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SANTRUMPOS

BD —1,4-butandiolis

BET — Brunauer-Emmett-Teller (pavirSiaus ploto nustatymo metodas)

BJH — Barret-Joyner-Halenda (akuciy dydzio ir turio nustatymo
metodas)

BsMa — maltogeniné a-amilazé i§ Bacillus stearothermophilus

CGTaze — ciklodekstrino gliukanotransferaze

DE — dekstrozes ekvivalentas

Dl — diizocianatas

DMPA — dimetilolpropano rugstis

DMSO — dimetilsulfoksidas

DNR — deoksiribonukleortigstis

GA — glutaraldehidas

HDI —1,6-heksametilendiizociantas

HEMA — 2-hidroksietilmetakrilatas

HIPE — didelio tiirio vidinés (disperguotos) fazés emulsinés

polimerizacijos metodas (high internal phase emulsijon)

HMDI — 4, 4*-dicikloheksilmetandiizocianatas
IB - fermento imobilizavimas pagal baltyma
IE — imobilizavimo efektyvumas

IP — imobilizuotas preparatas

IUPAC — Tarptautiné grynosios ir taikomosios chemijos sajunga
IPDI — izoforondiizocianatas

Kwm — Michaelis-Menten konstanta

Ma — maltogeniné a-amilaze

MDI — 4,4*-difenilmetandiizocianatas

PEG — polietilenglikolis

PEI — polietileniminas

PET — polietilentereftalatas

PCL — polikaprolaktonas



PP
PUK
PU
PVA
PVAC
SA
DI

VMAX

— polipropilenas

— poli(uretankarbamidas)
— poliuretanas

— poli(vinilo alkoholis)
— polivinilacetatas

— santykinis aktyvumas
— 2,4-toluendiizociantas

— maksimalus reakcijos greitis



IVADAS

Siuolaikiniame pasaulyje poli(uretanai) (PU) ir poli(uretankarbamidai)
(PUK) naudojami optiniy jutikliy gamyboje, kosmoso, automobiliy, statybos,
tekstilés pramonés srityse, taip pat biotechnologijoje ir medicinoje, nes
pasizymi biosuderinamu [1-3]. PU/PUK daugiausia sintetinami maséje arba
dispersijose, 1§ kuriy gaminamos dangos, plévelés, membranos, matricos.

I pradinj reagenty miSinj jdéjus akytuma sudaran¢iy medziagy (jvairiy
neorganiniy drusky, zemos virimo temperatiiros inertiniy tirpikliy ar vandens),
gaunami akyti PU/PUK. Jie daZniausiai naudojami kaip karkasas atstatyti
paZeistiems audiniams ar lGzusiems kaulams [4, 5], taip pat tinka fermentams
imobilizuoti.

Fermenty imobilizavimas yra svarbi ir aktuali sritis, nes fermentai yra
brangis, juos sunku iSgryninti, o jy panaudojimas yra vienkartinis. Jie jautriis
temperatiros, pH ir joninés jégos pokyc¢iams,. Norint panaikinti arba dalinai
pasalinti iSvardintus trukumus, fermentus biitina imobilizuoti. Fermentams
imobilizuoti naudojami jvairts polimeriniai neSikliai, taip pat ir PU/PUK.

Publikacijy skaicius apie fermenty jterpimg j PU matricas, putplas¢ius ar
imobilizavimg ant pléveliy ir membrany yra didelis, deja, dauguma iSvardinty
imobilizavimo budy ant PU/PUK yra neefektyviis, o gauti imobilizuoti

preparatai — mazai stabilds.



Darbo aktualumas

Siuo metu gaminama nemazai fermenty nesikliy, tadiau daugeliu atvejy
fermentai imobilizuojami fizikinés adsorbcijos budu, kai fermentas prie
nesiklio gali jungtis dél hidrofobinés sgveikos ir Van der Waals‘o saveiky,
susidarant vandeniliniams ir joniniams rySiams. Taip pat naudojamas
kovalentinis imobilizavimas, taciau Siuo atveju neSikliai prie§ imobilizavimag
paprastai modifikuojami difunkciniais junginiais. NeSikliy sintezés sritis néra
iki galo 1iSplétota, todél naujy neSikliy sintezé ir jy pritaikymas
biokatalizatoriams imobilizuoti gali buti platus, pradedant nuo panaudojimo
biotechnologijoje ir baigiant greitu utilizavimu.

Publikacijy apie fermenty imobilizavimg ant PUK daleliy kovalentiniu
biidu yra mazai, o fermenty imobilizavimas ant akyty PUK mikrodaleliy yra
palyginus nauja ir maZzai tyrinéta sritis.

Labai svarbu, kad neSikliai biity kuo universalesni ir tikty imobilizuoti
dauguma fermenty. Pageidautina, kad jie biity mechaniskai patvaris,
pasizyméty biosuderinamumu ir bioskalumu, o tokiy neSikliy labai triiksta.
Sias savybes galima suteikti, PUK mikrodaleliy sintezei naudojant poli(vinilo
alkoholj) (PVA). Be to, PVA padidina neSikliy hidrofiliskumg, todél jie
giminingesni daugumai fermenty, o imobilizavimo metu yra geresné
tarpusavio sgveika, lyginant su hidrofobiniais neSikliais. Susintetintose akytose
PUK mikrodalelése yra laisvy izocianato grupiy, todél neSikliy nereikia
papildomai modifikuoti difunkciniais junginiais, kurie gali deaktyvuoti
fermentg. Fermentas ant naujy akyty PUK mikrodaleliy gali imobilizuotis ne

tik kovalentiniu, bet ir fizikinés adsorbcijos biidu.

Darbo naujumas ir reik§mé

Pirma karta susintetintos akytos, termostabilios ir temperatiirai atsparios
PUK mikrodalelés i§ biosuderinamo, bioskalaus ir hidrofilinio poli(vinilo

alkoholio) (PVA) ir diizocianaty: 1,6-heksametilendiizocianato (HDI) ir 2,4-
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toluendiizocianato (TDI) miSinio, izoforondiizocianato (IPDI) arba 4,4-
dicikloheksilmetandiizocianato (HMDI). Iki Siol nebuvo publikuota darby,
kuriuvose PVA buty naudojamas akytoms PUK daleléems sintetinti.
Susintetintos PUK mikrodalelés yra jvairiapusiSkai iStirtos: nustatytos
mikrodaleliy iSeigos, funkciniy grupiy, akytumo, terminio stabilumo
priklausomybés nuo pradiniy reakcijos salygy (pradiniy medziagy moliniy
santykiy, trukmés, temperatiros). PUK mikrodalelés yra tinkamos
maltogeninei a-amilazei (Ma) ir potencialiai kitiems fermentams imobilizuoti
dél jose esanCiy laisvy izocianatogrupiy ir akytumo. Detaliai iStirtas Ma
imobilizuoty preparaty (IP) aktyvumas ir stabilumas, Ma IP optimalios
temperatiiros. Ant PUK mikrodaleliy, susintetinty i§ PVA ir IPDI, imobilizuota
Ma iSlieka aktyvi po 7 krakmolo hidrolizés cikly arba laikant 28 paras, todél
gali biiti panaudota krakmolo hidrolizei. Sios PUK mikrodalelés panaudotos
ureazei imobilizuoti ir biojutikliams, skirtiems karbamido kiekiui nustatyti,
kurti.

Darbo tikslas

Susintetinti akytas PUK mikrodaleles i§ PVA ir diizocianaty: HDI ir TDI
misinio, IPDI arba HMDI, istirti jy savybes ir jvertinti tinkamumg Ma
imobilizuoti.

Siam tikslui pasiekti buvo iskelti uzdaviniai:

1.  Susintetinti PUK mikrodaleles i§ PVA ir diizocianaty: HDI ir TDI
miSinio, IPDI arba HMDI bei surasti optimalias sintezés sglygas;

2. Istirti PUK mikrodaleliy sandarg (cheming sudétj ir strukttirg), termines
savybes, pavirSiaus plotg ir akytuma;

3. Panaudoti gautas PUK mikrodaleles Ma imobilizuoti ir iStirti
imobilizuoty preparaty efektyvuma bei stabiluma.

4. Nustatyti imobilizuotos ir tirpios Ma optimalias temperatiiras, NaCl jtaka

Ma aktyvumui ir fermento desorbcijai nuo PUK mikrodaleliy, nustatyti

10



Michaelis-Menten konstantas (Ky) ir maksimalius reakcijos grei¢ius
(Vmax)-

Ginamieji teiginiai

IS PVA ir jvairiy diizocianaty — HDI ir TDI misinio, IPDI arba HMDI -
susintetintos akytos PUK mikrodalelés yra tinklinés strukttros, jose yra
hidroksigrupiy, uretaniniy rySiy ir jvairaus ilgio polikarbamido
grandiniy, kurios gali baigtis laisva izocianatogrupe. Esant diizocianato
pertekliui, susidaro ilgesnés, tvarkingesnés struktiiros, vandeniliniais
rySiais stabilizuotos polikarbamido grandinés.

