka apie
4 min), méginiai paimami po kiekvieno ciklo.

Ardymas MS konstrukcijos didelio slégio homoge-
nizatoriumi. Kaip ir DSH prie§ ardyma mikrosuskys-
tintojas (MS) M-110FEH praplaunamas MilliQ vandeniu ir
uzpildomas ardymo buferiniu tirpalu. Esant 1350 atm
darbiniam slégiui biomasé ardoma 10 cikly (1 ciklas uz-
trunka apie 3min), méginiai paimami po kiekvieno ciklo.

Siekiant iSmatuoti energijos sanaudas ardymo metu i
kiekvieno ardymo prietaiso elektros granding buvo imon-
tuotas vatmetras. Energijos sanaudos buvo fiksuojamos
laike ir netiesioginiais metodais iSmatavus suardymo
efektyvuma apskaiciuota sunaudojamos energijos verté.

NETIESIOGINIS ARDYMO EFEKTYVUMO NUSTA-
TYMAS. Daleliy dydZio matavimas ir mikroskopiné
analizé. Daleliy dydzio nustatymui ir mikroskopavimui
naudojami necentrifuguoti méginiai. Daleliy dydis matuo-
tas Zetasiser (Nano S) prietaisu, méginys skiedziamas 30
karty ardymo buferiniu tirpalu, matuojama naudojant
100 pl kiuvetg. Optinei mikroskopijai méginys plonu
sluoksniu paskleidziamas ant stikliuko. Uzpilama dazo
fuksino ir palickama kelioms minutéms. Mikroskopu
stebimos sveikos ir suardytos lastelés [9].

Baltymy koncentracijos nustatymas Bradfordo me-
todu. Méginiai centrifuguojami 30 min 14 000 aps./min
grei¢iu (+4 °C). Nuosédos paSalinamos. Bendra baltymu
koncentracija nustatoma Bradfordo metodu [10]. Mégi-
niai skiedziami 0,15 M NaCl tirpalu. Reakcija vykdoma
sumaiSius 15 pl skiesto méginio su 750 pl Bradfordo
reagento. Méginiai iSmaiSomi maiSykléje. Spektrofoto-
metru matuojama §viesos sugertis, esant 595 nm Sviesos
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bangos ilgiui. Kalibravimo grafikui gauti naudojami
jaucio serumo albumino (BSA) standartai.

Nukleoriigiciy koncentracijos nustatymas Spirino
metodu. Nukleoriig§¢iy koncentracija nustatoma Spirino
metodu, méginius skiedziant ardymo buferiu [14]. [ uZsu-
kamus mégintuvélius pilama po 250 pl skiesty méginiy ir
I ml 0,5 M HCIO, tirpalo, iSmaiSoma ir kaitinama
verdancio vandens vonioje 30 min. Méginiai atSaldomi
ledo vonioje (per 5 min), o susidariusios nuosédos centri-
fuguojamos 10 min 14 000 aps./min greiéiu (+4 °C).
Supernatante matuojama UV §viesos sugertis esant 270
nm ir 290 nm bangos ilgiams. Kontrolei naudojamas
ardymo buferinis tirpalas. Bendra nukleoriigi¢iy koncent-
racija (ug/ml) apskaiciuojama pagal A. Spirino pasiiilyta
formulg (1):

10,13

Coni = (Ayr — Aygg ) -2
pnr = (Aaz0 = Aaep ) 019

p; (1

¢ia Cpyg — DNR koncentracija, pg/ml; A,z ir Ay — sugertis
esant 270 nm ir 290 nm UV $§viesos bangos ilgiui; p — méginio
skiedimas, kartais.

Polisacharidy koncentracijos nustatymas Dubois
metodu. Méginiai skiedziami ardymo buferiu. [ mégintu-
veli ipilama 200 pl skiesto méginio ir 200 pl 5 %
vandeninio fenolio tirpalo, gerai i§maisius jpilamas 1 ml
koncentruotos sieros rtigsties. ISmaiSoma ir palieckama
atveésti iki kambario temperatiiros. Sviesos sugertis ma-
tuojama esant 490 nm bangos ilgiui. Kontrolinis mégi-
nys — vietoj standartinio gliukozés tirpalo pilama 200 pl
ardymo buferinio tirpalo. Polisacharidy koncentracija
apskaiCiuojama i§ standartinio gliukozés tirpalo (5-
150 pg/ml) kalibracinio grafiko.