PUK mikrodalelés yra ploksteliy pavidalo, akutés — plySinés formos, o
ju dydis tinkamas fermentams imobilizuoti. DidZiausias PUK
mikrodaleliy pavirSiaus plotas ir bendras akuciy tiiris gautas, sintezei
naudojant PVA ir IPDI.

Akytos PUK mikrodalelés tinka Ma imobilizuoti kovalentiniu budu. Ma
imobilizavimo efektyvumas yra didesnis, esant didesniam PUK
mikrodaleliy  pavirSiaus  plotui, bendram akuCiy toriui ir
1zocianatogrupiy kiekiui.

Maltogeninés a-amilazés imobilizuoto preparato optimali temperatiira
yra aukStesné uz tirpaus fermento. Ma IP yra stabiliis laike ir gali buti
naudojami krakmolo hidrolizei daugkartinio veikimo vonios tipo
reaktoriuje. PUK mikrodalelés gali buti naudojamos ir ureazei

imobilizuoti.
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1.0 LITERATUROS APZVALGA

1.1 PU ir PUK sintezéje naudojami izocianatai

1849 metais A. Wurtz pirmg kartg jvykdé sintezg¢ tarp izocianato ir
junginiy, turin¢iy hidroksi- arba aminogrupe [8]. Buvo jrodyta, kad tarp
izocianatogrupés ir pirminés hidroksigrupés susidaro uretaninis rySys, o
reaguojant izocianatui su aminogrupe susidaro karbamidinis rysys. 1937 metais
Vokietijos jmongje |. G. Farben profesorius Otto Bayer su kolegomis [9]
pirma karta poliadicijos biidu susintetino poliuretang (PU) i§ poliesterpoliolio,
kuris tur¢jo dvi galines hidroksigrupes, ir diizocianato. 1938 metais H. Rinke
su bendradarbiais taip pat sékmingai susintetinto PU, vykdant reakcijg tarp
alifatinio 1,8-oktandiizocianato ir 1,6-butandiolio (BD), ir tais paciais metais
JAV uZpatentavo [10]. 1942 metais Dupont kompanija uZpatentavo
poliizocianaty reakcijg su glikoliu, diaminais, poliesteriais ir kitais aktyvyji
vandenilj turin¢iais junginiais [11]. Nuo 1950 mety prasid¢jo staigus PU
pramonés vystymasis. 1954 metais Dupont kompanija sékmingai jvykde
sinteze tarp polietilenglikolio ir 2,4-toluendiizocianato. DidZiausias perversmas
ivyko, kai 1,5-naftalendiizocianatas (NDI) buvo pakeistas 1 liaunesnj
difenilmetandiizocianatg (MDI) ir 1957 metais Schollenberger susintetino
linijin} elastomerg i§ MDI, adipo rigsties ir BD [12]. Gautas polimeras
pasizyméjo elastingumu, tagsumu, tirpumu ir atsparumu trin¢iai, o MDI tapo
pagrindiniu diizocianatu pluosty gamyboje. PU tapo universaliausiu polimeru,
kuris yra naudojamas visur ir mus lydi kiekviename zingsnyje.

Pirmuosius izocianatus 1848 m. susintetinto A. Wurtz [13], atlikdamas
reakcijg tarp organinio sieros rugsties esterio ir kalio cianato. 1884 metais A.
W. Hofmann, T. Curtius ir W. Hentschel pasitil¢ alternatyvig izocianaty sintezg
i§ aminy, juos veikiant fosgenu [14]. 1921 m. H. Staudinger nustaté, kad
izocianato ir keteny struktiiros yra labai panaSios ir pastiméjo mokslininky
susidoméjimg Sia sritimi [15]. Tada atsirado publikacijy, kurios apraso
izocianaty reakcijas su skirtingais cheminiais junginiais. Izocianaty reakcijos

buvo suskirstytos i du tipus: 1) reakcijos su aktyviu vandenilio donoru; 2)
12



reakcijos su neaktyviu vandeniliu. Pirmojo tipo reakcijos rado platesnj
panaudojimg ir 1§ jy iSsivyst¢ PU chemija, o antrojo tipo reakcijos néra
reik§mingos PU chemijoje, todél Siame darbe jos nebus nagrin¢jamos.

Izocianatai — aktyviis junginiai, kuriy izocianatogrupé gali reaguoti su kity
junginiy, turin¢iy aktyvy vandenilj grupémis [16]. Aktyvusis vandenilis jeina j

daugelio grupiy sudétj, tac¢iau pagrinding ir didziausig reikSme turi alkoholio

CH3 CH3
HCO ocH HCO
v -t
acH CHy HED
‘x\.\_\ /
HCO

HEO NCO

1,5naftalendiizo-  cikloheksildizo-

2. 4-toluendiizo- 2 6toluendiizo- 4 4'-dif enalmetan dizocianatas (WMD) ; !
clanatas (TDT) sanatas (2,6.TDD) clan atas (INDI) cianatas (CHDI)

CHy NGO

QN Hal: NCO
OCN{CHAHNCO acH 4<:>—CH:4<:>7N o HsC
CHy
Hal:
NCO NCo HCO

esili izo- 3zocianatemeti]-3 5 5- .
lf.ti—he.lﬂcsametllen— 44 dicikloheksilmetan ddiizo cianatas (HWMDT) 4.’6 ks111leng1I1zo trimetileikl oh ek silizo- paratenildizo-
ditzecianatas (HDT) cianatas ({DI) danatas (TPDT) cianatas (FPDT)

HiC CH3 Hyo CH3
CH;
oNE o
WNCD ocN NCO ocN ¢ NCO
CHy  CH;

22424 M 4runetlheksa-

toliden-<4 4'diizoci 3.3 -dimetil -dif enilmetan-4,4'-dii zocianat; D
metilendiizoci anatas (TMDT) 3,3 toliden-4.4'diizocian atas (TODI) S'-dime enilmetan-4,4'-diizocianatas (DD

1 pav. Svarbiausiy diizocianaty strukttros [11].

reakcija su izocianatu, susidarant uretaniniam rySiui.

1 pav. pateikiami pagrindiniai ir daZzniausiai PU/PUK sintez¢je naudojami
diizocianatai. PU, kurie sudaryti i§ aromatiniy diizocianaty, yra neatsparumas
saulés Sviesai ir oro deguoniui. Jy poveikyje PU pradeda keisti spalva ir
prarasti skaidruma. Siam nepageidaujamam efektui panaikinti naudojami
alifatiniai diizocianatai — IPDI, HDI ir HMDI.

Izocianatogrupés reaktingumas su nukleofiliniais reagentais yra didelis,
nes elektroteigiamas anglies atomas delokalizuoja deguonies ir azoto

elektronus. Izocianatogrupés elektroning struktiirg galima iSreik$ti kaip
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rezonansing (1 schema). Aromatiniai izocianatai yra reaktingesni uz alifatinius

@2 = i i
R—N—r—=— =—=~F—N—C—0O=—=p —p— =0 —N— =0

1 schema. Rezonansin¢ izocianatogrupés strukttra [11].

dél neigiamo kruvio delokalizacijos. Aromatiniy izocianaty neigiamo kriivio
delokalizacija gali buiti pakeista, jvedant pakaitus j aromatinj ziedg. Ivestos

akceptorinés grupés orto ir para padétyse padidina izocianatogrupés

1 lentelé. Diizocianaty reaktingumas [11]

Diizocianatas Ky ko
TDI 400 33
MDI 320 110
HDI 1 0,5
HMDI 0,57 0,40
IPDI 0,62 0,23
0 0 0
OCN—R—NCO %_IRI:- NCO—F-NH- —0—R' %‘f”-— R'—0—tH-R-MH-L—0-F

reaktingumg, o donorinés grupés efekta sumazina (1 lentelé). Reakcija tarp

izocianato ir junginio, kuris turi aktyvy vandenilj, vyksta pagal tokig schema:

v |

R—N—C=0: + HX—R — R—NHCOX—R
i |

2 schema. Reakcija tarp izocianato ir aktyvy vandenilj turin¢io junginio [17].

junginys, kuris turi aktyvy vandenilj nukleofiliniame centre (hidroksigrupés —
deguonies atomas arba aminogrupés — azoto atomas), atakuoja elektrofilinj
anglies atoma ir vandenilis prisijungia prie izocianatogrupés azoto atomo
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(2 schema). 3 schemoje pateiktos pagrindinés izocianaty reakcijos su
alkoholiais, aminais, vandeniu, riigS§timis, uretanais ir karbamidais, o taip pat jy
dimerizacija bei trimerizacija. Placiausiai naudojama reakcija yra diizocianaty

reakcija su polioliais. Alifatiniy polioliy pirmin¢ hidroksigrupe yra

0
R,-OH R;NCO R—N—C—O0—R,  Alofarain
R=N=(C=0 —————= R-NH—COOR, — > '+ Alofanatas
Uretanas O=C—-NH-R;
i T
H-0 cO RNCO )
> R—N—C—0—H——» R—NH, — > R-NH (|‘ NH—R Karbamidas
| |
H Aminas 0
Karbamo rugstis ammnas
0 0
RyNH, | RyNCO . .
———= R—-NH—-C—-NH-R . R—N—C—NH—-R Biuretas
Karbamidas O=C—NH-R,
0
R,-COOH | .
———— = R-NH-C—R, + €O, Amidas
0
i
/(\
— = R—N N—R  Dimeras, uretidindionas
C/
I
(0] 0
Il
R_ C_ _R
R-NCO \|J lrocianuratas
/;C,\ e
0~ NT O
||1 R
R N
h v
T R NCO  N—C
L = R—N=(C=N—R + CO, = uretiniminas
- C—N
arbodiimidas ~
karbodiimidas O/ R,
Cll 0
R,—NI—C—R; R, R, Acilkarbamidas
O=C-NH-R
0
AN R —N—CH, _
R,—CH-CH, | ] Oksazolidonas
O0=C ClI-R;
NS
0
0. it
0=C_ ~C=0 Is
"R; SN i o
R—N R, Ciklinis imidas
ST
I
0

3 schema. Izocianaty reakcijos [5].
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reaktingiausia, po to seka antriné ir tretin¢ hidroksigrupés, o maziausiai
aktyvls yra aromatiniai alkoholiai (pvz., fenolis) (2 lentel¢). Aromatiniai
alkoholiai yra naudojami izocianatogrupiy blokavimui. Reakcijos greitj galima
kontroliuoti, j reakcijos miSin] jdéjus tam tikro katalizatoriaus. Rugstiniai
katalizatoriai (pvz., mineralinés riigStys, rigS§ciy halogenidai) mazina reakcijos
greit], o baziniai katalizatoriai (pvz., tretiniai aminai, metaly (alavo, cinko, ir
kt.) druskos) ji didina [18, 19]. Viena i§ svarbesniy reakcijy yra izocianaty
reakcija su vandeniu. Vanduo, reaguodamas su izocianatogrupe, sudaro
nestabilig karbamato riigstj, kuri skyla j aming ir anglies dioksidg. Susidares
aminas labai greitai reaguoja su laisva izocianatogrupe, sudarydamas
karbamidinj ry$j, o 18siskyres anglies dioksidas iSpucia medZiaga.

Izocianaty reakcija su amino junginiais, susidarant karbamido rySiui

(3 schema, 2 lentelé), daznai taikoma, kai, sintetinant PU, licka mazai laisvy

2 lentele. Santykinis izocianatogrupiy aktyvumas su junginiais, kurie turi

aktyvyji vandenilj [17]

Santykinis reakcijos
Aktyvy vandenilj turintis o
o Formulé greitis
junginys _ _
(be katalizatoriaus, 25 °C)
Pirminis alifatinis aminas R-NH, 2500
Antrinis alifatinis aminas R,NH 500-1250
Pirminis aromatinis aminas Ar-NH, 5-7,5
Pirminis alifatinis alkoholis R-CH,-OH 2,5
Vanduo HOH 2,5
Karboksirtigstis R-COOH 1
Antrinis alifatinis alkoholis R,CH-OH 0,75
Uréja R-NH-CO-NH-R 0,375
Tretinis alifatinis alkoholis R;C-OH 0,0125
Aromatinis alkoholis Ar-OH 0,0025-0,0125
Uretanas R-NH-COOR 0,0025
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izocianatogrupiy arba norima, kad produktas turéty tam tikry savybiy.
Reakcijos greitis tarp izocianato- ir aminogrupiy yra 100-1000 karty didesnis
nei su hidroksigrupe. Reaktingiausi yra alifatiniai pirminiai aminai, po to seka
alifatiniai antriniai aminai, aromatiniai pirminiai aminai ir galiausiai
aromatiniai  antriniai  aminai.  Tretiniai aminai  nereaguoja  su
izocianatogrupémis, nes neturi aktyvaus laisvo vandenilio, bet yra puikis
katalizatoriai PU sintez¢je [18]. Likusios izocianaty reakcijos yra ne tokios
svarbios ir yra labiau savitos (saviti katalizatoriai, aukStos temperatiiros).
Alafonaty ar biurety sintezei reikia aukstesnés temperatiiros (T > 110 °C) [20]
ir katalizatoriy, kai jprastinés reakcijos, esant katalizatoriui vyksta esant
40-60 °C temperatiirai. Pakélus temperatiirg iki 150 °C, prasideda grjztamasis
alafonaty ir biurety susidarymo procesas [5, 20, 21]. Esant savitiems baziniams
katalizatoriams, diizocianatai gali dimerizuotis ir trimerizuotis [22]. TDI dél
alkilgrupés trukdziy negali dimerizuotis, o MDI jau kambario temperatiiroje
létai  dimerizuojasi. Pagrindiniai trimerizacijos reakcijos produktai yra
izocianuratai ir Sios reakcijos yra negriZztamos. Esant savitiems katalizatoriams,
gali vykti kondensacijos reakcijos, susidarant karbodiimidams, kurie gali

griZztamai pavirsti | uretiniminus.
1.2 Poli(vinilo alkoholis) ir jo naudojimas PU ir PUK sintezei
1912 metais vokieCiy chemikas F. Klatte pirmg karta susintetino

vinilacetatg 1§ acetileno ir acto riigSties [23], kaip katalizatoriy naudojant

gyvsidabrio druskas. Po mety mokslininkas pirmg karta susintetino

O b druskos H:CZ"TH Folimerizacija
c=c—H + H;.C% e . L — —{CH;—CH%
OH | | /n
i~ ﬁ’
CH; LT:C'
CH;

4 schema. PV Ac sintezé.
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poli(vinilacetatg) (PVAc) (4 schema) [24]. Po 13 mety vokieCiy mokslininkai
W. O. Herrmann ir W. Haehnel pirma kartg gavo poli(vinilo alkoholj) (PVA) i§
PVAC [25]. Tais paciais metais, nepriklausomai nuo jy, H. Staudinger su
bendradarbiais taip pat susintetino PVA, hidrolizuojant PVAc alkoholin¢je
terpéje (5 schema) [26].

Siuo metu PVA vandeninis tirpalas naudojamas medziui klijuoti. Jis taip

pat yra modifikuojamas jvairiais aldehidais bei kitais funkciniais junginiais, ir

AECHQ —CH%* M’- —{CHQ—CH}—{CH3—CH%
I LT
C|:D C|=O
' c'

CHs

5 schema. PVA sintezé (m>>k).

naudojamas  tekstiléje,  zvejyboje, dangy, popieriaus, medicinos,
biotechnologijos pramonése, emulsijose kaip sterinis stabilizatorius.

Literatiros Saltiniuose rasta, kad PVA, kaip poliolis, naudojamas
reakcijoms vykdyti su izocianatais ar diizocianatais [27-38]. PVA gali buti
naudojamas kaip poliolis, nes jo ilgos molekulés turi laisvas antrines
hidroksigrupes, kurios reaguoja su izocianatogrupémis ir, priklausomai nuo
PVA susiuvimo laipsnio, yra gaunamos kietos medziagos ar hidrogeliai. F.
Arranz su bendradarbiais jvykdé reakcijg tarp PVA ir n-butanizocianato ir
nustaté, kad susidaro modifikuotas PVA, kuriame yra vinilbutiluretano
grandziy. Sios reakcijos greitis mazéja, ilginant reakcijos trukme, nes
susidariusios vinilbutiluretano grandys trukdo izocianatui patekti prie laisvy
PVA hidroksigrupiy [27]. PVA pléveliy pavirSius taip pat buvo modifikuotas
HDI, o po to likusios laisvos izocianatogrupés hidrolizuojant buvo paverstos |
aminogrupes. Taigi, rigstinéje terp¢je plévelés pavirSius jgavo teigiamg kriivi
[28]. PVA modifikuojant fenilizocianatu, buvo sumazintas PVA