Nuo NAD priklausomy dehidrogenaziy koncent-
racijos nustatymo metodas. Dehidrogenaziy aktyvumo
metodas taikomas nustatyti ardymo itaka vidulasteliniy
fermenty aktyvumui. Paruosiamas reakcijos misinys (0,5 mM
NAD, 0,1 mM C;H,0s3 (piruvatas), 0,1 mM C,HsOH, 0,1
mM CH;COOH, 0,1 mM D-gliukozés 6-fosfatas). Su-
maisius 1 ml reakcijos misinio (kambario temperatiiros)
su 10 ul méginio, iSmatuojama Sviesos sugertis ties 340
nm S§viesos bangos ilgiu [11]. Kontrolinis méginys —
vietoj meéginio | reakcijos misinj pilama 10 pl ardymo
buferinio tirpalo. Visuose matavimuose NAD ir substraty
koncentracijos vienodos, skiriasi tik dehidrogenaziy
kiekis, kuris didéja po kiekvieno ardymo ciklo.

MATEMATINIS MODELIAVIMAS. Ardymo meto-
dams tarpusavyje palyginti naudotos pirmojo laipsnio
kinetinés lygtys. Buvo lyginamos ardymo greic¢io kons-
tantos, apskaiCiuotos i§ kinetiniy lygCiy, kaip ardymo
efektyvuma nusakantis parametras.

Analizuojant rutulinio maliino ar ultragarsinio prie-
taiso ardymo kinetika praktikoje taikoma pirmojo laips-
nio lygtis ((2) lygtis). IS jos apskaiCiuojamas laikas,
reikalingas suardyti 95 % lasteliy.

R=R, (1-¢*); )



¢ia R — produkto koncentracija, R, — produkto koncentracijos
maksimumas, k — pirmojo laipsnio ardymo greicio konstanta, ¢ —
1 g biomasés ardymo trukmé.

Taciau daznai méginyje randama vidulasteliniy bio-
molekuliy pradiniu laiko momentu (ardymo trukmé
0 min). Kadangi biomasé¢ laikoma -20 °C temperatiiroje,
dél atsSildymo prie§ ardyma dalis lasteliy yra suardomos.
Papildomai struktiira ardoma maiSant biomasg su bufe-
riniu tirpalu. Todél (2) lygtis modifikuojama i (3) lygti.
Cia Ry— produkto koncentracija pradiniu laiko momentu.

R=(R,—Ry)(1-¢*")+Ry. 3)

Nepertraukiamo veikimo prietaisams ardymo efek-
tyvumas stebimas atsizvelgus { ardymo cikly skaiciy N.
Tuomet (2) lygtis slégiminiams prietaisams yra modi-
fikuojama, ivertinant, jog pradiniu laiko momentu tirpale
yra vidulasteliniy biomolekuliy:

R=(R,—Ry)(1-e* V" )+ Ry; (4)

¢ia N — cikly skaiCius, P — slégis, MPa, a — lasteliy jautrumas
suardymui, k£’ — ardymo greicio konstanta sléginiams homoge-
nizatoriams.

Ardymo trukmé, min

1 pav.

Apskaiciavus vieno ardymo ciklo trukme, slégimi-
niams ardymo metodams sékmingai gali biti pritaikyta
(3) lygtis. Taciau realybéje nustatyta pirmojo laipsnio
greicio konstanta turés israiska:

k=k’-P° 5)

Visi gauti duomenys i§ netiesioginiy matavimy apdo-
roti GraphPad Prism5.(0 programa.