hidrofiliSkumas [29]. C. Galiatsatos su bendradarbiais [30] susintetino
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membrang i§ PV A ir triizocianato dimetilsulfoksido (DMSO) tirpale. Reakcija
buvo atlikta kambario temperatiiroje, 0 membranos storis buvo reguliuojamas
keic¢iant reakcijos laika. Norint pagerinti miSiniy savybes, PVA buvo
sumaisytas su PU. Tai atliko G.-Q. Zhu su bendradarbiais [31], suformuodami
membrang 1§ PVA ir PU DMSO tirpale. PU buvo susintetintas i§ TDI,
polipropilenglikolio ir polietilenglikolio, o grandinei prailginti naudotas BD.
Autoriali teigia, kad gautoje membranoje susidaro vandeniliniai rysiai tarp PVA
hidroksigrupiy ir PU uretaniniy rySiy, o membranos hidrofobiskumas, lyginant
su PVA membrana, didé¢ja, didinant PU masés dal; membranoje [31]. C.-D.
Nechifor su bendradarbiais gavo plévele i§ PVA ir PU, juos tarpusavyje
mechaniSkai sumaiSant [32]. Nustatyta, kad plévelés hidrofobiskumas did¢ja, o
mechaninés savybés blogeja, didinant PU masés dalj plével¢je. M. Krumova su
kolegomis tyr¢, kaip keiCiasi PVA plévelés mechaninés ir terminés savybeés
nuo susiuvimo laipsnio, kai PVA buvo susiuvamas su HDI [33]. Nustatyta, kad
plévelés mechaninés ir terminés savybés blogéjo, kol susiuvimo laipsnis
pasieké 20 %, nes, susiuvant mazéjo PVA kristaliSkumo laipsnis. Susiuvimo
laipsnj toliau didinant, savybés nebekito. Autoriai iSskyré 3 tokio reiSkinio
priezastis: silpn¢ja tinklin¢ struktira deél nutrikusiy vandeniliniy rysiy;
formuojasi tinkliné struktiira, paremta cheminiais rysiais; atsiranda lanksciy
grandinés atkarpy. J.-K. Yun su kolegomis i§ PVA, PUK ir nailono sukiiré
audinj, kuris yra laidus vandens garams [34]. Straipsnyje [35] apraSytas
membranos i5 PVA/poli(vinilbutiralio) kopolimero ir hidrofilinio PU gavimas.
Membrana buvo padengtas platinos elektrodas, kuris skirtas fermentui
imobilizuoti. Tokiu bidu sukurtas gliukozés biojutiklis, kuris gali biiti
naudojamas medicininiams ir biologiniams tikslams [35]. Darbe [36] iS
politetrametileterglikolio, TDI ir BD, kuris naudotas grandinéms prailginti,
gauta PU membrana. Ji buvo modifikuota silicio dioksido dalelémis,
padengtomis PVA. Tokia membrana geriau praleidzia anglies dioksidg ir
labiau sulaiko azoto, deguonies ir metano dujas, lyginant su nemodifikuota. S.
Bonakdar su kolegomis [37] pagamino bioskaly hidrogelj i§ PVA, kurio

liaunos grandinés buvo susiiitos aktyviu PU prepolimeru, susintetintu is$
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polikaprolaktono (PCL) ir perteklinio kiekio HDI. Toks modifikuotas
hidrogelis gali biiti panaudotas kaip atrama sgnario audinio atsinaujinimui po
sunkiy kremzlés operacijy ar pazeidimy [37, 38].

VU Chemijos fakultete, Polimery chemijos katedroje susintetintos PU
mikrodalelés i§ PVA ir HDI [39] organiniuose tirpaluose (kai j reakcijos miSinj
nebuvo dedama sterinio stabilizatoriaus). Sios susintetintos dalelés buvo

panaudotos maltogeninei a-amilazei imobilizuoti.

Apibendrinus literatiirg, galima teigti, kad, modifikuojant PVA jvairiais
izocianatais, buvo gautos jvairiomis savybémis pasizymincios plévelés,
membranos ir hidrogeliai. Be to, PVA jvairiais santykiais buvo maiSomas su
PU, norint gauti tam tikry savybiy pléveles ir membranas. Tik VU Chemijos
fakultete, Polimery chemijos katedroje PVA buvo naudotas kaip poliolis PU

mikrodaleliy sintezei.

1.3 PU ir PUK daleliy sintezé

Anksciau PU sintezé buvo atlickama maséje, kai sistema sudaryta tik is
reaguojanciy medziagy arba iSskirtinai organiniuose tirpaluose, kadangi
diizocianatai yra jautriis drégmei. Laikui bégant, atsirado poreikis PU ir PUK
medziagas sintetinti daleliy pavidalu [40-49]. Tokios medziagos panaudotos
dangoms, pléveléms, audiniams, uzpildams gaminti. Pagrindinis PU daleliy
sintezés blidas yra emulsiné arba suspensiné polimerizacija [40-49]. Pirmasias
PU daleles susintetino J. J. McGarr i§ USM jmonés [40], naudodamas
emulsinés polimerizacijos metoda. Patente nurodyta, kad reakcija vykdyta
organiniame tirpiklyje, kuriame diizocianatai TDI arba MDI yra netirps, o
polioliai — politetrametileneterglikolis ar poli(butanoladipatas) su galinémis
hidroksigrupémis — tirpts. Grandinéms prailginti pasirinktas BD. Sistema
stabilizuota, jvedant stabilizatoriy — vinilpirolidono ir 1-heksadeceno
kopolimerg [40]. X. Wang ir E. Ruckenstein [41] susintetino PU daleles

organinéje hidrofobinéje terpe¢je, nenaudojant steriniy stabilizatoriy. Reakcija
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buvo vykdoma tarp polidifenilmetandiizocianato ir polipropilenglikolio
mineralinéje alyvoje, | reakcijos terpe idéjus kalcio karbonato ir vandens, dél
kuriy poveikio dalelés tapo akytos struktiiros. Mokslininkai i§ Indijos [42-46]
susintetino PU sferas i$ etilenglikolio ar 2-etil-1,3-heksandiolio ir TDI, esant
katalizatoriui. Sfery dydziui reguliuoti buvo naudojami steriniai stabilizatoriai:
kopolimerai poli(butadienas)-b-poli(etilenoksidas) [42, 43] arba poli(izo-
prenas)-b-poli(etilenoksidas) [44], o taip pat makromonomeras, kuris gautas i$
trimetilolpropano ir poli(laurilmetakrilato), su galinémis karboksigrupémis
[45, 46]. Nustatyta, kad susintetinty sfery dydziai priklauso nuo stabilizatoriaus
struktiros ir koncentracijos. Naudojant poli(izopreng)-b-poli(etilenoksida),
gauta, kad PU sfery dydziai svyruoja nuo 0,2 iki 2 pum ir pasizymi mazu
polidispersiSkumu [46].

Hidrofilines PU  dalelés  susintetintos  atvirkStinés  emulsinés
polimerizacijos budu [47], naudojant dvi tarpusavyje nesimaiSancias fazes —
cikloheksang arba Isopar M (izoalkany miS$inj) ir DMSO. DMSO buvo
iStirpintas diolis (etilenglikolis) ir poliolis (polietilenglikolis), o cikloheksane
arba Isopar M — sterinis stabilizatorius. SumaiSius abu tirpiklius, susiformavo
emulsija, 1 kurig buvo idétas katalizatorius, ir létai sulaSintas diizocianatas
(TDI arba MDI), istirpintas cikloheksane arba Isopar M [47].

VU Chemijos fakultete, Polimery chemijos katedroje susintetintos PU
dalelés i§ MDI ir BD ar polieterglikolio [48], taip pat i§ PVA ir HDI [39]
organiniuose tirpaluose, kai ] reakcijos miSinj nebuvo dedama sterinio
stabilizatoriaus [48, 39].

PU ir PUK daleles galima gauti ne tik naudojant organinius tirpiklius, bet
ir reakcijas vykdant vandeninéje terpéje vienstadijinés [49] arba dvistadijinés
[50, 51] emulsinés polimerizacijos biidu. Vienstadijiné¢je emulsingje
polimerizacijoje nenaudojami brangls organiniai tirpikliai, ji greitai atlickama,
dalelés dazniausiai gaunamos sferos pavidalo, o, iSgarinus organinj tirpiklj,
lieka tik vandenin¢ PU ar PUK emulsija. Norint taikyti §ig metodika PU
daleléms gauti, reikalinga, kad naudojamos medziagos atitikty Siuos

reikalavimus [49]:
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e Reaguojantys reagentai (diizocianatai, polioliai) turi biti mazai tirpis
vandenyje;

e Reakcija tarp diizocianato ir poliolio turi biiti létesné, negu laikas,
reikalingas susidaryti emulsijai;

e Pasaliné reakcija tarp diizocianato ir vandens dispergavimo metu turi bti
létesné, negu reakcija tarp diizocianato ir poliolio.

Vienstadijinéje emulsin¢je polimerizacijoje daZniausiai naudojamas IPDI —
ciklinis diizocianatas, kuris, palyginus su HDI ar TDI, létai reaguoja su
vandeniu, susidarant emulsijai [49]. Sio metodo triikumas — ribotas pradiniy
medziagy pasirinkimas ir iki galo neiSvengiama tarpfaziné reakcija tarp
izocianatogrupés ir vandens.

Vandenin¢ dvistadijiné polimerizacija neturi tokiy griezty reikalavimy,
kaip vienstadijing, ir gali biiti naudojami visi norimi pradiniai reagentai, be to,
nereikia steriniy stabilizatoriy [50, 51]. Siuo atveju pirmiausia maséje arba
organiniame tirpale susintetinamas norimo polimerizacijos laipsnio PU
prepolimeras. Antra stadija gali biiti vykdoma dviem biidais:

1. Mase¢je susintetintas PU prepolimeras disperguojamas vandenyje, o, kai
PU prepolimero sintezé vykdoma tirpale, po dispergavimo organinis
tirpiklis iSgarinamas [50].

2. Susintetintas PU prepolimeras yra disperguojamas vandenyje, kuriame
yra jdétas diolis arba diaminas grandinéms prailginti. Jvykus galutinei
reakcijai, gaunama vandeniné emulsija. Jei pirmoje stadijoje PU
prepolimeras paruoStas organiniame tirpale — organinis tirpiklis
nudistiliuojamas [51].

PU ar PUK dalel¢s, gautos vienstadijinés ir dvistadijinés vandeninés emulsinés
polimerizacijos budu, yra naudojamos pléveliy, dangy, dazy gamyboje, taip
iSvengiant organiniy tirpikliy ir taupant gamtg bei Zmogaus sveikata.

Anijoninés vandeninés PUK dispersijos yra gaunamos naudojantis
aprasSytu dvistadijinés polimerizacijos budu [52-59]. DaZniausiai PUK dalelés

yra sintetinamos i§ IPDI ir dioliy miSinio. Diolio miSin] sudaro jprastinis
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poliolis ir anijoninis poliolis, 1§ kuriy placiausiai yra naudojamas
dimetilolpropano riugstis (DMPA). Pirmiausia i§ diizocianato ir dioliy miSinio
susintetinamas prepolimeras. Sioje stadijoje PU prepolimero anijoninés grupés
daznai neutralizuojamos trietilaminu (TEA), bet kartais jis yra dedamas ir
antroje stadijoje. Po to PU prepolimeras yra disperguojamas vandenyje, | kurj
grandinéms prailginti pridéta diamino, hidrazino, etilendiamino ar
propilendiamino ir susidaro PUK. Jeigu pirmoje stadijoje buvo naudojami
organiniai tirpikliai, jie yra iSgarinami. Pastebéta, kad, keiCiant grandinéms
prailginti naudojamus aminus, keic¢iasi susintetinty PUK stikléjimo
temperattiros [56]. Be to, galutinei PUK dispersijai jtaka daro neutralizuojanciy
medziagy cheminé prigimtis [57]. PUK daleliy dydis, vandeniliniy rySiy kiekis,
dispersijos klampa, gauty produkty adhezija ir atsparumas tempimui mazéja,
kai neutralizacijai naudojamas trietilaminas, natrio hidroksidas ar vario
acetatas. Neutralizuojant vario junginiais, gauti PUK pasizyméjo
antibakterinémis savybémis [56, 57].

PUK taip pat yra gaunami fotopolimerizacijos budu, kai, be jprastiniy
reagenty, tokiy kaip IPDI, polietilenglikolis (PEG), DMPA, yra naudojami
bisfenolis A ir 2-hidroksietilmetakrilatas (HEMA) [60, 61]. Anijoninéms PU
sferoms gauti pirmiausia etilacetato tirpale buvo susintetintas PU prepolimeras,
kurio grandiniy uZzbaigimui panaudotas HEMA. Gautas PU-HEMA
prepolimeras buvo disperguojamas vandenyje ir, veikiant UV 3viesa,
inicijuojamas tolesnis grandiniy augimas ar susiuvimas.

PUK sferas ar daleles taip pat galima formuoti, panaudojant membrana.
H. Yuyama su kolegomis [62] gavo vienodas PUK sferas, pasinaudodami
Shirasu stikline membrana. Pirmiausiai autoriai iS TDI ir difunkcinio-
trifunkcinio poliolio miSinio, kurio pagrinding dalj sudaré propilenglikolis,
norbornanmetildiizocianato ir poliheksilkarbonato arba poliesterio (sudarytas i$
1,6-heksandiolio ir adipo riigsties)) susintetinto PU prepolimerg organiniame
tirpiklyje. Taip gautas PU prepolimeras buvo praleidziamas per Shirasu stikling

membrang ] vandenine terpg, kurioje pridéta sterinio stabilizatoriaus ir
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diamino. Gauty PUK sfery skersmuo priklaus¢é nuo Shirasu stiklinés
membranos risies ir buvo nuo 5 iki 20 pm.

PU ir PUK daleliy sintezei naudojami ir Sakotieji polioliai. Q. Hu su
kolegomis PUK prepolimerg susintetino i§ TDI, DMPA ir polikarbonatdiolio
[63]. PU prepolimero anijoninés grupés buvo neutralizuotos TEA. Po to
paruostas 20 % tirpalas organiniame tirpiklyje jpiltas j trimetilolpropan-
tris[poli(propilenglikol)-amino] organinj tirpala. [vykus galutinei reakcijai,
Sakotas PUK tirpalas buvo disperguotas vandenyje. Darbe [64] pirmiausia
polikondensacijos budu 1§ poli(tetrametileter)glikolio ir DMPA susintetintas
Sakotasis poliesteris su galinémis hidroksigrupémis, kuris buvo sumaiSytas su
IPDI. Taip pat atskirai paruoSiamas PU prepolimeras i$ IPDI ir DMPA. Po to
Sios dvi medziagos sumaiSomos ir, jvykus reakcijai, idedama medziagy
grandinéms prailginti ir TEA karboksigrupéms neutralizuoti. Galutiniame
etape PUK disperguojamas vandenyje ir gaunama vandening¢ dispersija.

Emulsinés polimerizacijos bidu B. G. Zanetti-Ramos su kolegomis
susintetino PUK daleles i$ IPDI, gamtinio triolio — ricinos aliejaus ir PEG, o
organine faze pasirinko alyvuogiy aliejy [65]. Emulsiné polimerizacija buvo
panaudota modifikuoto ir ciklodekstrino susiuvimui su IPDI, o gautos dalelés
tiko organiniy junginiy adsorbcijai [66].

Taip pat sintetinamos PU dalelés, j kuriy sudétj jeina ne vien tik anglis,
deguonis, azotas ir vandenilis, bet ir heteroatomai [67-69]. K. Lewandowski su
kolegomis [67] susintetino PUK dispersijg 1§ diizocianato (IPDI, HMDI, MDI,
HDI arba TDI) ir diolio (gauto vykdant reakcija tarp dimetilsulfoizoftalato
druskos ir polikaprolaktono arba dietiletilenglikolio), o grandinéms prailginti
panaudojo 3-aminopropiltrietoksisilang arba 3-aminopropilmetildietoksisilana,
per kuriuos dzitivimo metu medZziaga susisiuva tarpmolekuliniais rysiais.

PUK anijoninés dalelés, savo sandaroje turincios halogeny, pavyzdziui,
fluoro, buvo susintetintos emulsinés polimerizacijos biidu. Tokie fluorg
turintys PUK pasiZzymi maza trintimi, Svara, hidrofobiSkumu. Jie gali buti
naudojami implanty gamyboje, apsauginéms dangoms, kompozitams gauti

[68,69]. S. Turri su kolegomis PUK sintezei panaudojo IPDI ir
24



perfluorpolieterdiolj, DMPA ir etilendiaming [68]. Z. Wang §ig kompozicija

praturtino PCL ir dietilentriaminu [69].

Apibendrinant, biity galima teigti, kad PU ir PUK daleliy sintezei
naudojami trys skirtingi metodai: vandeniné vienstadijiné ir dvistadijiné
polimerizacijos, emulsiné polimerizacija organiniuose tirpikliuose. Deja,
nerasta duomeny apie PU ar PUK daleliy sinteze, kurioje kaip poliolis biity
naudojamas PVA ir diizocianatai — TDI, HDI, IPDI bei HMDI.