Rezultatai ir jy aptarimas

EKSPERIMENTINIYU DUOMENU PAPRASTINIMAS.
Vertinant lasteliy ardymo désningumus, ardymo terpéje
matuotas {vairiy biojunginiy — baltymy, nukleortigsciy,
polisacharidy bei dehidrogenaziy — koncentracijos kiti-
mas bei tirti kinetiniai parametrai. Dél skirtingos biomo-
lekuliy koncentracijos lastelése palyginimui skai¢iuotas
santykis C;/ C,,,. Tokiu biidu kiekvieno produkto palygi-
namoji koncentracija gauta nuo 0 iki 1 (1 pav., a). Ardant
lasteles biomolekuliy koncentracija laike kito pagal pirmo-
jo laipsnio greicio lygti, todél kinetikos tyrimams taikyta
(3) lygtis. Ardymo greicio konstantos, apskaiciuotos i§
skirtingy vidulasteliniy biomolekuliy koncentracijy, pa-
teiktos 1 lenteléje.
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Salyginé ardymo trukmé, min

Ardymo metodo parametry paprastinimas: @ — baltymy, polisacharidy, nukleortigs¢iy ir dehidrogenaziy koncentracijos

kitimas laike ardant N.den lasteles ultragarsu; b — konvertuotos pagal santyki C;/ C,,,, ir vidurkintos (matematinis vidukis kieviename

taske) vidulasteliniy produkty koncentracijos kitimas laike

1 lentelé. Neisseria denitrificans ardymo grei¢io konstantos,
apskaiciuotos i$ skirtingy biomolekuliy koncentracijy

Biojunginiai k, min™

Baltymai 0,24 +0,03
Nukleortigstys 0,27 +0,03
Polisacharidai 0,30 £0,03
Dehidrogenazés 0,26 £0,04

I§ 1 lenteléje pateikty duomeny matyti, jog vertinant
ardymo greicio konstantas pagal skirtingus biojunginius,
gaunamos artimos reikSmés (10 % paklaidy ribose) ir
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sudaro nuo 0,24 min iki 0,30 min’!. Todél remiantis
konstanty panasumu duomenys konvertuoti i vidurking
reik§meg. Siekiant palyginti ardymo efektyvuma tarp skir-
tingy metoduy, ivesta salyginé ardymo trukmé, t. y. 1 g
lasteliy ardymo trukmeé (1 pav., b). Identiska duomeny
konvertavimo metodika taikyta tolesniuose tyrimuose,
analizuojant N.den bei N.cor ardymo désningumus.

N.den IR N.cor BAKTERIJY LASTELIU ARDYMAS
PERIODINIO VEIKIMO MECHANINIAIS ARDYMO ME-
TODAIS. Ardymui pasirinkti dazniausiai naudojami pe-
riodinio veikimo ardymo prietaisai: rutulinis maltnas ir
ultragarso aparatas. Ardant ultragarsu ir palaikant vieno-
das ardymo salygas N.den lastelés suardytos greiCiau. 1 g



N.den lasteliy suiro per 1,81 min, o N.cor lasteliy — per
2,20 min. Duomenys analizuoti naudojant pirmojo laips-
nio lygtj ir parodyti 2 paveiksle.

1,0

0,8

0,6

0,4

Vidulgsteliniai produktai, C/Cmax

1
Salygine ardymo trukmeé, min

2 3

2 pav. Vidulasteliniy produkty koncentracijos ardymo terpéje
priklausomumas nuo ardymo ultragarsu trukmés

IS gauty rezultaty matyti, jog lazdelinés formos
N.cor bakterijos ultragarsu ardosi sunkiau nei N.den.
Ardymo greigio konstantos sudaré 1,87 +0,05 min™ ir
2,20 0,07 min™ atitinkamai N.cor ir N.den bakterijoms.
Apskaiciuota, jog ardant 1 g N.cor lasteliy, sunaudojama
20 021 J energijos, tuo tarpu N.den — 16 132 J. Galima
teigti, jog ardant ultragarsu, efektyvumas priklauso nuo
ardomy lasteliy prigimties — lazdelinés formos bakterijos
ardomos sunkiau nei rutulinés.

Ardant lasteles rutuliniu maliinu, pastebéti prieSingi
nei ardant ultragarsu désningumai. Rutulinés formos N.den
bakterijos suyra sunkiau: 1 g Siy lasteliy suardymas truko
3,98 min, tuo tarpu 1 g N.cor lasteliy — 2,86 min. Ardymo
kinetika parodyta 3 paveiksle.