1.4 Akyty PU ir PUK sintezé ir tyrimas

Aplinkoje yra jvairiy akyty medziagy, pradedant nuo natiiraliy (kaulai,
oda, mediena) iki sintetiniy (jvairios plévelés, membranos, dalelés). Akyty
organiniy medziagy konstrukcijos yra sudarytos 1§ elementy: anglies, azoto,
deguonies, vandenilio, boro, fluoro. Lyginant su neorganinémis akytomis
medZziagomis, organinés yra lengvesnés. Akytos organinés medZiagos
naudojamos medziagy atskyrimui, kapsuliavimui, imobilizavimui, kaip dujy
talpyklos ir saugyklos, katalizatoriai, katalizatoriy neSikliai, jutikliai, pirminés
medziagos anglies nanostruktiry dariniams, lasteliy laikini pagrindai,
filtracijos ir atskyrimo membranos, koloné¢liy uzpildai chromatografijoje,
protony mainy membranos, elektrody medZiagos, energijos saugyklos,

medziagos, pasizymin¢ios maza dielektrine konstanta ir kt. [70-72].
141 Akyty organiniy medZiagy sintezei naudojami metodai
Akyty organiniy medziagy sintezei dazniausiai naudojama:
e Tiesioginio modelio metodas;

¢ Blokiniy kopolimery savitvarkos metodas;

e Tiesioginés sintezés metodas;
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e Didelio tiirio vidinés (disperguotos) fazés emulsinés polimerizacijos
metodas (HIPE) (high internal phase emulsion);
e Tarpfazinés polimerizacijos metodas;

Tiesioginio modelio metodas paremtas tuo, kad ;| monomerg arba jo
tirpalg yra jdedamos kietos medziagos (modeliai, Sablonai) arba kiety modeliy
akutés yra pripildomos monomerais ir vykdoma polimerizacija. Po to modeliai
yra paSalinami ir lieka tuS¢ios ertmes — akutes [73, 74].

Blokiniy kopolimery savitvarka vyksta létai iSgarinant jy tirpalus.
[Sgarinimo metu ilgos kopolimero grandinés susigrupuoja, sudarydamos
akutes. Prie S§io metodo taip pat priskiriama kopolimery destrukcija, kai yra
destruktuojama viena sudétiné kopolimero dalis ir vietoje jos lieka tuscios
ertmés — akutés [75-77]. Siuo atveju naudojami kopolimerai, kuriy viena dalis
gali biti destruktuojama paveikiant UV §viesa, Sarminiu ar rigstiniu tirpalu,
pakélus temperatiirg.

Tiesioginés sintezés metodu akytos medZiagos gaunamos, Kkai
reaguojantys mazamolekuliai komponentai sintezés metu erdviskai iSsidésto,
sudarydami mikroakutes. Sis metodas paremtas jvairiomis organinés chemijos
reakcijomis: Suzuki jungimusi [78]; Yamamoto jungimusi; [79], ,.click”
chemija [80]; Friedel-Craft‘o alkilinimu [81]; Sonogashira-Hagihara jungimusi
[82]; Gilch jungimosi [83]; mazamolekuliy junginiy ciklotrimerizacijos
[84, 85]; Schiff‘'o baziy susidarymu [86] ir kt. Taip pat Siai kategorijai
priskiriama radikaliné polimerizacija [87, 88] ir polikondensacija [89, 90].

HIPE metodas remiasi atvirkstinés emulsinés polimerizacijos principu
[91-94]. Jis nuo klasikinés emulsinés polimerizacijos skiriasi tuo, kad vanduo
(disperguota fazé) sudaro apie 74 % visos emulsijos. Vanduo yra laseliy
pavidalo, o tarp laseliy yra pasiskirsCiusi organiné fazeé, kurioje yra istirpe
reagentai. Pasibaigus reakcijai ir paSalinus vandenj, lieka tuscios akutés.

Tarpfazinés polimerizacijos metodu sintetinamos akytos dalelés ar sferos.

Reagentai yra pasiskirste tarp dviejy nesimaiSanc¢iy faziy ir $iy faziy sglyc¢io
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riboje vyksta reakcijos. Akutéms formuoti yra naudojami tirpikliai [95, 96],
linijiniai polimerai [97, 98], vanduo [99, 100], kietos medziagos [101, 102].

Be $iy iSvardinty metody, yra naudojama daugiastadijiné heterogeniné
polimerizacija (multistage heterogenous polymerization) [103],
emulsifikavimo metodas panaudojant membrang (jos pagalba kontroliuojami
laseliy dydziai) [104, 105], mikroskysCiy metodas [106]. Kiti metodai
dazniausiai yra jau patobulinti pagrindiniai metodai, kurie pritaikomi
konkrec¢iam atvejui [107-111].

142 MedZiagy akytumo jvertinimo biidai

Medziagy daleliy dydis ir jy pasiskirstymas gali biti nustatomas
tiesioginiais metodais: lazerio Sviesos difrakcijos metodu, optiniu ar
skenuojanciu elektroniniu mikroskopu [112-116] arba netiesioginiais
metodais — dujy sorbcija, gyvsidabrio (Hg) jsiskverbimu [117, 98, 118].
Optiniu mikroskopu yra jvertinamos palyginus didelés akutés. Jeigu akuciy
dydis yra santykinai mazZesnis nei tas, kurj galima nustatyti optiniu
mikroskopu, tada jis yra nustatomas skenuojanciu elektroniniu mikroskopu.
Pagal [TUPAC nomenklatiirg akutés pagal dydj yra skirstomos [117]:

e Mikroakutés — skersmuo yra mazesnis kaip 2 nm;

e Mezoakutés — skersmuo yra 2 — 50 nm;

e Makroakutés — skersmuo yra didesnis kaip 50 nm.
Atliekant mokslinius tyrimus, daznai akuciy dydis, jy pasiskirstymas ir tiris
yra jvertinami dujy (azoto, argono, anglies dioksido) sorbcijos arba Hg
jsiskverbimo metodais. Azoto sorbcijos metodu nustatomos mikroakutés,
mezoakutés ir makroakutés, tuo tarpu Hg jsiskverbimo metodu galima nustatyti
tik mezoakutes ir makroakutes [98]. Akutés yra skirstomos j uzdaras ir atviras.
Naudojant azoto sorbcijos metoda, nustatomos atviros akutés, o Hg
jsiskverbimo atveju — atviros ir uzdaros akutés, nes, naudojant Hg dél tyrimo

metu naudojamo slégio uzdaros akutés atsiveria. Naudojant azoto sorbcija,
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meginys néra uzterSiamas kenksmingu Hg ir méginj galima naudoti tolesniuose
darbuose ar tyrimuose.

Atliekant azoto sorbcija ant medziagos pavirSiaus, yra gaunamos
sorbcijos izotermos, kurios pagal IUPAC suskirstytos 1 SeSis modelius (2 pav.)
[118]. 1, 2, 4 ir 6 modeliuose yra stipri saveika tarp medziagos pavirSiaus ir
adsorbuoty dujy, o 3 ir 5 modeliuose sgveika yra silpna. I modelio kreivé
nusako, kad medziaga yra mikroakyta ir turi santykinai mazg pavirSiaus plota
(pvz., aktyvuota anglis, kurios pavirSiaus plota pagrinde sudaro mikroakuciy
plotas), be to, egzistuoja stipri sgveika. 2 modelio kreivé nusako, kad medziaga

yra neakyta arba joje yra makroakutés, egzistuoja stipri sgveika. 3 modelio

Adsorbuotas dujy kiekis

P/Po

2 pav. Azoto sorbcijos izotermos.

Kreivé apraSo neakyta arba makroakyta medziaga, esant silpnai sgveikai su
dujomis. 4 modelio kreive budinga daugumai medziagy, kurios turi
mezoakuciy ir vyksta dujy kondensacija kapiliaruose, pasiZymi stipria sgveika.
5 modelio kreivé nusako, kad medZziaga yra akyta, pasiZymi silpna sgveika.
6 tipo kreivé apraso daugiasluoksne dujy adsorbceijg ant neakytos medziagos,
esant stipriai sgveikai. Izotermy histerezés kilpos pagal [IUPAC nomenklatiirg
yra suskirstytos i keturis modelius (3 pav.), kurie apraso akuciy dydzio
pasiskirstymg medziagoje [117]. H1 histerezés kilpa bidinga akytoms
medziagoms, kurios turi vienodos formos akutes (dazniausiai yra cilindrinés
formos), o jy dydziy pasiskirstymas yra siauras. H2 histerezés kilpa budinga
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akytoms medziagoms, kuriy akuciy forma ir dydziy pasiskirstymas yra sunkiai
nuspéjami. Taip pat tokias histerezés kilpas turi medziagos, kuriy akutés yra

butelio formos. H3 histerezés kilpa nusako, kad tiriamos dalelés yra Iekstelés

IS L 'S IS
HI1 H2 H3 H4
a a d a
PIPy — PIPy — PIPy — PIPy —

3 pav. Histerezes kilpy modeliai [117].

pavidalo, akutés yra plySinés, o jy dydziy pasiskirstymas yra platus. H4
histerezés kilpa biidinga medziagoms, kaip ir H3 atveju, tik ¢ia plySinés akutés
turi siaurg akuCiy dydZziy pasiskirstymo intervalg. Taigi, analizuojant
medziagas dujy sorbcija, 1§ gauty kreiviy galima nustatyti pavirSiaus plota,
akuciy dydzius ir pasiskirstyma, kokia sgveika yra tarp tiriamosios medZziagos

ir adsorbuoty dujy.