I§ gauty rezultaty matyti, kad N.cor lastelés rutuliniu
maliinu ardomos daug efektyviau nei N.den lastelés. N.cor
lasteliy ardymo grei¢io konstanta sudaré 0,68 +0,07 min™
ir buvo 1,5 karto didesné nei N.den lasteliy (0,45 £0,06
min™). Tai gali biti paaiskinta rutulinio maliino efekty-
vumo désningumais. I§ kolizijos daznio lygties rutuliniam
mallinui yra zinoma, jog egzistuoja minimalus dydis
lasteliy, kurios atsidiirusios tarp stikliniy rutuliuky néra
veikiamos trinties ir néra ardomos. Rutulinés formos bak-
terijoms N.den yra palankesnés salygos atsidurti rutuliuky

Smiigio

atstumasl A
»

L/bftuvogstﬁmoklis

Smiiginis E

»KiSenéje“, igaunant atsparuma ardymui. Lazdelinés for-
mos bakterijos geometrija tam yra nepalanki, todél jos
ardomos efektyviau [13].

1,0
0,8
0,6
0,4

0,2

Vidulgsteliniai produktai, C/Cmax

-

4

2

3
Sqlyginé ardymo trukmeé, min

3 pav. Vidulasteliniy produkty koncentracijos ardymo terpéje
priklausomumas nuo ardymo rutuliniu maliinu trukmés

Energijos sanaudy skai¢iavimai parodé, jog 1 g N.den
suardyti rutuliniu maliinu sunaudojama 31 730 J, 0 1 g
N.cor —16 015 1.

Lyginant tarpusavyje periodinio veikimo ardymo me-
todus matyti, jog ardymo ultragarsu metodas yra daugiau
negu 3 kartus naSesnis, universalesnis lasteliy geomet-
rijos atzvilgiu bei energetiSkai apie 2 kartus naudingesnis,
palyginus su rutuliniu maliinu. Rutulinis maliinas yra ma-
Ziausias trinties jégas generuojantis ardymo metodas, to-
dél yra mazesnio nasSumo, palyginti su ardymu ultragarsu.
Maksimali trinties jéga, kuria gali biiti veikiamos lastelés
ardant rutuliniu malinu — 500 000 s, vidutiniskai du
kartus mazesnés, palyginti su ardymu ultragarsu [15].

N.den IR N.cor BAKTERIJYU LASTELIY ARDYMAS
NEPERTRAUKIAMO VEIKIMO MECHANINIAIS ARDY-
MO METODAIS. Vieni dazniausiai gamyboje naudojamy
nepertraukiamo veikimo ardymo prietaisy yra tradicinés
konstrukcijos voztuvinis didelio slégio homogenizatorius
(DSH) (4 pav., A) bei priesingy srauty didelio slégio
homogenizatorius (MS) (4 pav., B). Abiejuy prietaisy
varomoji ardymo jéga yra slégis bei trinties jégos, taciau
konstrukeiniai skirtumai yra akivaizdiis (4 pav.).

Ziedas

7 ’

=

Voztuvo laikiklis |

4 pav. Ardymo celiy konstrukcija: 4 — DSH ardymo celés padidintas vaizdas; B — MS ardymo celés padidintas vaizdas [14]
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Slégis tradiciniame didelio slégio homogenizatoriuje
sudaromas rankiniu biidu reguliuojant atstuma tarp voz-
tuvo ir jo laikiklio. Rotoriniam siurbliui veikiant pastoviu
grei¢iu, mazinamas pratekéjimo atstumas, todél didéja
sistemos slégis ir trintis. MS homogenizatoriuje naudo-
jama fiksuoto skersmens vamzdyno celé (50-200 pum) bei
regulivojamo grei¢io siurbliu sudaromas reikalingas
slégis.

Ardant abiejy tipy lasteles DSH prietaisu nustatyta,
jog N.den lastelés yra suardomos grei¢iau, palyginus su
N.cor. 1 g N.cor lasteliy suardymas trunka 0,32 min, tuo
tarpu 1 g N.den — 0,24 min (5 pav.).
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ardant lasteles DSH homogenizatoriumi

Aproksimavus eksperimentinius duomenis pirmojo
laipsnio greicio lygtimi, apskai¢iuotos ardymo greicio
konstantos. N.cor atveju ardymo greicio konstanta sudaro
6,58 0,21 min', N.den — 8,13 +0,17 min™'. Matyti, jog
ardant DSH prietaisu, turi jtakos lasteliy geometriné for-
ma — rutulinés formos bakterijos suyra apie 20 % greiciau
nei lazdelés formos. Energijos sanaudy skaiCiavimai paro-
dé, jog N.den lasteliy suardymui sunaudojama 15 500 J/g
energijos, tuo tarpu N.cor lasteléms — 19 010 J/g.

Ardant lasteles MS prietaisu, nustatyta, jog lasteliy
geometrija neturi itakos ardymo kinetikai. 1g lasteliy ardy-
mas trunka vienodai abiejy riisiy lasteléms — 0,16 min™.
Kinetiniai proceso désningumai pavaizduoti 6 paveiksle.
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I§ eksperimentiniy ardymo MS homogenizatoriumi
kinetiniy parametry matyti, jog N.cor ardymo greicio
konstanta sudaro 19,61 +0,51 min", o N.den — 19,41
+0,40 min”. Energijos sanaudos analizuojamoms laste-
léms buvo vienodos ir sieké 15 000 J/g.

Apibendrinant lasteliy ardyma nepertraukiamo veiki-
mo prietaisais galima teigti, jog tradicinés konstrukcijos
didelio slégio homogenizatorius, esant vienodam darbi-
niam slégiui, ardo lasteles mazesniu efektyvumu negu
priesingy srauty didelio slégio homogenizatorius. Nusta-
tyta ardymo greiCio konstanta yra > 2,4 karto maZesné
DSH prietaisui, palyginus su MS. DSH prietaiso ardymo
efektyvumas labiau priklauso nuo lastelés formos, — rutu-
linés formos bakterijos Siame prietaise ardomos lengviau
negu lazdelinés. PrieSingai, MS prietaiso atveju ardymo
efektyvumas nepriklauso nuo lasteliy geometrinés
formos. Papildomas MS prietaiso privalumas yra mazos
energijos sanaudos, ardant Igsteles dideliu nasumu.

Bendrieji ardymo désningumai parodé, jog lazdeli-
nés bakterijos ardomos sunkiau negu rutulinés ultragarsu
(UG) bei tradicinés konstrukcijos didelio slégio homoge-
nizatoriumi (DSH) (2 lent.). Nustatyta, jog ardant rutu-
liniu maltinu, dél geometrijos skirtumo lengviau ardomos
lazdelinés bakterijos N.cor. MS konstrukcijos didelio
slégio homogenizatoriaus efektyvumas buvo maziausiai
priklausomas nuo lastelés geometrijos, — abiejy rusiy 1as-
telés suardytos vienodu efektyvumu.

2 lentelé. Apibendrinta lasteliy ardymo efektyvumo parametry lentelé

& min’! Salyginé ardymo trukme, Energijos sanaudos,
Ardymo o min J
metodas™®
N.cor N.den N.cor N.den N.cor N.den
UG 1,87 0,05 2,20 £0,07 2,20 1,31 20021 16132
RM 0,68 0,07 0,45 +0,06 2,86 3,98 16015 31730
MS 19,61 £0,51 19.41 £0,40 0,16 0,16 15000 15000
DSH 6.58 £0,21 8,13 0,17 0,32 0,24 19010 15500

*UG — ultragarsu, RM — rutuliniu maltinu, MS — MS konstrukcijos didelio slégio homogenizatoriumi, DSH — tradicinés konstrukcijos

didelio slégio homogenizatoriumi.
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IS duomeny, pateikty 2 lenteléje, matyti, kad ener-
gijos sanaudy, ardymo greicio ir trukmés, reikalingy
vienam lasteliy gramui suardyti atzvilgiu universaliausias
prietaisas yra nepertraukiamo veikimo MS konstrukcijos
didelio slégio homogenizatorius.

MIKROSKOPINE ANALIZE IR DALELIU DYDZIU
MATAVIMALI Lasteliy ardymo, kitaip nei tradicinio dale-
liy smulkinimo, tikslas yra vidulasteliniy produkty i§sky-
rimas | terpg, padarant tik smulkias pazaidas / triikius
lastelése. Todél mikroskopu buvo vertinamas ardymo
skirtingais metodais pobiidis. Kuo smulkiau ardymo metu
lastelés yra sumalamos, tuo sudétingiau jas yra paSalinti
tradicinio centrifugavimo metodu. Lastelés stebimos
esant 1000 karty didinimui. 7-9 paveiksluose parodyti
pradiniy ir suardyty dispersijy vaizdai.