1.4.3  Akyty PU ir PUK sintezé

Apie akyty PU ir PUK gavimg bei jy struktiira yra mazai duomeny.
Pirmieji akytas PU daleles susintetino X. Wang ir E. Ruckenstein [41].
Mokslininkai akutéms formuoti panaudojo mineraling alyva, kurioje buvo
mazas kiekis vandens ir Kalcio karbonato, ir ja sumai$¢ su PU prepolimeru
prie§ vykdydami tolimesn¢ reakcija. Reakcijai pasibaigus, gautos PU dalelés
buvo plaunamos druskos riigsties tirpalu. PU dalelése buves kalcio karbonatas,
sgveikaudamas su druskos riigsties tirpalu, i$skiria anglies dioksida, o susidares
kalcio chloridas iSsiplauna ir susiformuoja pirmosios akutés. Véliau benzenu i§
PU daleliy buvo iSekstrahuota mineralin¢ alyva, taip padidinant akytuma [41].
Akytos PU dalelés taip pat sintetintamos suspensinés polimerizacijos bidu,

panaudojant MDI ir polietilenglikolj (M,, = 400 Da), o grandinéms prailginti —
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BD [50]. Pastebéta, kad akuc¢iy dydziai priklauso nuo grandinéms prailginti
naudojamo BD kiekio pradiniame miSinyje. Padidinus jo kiek;j iki 50 %, akuciy
skaiCius ir jy dydis sumaz¢jo, o pasiekus 60 % — PU dalelés tapo neakytos.
Ivairioms akytoms daleléms gauti buvo panaudota HIPE polimerizacijos
metodas [50, 119]. Tokiu biidu buvo susintetintos PUK dalelés i$ bioskalaus
PCL, triolio ir HDI. Organinéje fazéje tirpus poliglicerolis-b-poliricinoleatas
panaudotas kaip emulsiklis. Autoriai teigia, kad pagrindiné reakcija vyko tarp
poliolio ir diizocianato, tafiau nebuvo iSvengta reakcijos tarp diizocianato ir
vandens, todél susiformavo ne vien tik uretano, bet ir karbamido rysiai [63].
Daugiau informacijos apie akytas PU ar PUK daleles nerasta, bet yra
susintetintos akytos plévelés, membranos, putplasciai [120-136]. Iprastiniai PU
ir PUK pasizymi biosuderinamumu, taciau jie néra bioskalts. AiSku, kad
biosuderinamumas yra privalumas, tafiau yra sriciy, kai reikalingas ne tik
biosuderinamumas, bet ir bioskalumas. Biosuderinami ir bioskaliis PU ar PUK
gaunami ] jy sudét] jvedus bioskaliy esteriniy dariniy — kaprolaktong ir jo
polimerinius darinius, laktida ir poliesterpoliolius. Akyti biosuderinami ir
bioskaliis PU ar PUK rado ni$a medicinoje kaip natiiralaus audinio pakaitas ar
laikina atrama, reikalinga iki tam tikro momento, kol atsistato prarasti ar
pazeisti natiiralls audiniai, arba jvykus laZziams [120-130]. Norint gauti akytus
bioskalius ir biosuderinamus PU ar PUK, taikomas iSputinimo metodas.
ISputinti medziagas galima panaudojant anglies dioksida, kuris susidaro
reakcijos metu, reaguojant perteklinéms izocianatogrupéms su vandeniu arba
su rigstimi, gaunant PUK arba poliuretanamidg [120, 121]. Akyti PU ar PUK
taip pat gaunami naudojant neorganines druskas: natrio chlorida, natrio fosfato
heksahidrata, natrio hidrokarbonata, amonio chlorida [122-128]. Siuo atveju
pirmiausiai susintetinami PU ar PUK prepolimerai organin¢je fazéje arba
mas¢je. Tada | juos jmaiSoma druska ir yra iSliejama plével¢, membrana ar
norimos konfigliracijos gaminys, ir leidZziama susidaryti gaminiui. Po to jis yra
plaunamas kelis kartus organiniais tirpikliais, kad biity paSalinti nesureagave
pradiniai reagentai, paskui plaunama vandeniu, Sarmu ar rugStimi, kad i$

gaminio buty i8plautos druskos, taip susidarant akutéms. Suformuoty akuciy
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dydziai ir jy pasiskirstymas priklauso nuo naudoty drusky daleliy dydziy ir jy
pasiskirstymo. Akytas PU taip pat buvo gautas naudojant hidroksiapatitg, kuris
buvo sumaiSytas su TDI, BD ir ricinos aliejumi, o reakcija vykdyta 120 °C
temperatiroje [129]. J. Guan su kolegomis susintetino akyta PUK i§ PCL, 1,4-
butandiizocianato ir 1,4-diaminobutano, o akutés buvo gautos taikant Saldymo
metoda [130]. Tuo tikslu PUK istirpinamas organiniame tirpiklyje ir tirpalas
uzSaldomas nuo -20 iki -80 °C temperatiiroje arba iskart dedamas j skysta azota
ir laikomas 3 valandas. Tada uZSaldytas méginys patalpinamas j -20 °C
temperatiiros etanolj ir i§ PUK matricos iSekstrahuojamas organinis tirpiklis,
taip sudarant akutes [130]. Akuciy sudarymas Saldymo metodu yra brangesnis,
nei akuciy sudarymas drusky pagalba, nes reikia brangios aparatiiros, organiniy
tirpikliy ir 1ilgiau atlickamas formavimas. Mokslininkas S. Das su
bendradarbiais  susintetino akyta hidrofobing PUK membrang i§ TDI ir
polibutadieno su galinémis hidroksigrupémis, grandinéms prailginti naudojo
oksidianiling, o akutéms formuoti — li¢io chloridg [132]. Gauta membrana buvo
panaudota fenoliui atskirti nuo chlorfenolio i§ vandeninés terpés. Norint
iSsaugoti kuno Siluma, tekstilés pramonei buvo susintetinta PEG/PU akyta
membrana, akutéms sudaryti panaudojant amonio karbonatg [133]. Akyti PU
kompozitai taip pat sintetinami naudojant atsinaujinancius Saltinius: rapsy
aliejaus poliolius, liny bei kanapiy plausus, kuriy akutéms formuoti naudoti
ciklopentanas ir vanduo [134, 135]. A. M. Atta su bendraautoriais [136] akyta
PU putplast], skirtag naftai sorbuoti, susintetino i§ polietilentereftalato (PET)
atlicky. Siuo atveju poliolis gaminamas i§ PET, jo griztamajam perdirbimui
alkoholizés biidu naudojant trimetilolpropang arba pentaeritritolj. PU sintezei
buvo panaudotas gautas poliolis ir TDI perteklius. Tam, kad sureaguoty
likusios laisvos izocianatogrupés buvo pridéta vandens, o iSsiskyrgs anglies
dioksidas iSputino gaminj. Akyta PU plévelé, skirta dazy absorbcijai,
susintetinta 1§ TDI, polieterpoliolio ir riig§timi aktyvuoto magnio aliuminio
silikatinio mineralo (attapulgite), akutéms gauti naudojant natrio
hidrokarbonata [137]. Akytos PU medziagos yra pirminis Saltinis gaminti

akytas anglies plévelés, kurios gali biiti naudojamos kaip adsorbentas arba
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katalizatoriy nesiklis [138]. Siuo tikslu per 2 stadijas buvo susintetintas PU—
poliamidas. PU prepolimeras buvo gautas i5 HDI, polietilenadipato ir fenolio, o
poliamidas gautas iS 4,4 -oksidianilino ir piromelito riigSties dianhidrido. Tada
gauti miSiniai sumaidyti tarpusavyje ir suformuota plévelé. Sia plévele
kaitinant 300 °C temperatiiroje inertinéje atmosferoje skyla uretano rysiai ir
lieka vien tik akyta poliamido plévelé. Tolesné pirolizé atlickama, esant 900 °C

temperatirai, gaunant akytg anglies plévele [138].