7 pav. Pradiné rutulinés formos N.den bakterijy dispersija prie§
ardyma (a) ir b — lazdelinés formos bakteriju N.cor dispersija
prie§ ardyma. Didinimas 1000 karty

I§ 7 paveiksle pateikty nuotrauky matyti, kad rutu-
linés formos bakterijos yra mazesnés, palyginus su lazde-
linémis. Mikroskopu i§matuotas vidutinis N.den rutulinés
formos bakteriju skersmuo sudaro 2,2 um. Lazdelinés
formos bakteriju N.cor vidutinis ilgis sudaro nuo 4 pm iki
6 um, o vidutinis skersmuo — 2,5 pm.

Ardant N.den lasteles ultragarsu abiem nepertrau-
kiamo veikimo metodais visos lastelés yra suardomos ir
pradinés struktiiros lasteliy nebeaptinkama. Ardant rutuli-
niu maliinu, méginiuose licka sveiky lasteliy (8 pav.).

I8 8 paveikslo nuotrauky matyti, kad ardant rutuliniu
malinu N.den lasteles, lieka didelis kiekis nesuardyty
lasteliy. Tai atitinka ir kinetinius duomenis, i§ kuriy buvo
matyti, kad rutulinis maliinas prasciausiai i§ analizuoty
metody ardo Sias lasteles. Ardant nepertraukiamo veiki-
mo metodais bei ultragarsu, sveiky lasteliy méginiuose
nebeaptinkama. Galima teigti, jog ardymo metu N.den
lastelés yra visai sumalamos iki optiniu mikroskopu
nematomy komponenty esant 1000 karty didinimui.
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8 pav. N.den lasteliy dispersija po ardymo: a — ultragarsu; b —
rutuliniu maltinu. Didinimas 1000 karty

Stebint N.cor lasteliy dispersija mikroskopu, nusta-
tyta, jog ardant rutuliniu malinu bei MS prietaisu lastelés
suardomos visiskai. Nedaug lasteliy lieka ardant jas ultra-
garsu bei tradicinés konstrukcijos didelio slégio homo-
genizatoriumi (9 pav.).

9 pav. N.cor lasteliy dispersija po ardymo: a — ultragarsu; b —
rutuliniu maltnu

Matyti, jog N. denitrificans lasteles ardant rutuli-
niame maliine, ardymo terpéje lieka nesuardyty lasteliy.
Tai patvirtina kinetinius duomenis, jog rutulinis mal@inas
prasciausiai i§ analizuoty metody suardo lasteles (2 lent.).
Ardant nepertraukiamo veikimo metodais bei ultragarsu
sveiky lasteliy méginiuose nebeaptinkama. Galima teigti,
jog ardymo metu N. denitrificans lastelés yra visiskai
sumalamos iki mazesniy komponenty.



Mikroskopiné analizé parodé¢, jog ardant N. Coral-
lina lasteles mechaniniais metodais, méginiuose stebimos
didelio tario sveikos lastelés (9 pav., a ir b). Tuo tarpu
kinetiniai désningumai parodé, jog visi biojunginiai
pereina i§ lasteliy | ardymo terpe (2 ir 3 pav.). Siuo atveju
ardant lastelése yra padaromi tik trikiai, per kuriuos
vidulasteliniai produktai patenka i ardymo terpg. Vadi-
nasi, N.cor ir N.den lasteliy irimo mechanizmas skiriasi.
N.cor lasteliy irimo mechanizmas yra daug naudingesnis
biotechnologijos pramonéje, kadangi palengvina laste-
lienos Salinimo po suardymo stadija.

Kiekvienu mechaninio ardymo metodu lastelés suar-
domos iki skirtingo skersmens daleliy. ISmatuotas ardyty
ir neardyty lasteliy dydis. N.cor lasteliy daleliy dydzio
skirstinys parodytas 10 paveiksle.
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10 pav. N.cor lasteliy dydzio pasiskirstymas pagal tori pries
ardyma ir po jo skirtingais metodais

I§ gauty duomeny (10 pav.) matyti, kad N.cor laste-
liy dydis po suardymo jvairiais metodais yra artimas
pradiniam lasteliy dydziui. Ardant rutuliniu maliinu ne-
daug daleliy yra visiskai suardoma, jy dydis yra apie
100 nm. Tuo tarpu daugumos lasteliy dydis nepakinta,
nes jose yra padaryti tik trikiai. Kinetiniais tyrimais buvo
nustatyta, jog ardant RM metodu i§ N.cor lasteliy bio-
junginiai iSsiskiria greitai ir visiskai.

N.den atveju skirtumas tarp lasteliy dydzio pradinéje
suspensijoje ir po suardymo yra gerokai didesnis. 11 pa-
veiksle parodytas daleliy dydzio skirstinys.

IS duomeny matyti (11 pav.), kad N.den lastelés yra
visiSkai suardomos ir daleliy dydis po ardymo sumazéja
iki mazdaug 10 nm. Lastelés yra intensyviai susmulki-
namos ardymo metu. Tai dar karta patvirtina, jog rutuli-
niy ir lazdeliniy bakterijy irimo mechanizmas yra skir-
tingas.

ISvados

Istirti rutulinés formos bakteriju Neisseria denitri-
ficans ir lazdelinés formos bakteriju Nocardia corallina
ardymo désningumai. Nustatyta, kad:
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11 pav. N.den lasteliy dydzio pasiskirstymas pagal tliri pries
ardyma ir po jo skirtingais metodais

ardymo ultragarsu efektyvumas priklauso nuo laste-
liy geometrinés formos. Greiciau suardomos rutuli-
nés formos bakterijy lastelés. Apskaiciuotos ardymo
greicio konstantos sudaré 1,87 £0,05 min"' bei 2,20
+0,07 min’', atitinkamai N.den ir N.cor bakteriju
Iasteléms;

rutulinis mal@inas 1,5 karto efektyviau ardo rutulinés
formos bakterijas nei lazdelinés formos. N.cor
lasteléms apskaiCiuota ardymo greicio konstanta
sudaré 0,68 +0,07 min™', N.den — 0,45 +0,06 min™';
nepertraukiamo veikimo prieSingy srauty didelio
slégio homogenizatorius yra maziausiai lastelés for-
mos salygojamas ardymo metodas. Nustatytos
ardymo grei¢io konstantos yra vienodos tiek N.cor
(19,6140,51 min™), tiek N.den bakterijy lasteléms
(19.41 £0,40 min™);

tradicinés konstrukcijos didelio slégio homogeniza-
toriumi lengviau suardomos rutulinés formos bakte-
rijos. Ardymo greiCio konstanta N.cor bakterijoms
sudaré 6,58 0,21 min™', N.den — 8,13 0,17 min™;
mikroskopiné analizé ir daleliy dydzio matavimai
patvirtino, jog rutuliniy ir lazdeliniy formy bakteriju
ardymo mechanizmai skiriasi. Rutulinés formos
lastelés ardymo metu yra sumalamos iki smulkiy
daleliy, tuo tarpu lazdelinés formos lastelése ardymo
metu i§laikoma pradiné strukttira, tik yra padaromi
trikiai, salygojantys vidulasteliniy produkty pateki-
ma i ardymo terpe.
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EVALUATION OF DISRUPTION METHODS FOR
RELEASING INTRACELLULAR PRODUCT FROM
COCCUS AND BACILLUS TYPE BACTERIAL
CELLS

Summary

A comparative evaluation of four different cell-disruption
methods of releasing intracellular products from Neisseria
denitrificans and Nocardia corallina was investigated. The cell
disruption methods evaluated in this study were high-pressure
homogenization (HPH), batch mode bead milling (BM) and
ultrasonication (US). US and traditional construction HPH were
determined to be cell-geometry-dependent methods, less
effectively disrupting the Nocardia corallina bacilus in
comparison with the Neisseria denitrificans coccus. However,
bead mill was found to be less effective in the disruption the
Neisseria denitrificans of coccus. Microfluidizer, opposed-
steam HPH, was found to be a cell-type-independent method
with the lowest energy consumption and highest disruption rates
among the analyzed methods. Microscopic and size-distribution
analyses revealed the mechanism of disruption to differ between
cells. Coccus are totally disrupted and lose their native structure
after disruption, while bacillis are just broken but retain their
geometrical structure which is truncated enough to release the
intracellular products.