Apibendrinant, biity galima teigti, kad akytoms PU ir PUK daleléms bei
jvairioms medziagoms sintetinti dazniausiai naudojamas tiesioginés sintezés
metodas. Deja, rasti tik keli straipsniai apie akyty PU mikrodaleliy sinteze i

dioliy ar polioliy ir diizocianato, taciau PVA jy sintezei nenaudojamas.

1.5 Fermenty imobilizavimas ant neSikliy

1.5.1 Imobilizavimo biidai, privalumai ir tritkumai

Fermentai — tai stambiamolekuliai baltymai, sudaryti i§ amino rugsciy
liekany ir vadinami biologiniais katalizatoriais. Fermentai pasizymi aktyvumu,
selektyvumu, specifiSkumu, veikia esant mazoms koncentracijoms, katalizuoja
tiesiogines ir griZtamasias reakcijas, yra nenuodingi, tirpiis vandeninéje terpéje.
Taciau jie yra jautriis pH ir temperatliros svyravimams, joninei jégai,
druskoms, mazoms inhibitoriy, pesticidy ir sunkiyjy metaly koncentracijoms
[139-143]. Be $iy i$vardinty neigiamy savybiy, fermentai yra brangiis, nes jy
iSskyrimas ir iSgryninimas yra brangiai kainuojantis procesas, 0 panaudojimas
yra vienkartinis. Fermentus imobilizuojant galima pasalinti nepageidaujamas
savybes ir sumazinti savikaing. Fermenty imobilizavimas turéty atitikti kelis
tikslus:

e Padidinti fermenty aktyvumg auksStesnése temperatiirose arba terpése,
kuriy pH intervalas platesnis;

¢ Padidinti aktyvuma organiniuose tirpikliuose;
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e Padidinti stabilumg aukStesnése temperatirose, pH terpése, kuriy
intervalas yra platesnis nei tirpaus fermento;
e Pailginti saugojimo stabiluma;
e Imobilizuoty fermenty enantioselektyvumas biity kuo labiau panasus |
tirpaus fermento;
e Galima regeneruoti fermentus, juos filtruojant ar centrifuguojant;
e Fermenty pakartotinis naudojimas.
Fermenty imobilizavimo metodai ir optimaliy salygy parinkimas turi labai
didelés jtakos imobilizuoto preparato (IP) savybéms [144]. Fermenty
imobilizavimg ant neSiklio galima vykdyti keliais budais:
e Cheminis prijungimas:
v Prijungimas tiesiogiai arba per ,,jungtuka‘ prie nesiklio;
v Susiuvimas.
e Fizikinis prijungimas:
v" Adsorbcija ant nesiklio (hidrofobinés ir Van Der Waals‘o sgveikos,
vandeniliniai rySiai);
v" Joniniai rysiai;
e [terpimo biidai:
v Jterpimas | polimering tinkling struktiirg (incorporation into
polymeric networks);
v Sudétiné  membraninio jrenginio dalis (incorporation into
membrane device);

v Jterpimas j membrang (inclusion into membrane device).

Visi fermenty imobilizavimo biidai gali biiti taikomi tiek naudojant organinius,
tiek ir neorganinius nesiklius.

Cheminis fermento prijungimas prie neSiklio yra placiausiai taikomas
metodas. Fermentai imobilizuojami susidarant kovalentiniams rySiams tarp
nesiklio ir fermento funkciniy grupiy. Imobilizavimas vyksta per laisvas

aminogrupes, kurias turi kai kurios amino rugsciy liekanos (pvz., lizinas,
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argininas). Jos labai lengvai sudaro patvarius rysius, reaguojant su epoksi- ar
aldehidogrupémis, esant Svelnioms saglygoms [141, 145, 146].

Kitas kovalentinio imobilizavimo biidas yra fermento kristaly ar fermento
agregaty susiuvimas tarpusavyje, naudojant di(tri)funkcinius junginius
[147-150]. Naudojant fermento kristaly susiuvima, reikia, kad fermentas bty
labai grynas, tuo tarpu, naudojant fermento agregaty susiuvima, uZtenka
fermentg iSsodinti organiniy tirpikliy ar drusky pagalba. Deja, fermento
tarpusavyje susiuvimas néra pats geriausias imobilizavimo biidas, nes
gaunamas mazas fermento aktyvumas, mazas mechaninis patvarumas, o susititi
fermentai daznai biina gelio pavidalo [147-149].

Fermenty imobilizavimas ant neSikliy fizikinés adsorbcijos metodu
privalumai: greitas imobilizavimas, neSiklius galima panaudoti pakartotinai —
vieng fermentg atkabinti, o kitg prikabinti [142]. Kaip neSikliai dazniausiai
naudojami biopolimerai (celiulioze, chitozanas ir kt.) [139] ir baltymai —
zelatina ir albuminas [142]. Fermenty fizikinis imobilizavimas ant nesikliy
vyksta dél hidrofobinés ir Van Der Waals‘o sgveiky, vandeniliniy ir joniniy
rySiy. Pati silpniausia adsorbcija ant neSiklio yra, kai fermentas sorbuojasi
veikiamas hidrofobinés ir Van der Waals‘o sgveiky. Taip prikabintas fermentas
lengvai atsikabina fermentinés reakcijos metu, nekeiCiant jokiy parametry.
Stabilesné adsorbcija vyksta tuomet, kai tarp fermento ir neSiklio susidaro
vandeniliniai rySiai. Taciau, pakeitus pH, substrato koncentracija, temperatiirg
ar jdéjus nezymy kiekj drusky, taip imobilizuotas fermentas atsikabina nuo
nesSiklio pavirSiaus. Joniniais rysiais imobilizuoto fermento stabilumas yra
geriausias ir Siek tiek nusileidzia kovalentiniu biidu imobilizuoto fermento
stabilumui, taciau, ] tirpalg jvedus drusky ir pakeitus joning¢ jéga, joniniais
rySiais imobilizuotas fermentas taip pat gali atsikabinti [142, 143].

Fermentai gali biti imobilizuojami, juos ijterpiant j matricg [151].
Dazniausiai yra jterpiama ] organinj polimerg arba zolio-gelio matrica,
nepakenkiant fermento konformacijai. Taip imobilizuotas fermentas yra
atskirtas nuo aplinkos, jj maziau veikia pH ir temperatiiros svyravimai, terpéje

esantys inhibitoriai, organiniai tirpikliai, druskos. Sio metodo trikumas yra tas,
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kad substratui sunku prieiti prie fermento aktyviojo centro, o produktams i$ jo
pasisalinti. D¢l to sulétéja fermentinés reakcijos greitis, be to, ,mazas jterpto
fermento kiekis ir didelé jo iSsiplovimo tikimybe¢, jei fermentas papildomai
néra imobilizuotas kovalentiskai [142, 143].

Imobilizuojant fermentus ant neSikliy, didelj vaidmenj vaidina pacio
nesSiklio charakteristikos. Fermento imobilizavimui nesiklis turi atitikti Siuos
reikalavimus:

e Turi biiti netirpus;

e PasiZzyméti cheminiu ir biologiniu stabilumu;

e Turi pasizymeti hidrofiliSkumu, dirbant vandeninése terpése;

e Biiti pralaidus substratui ir produktui;

e Lengvai modifikuojamas ir/ar aktyvuojamas;

e Neturi inhibuoti fermento ir sukelti nespecifinés imobilizuojamo

fermento, substrato ar produkto adsorbcijos.

Apibendrinant, buty galima teigti, kad fermentus ant neSikliy galima
imobilizuoti jvairiausiais biidais, bet geriausiai per kovalentinius ar joninius
rySius. KovalentiSkai prikabintas fermentas yra stabilesnis ir tokia sistema
naudojama tol, kol fermentas inaktyvuojasi. Tuo tarpu, joniniu ry$iu prikabintg
fermentg galima desorbuoti ir ant neSiklio imobilizuoti naujg fermenta, taciau

yra fermento i§plovimo tikimybé pasikeitus terpés parametrams.

1.5.2  Fermenty imobilizavimas ant PU ir PUK neSikliy

Tarp visos gausos fermentiniy neSikliy savo ni§g rado PU ir PUK
nesikliai. PU ir PUK nesikliai, priklausomai nuo sintezei naudoty pradiniy
medZiagy, gali turéti geras mechanines savybes, biiti biosuderinami, bioskalis,
netirplis vandeninése terpése ir pasizymeéti hidrofiliSkumu. PU ir PUK neSikliy
didziausia neigiama savybé — kad yra sintetinami organiniuose tirpikliuose, o

tokia terpé yra nepalanki fermentams imobilizuoti. I$ kitos pusés, PU ar PUK
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negali biti sintetinami tiesiog vandenyje, nes izocianatogrupés jautrios
vandeniui.

Dazniausiai fermentai yra jterpiami j PU matricg (putplasti arba
membrang), kurioje yra nesureagavusiy izocianatogrupiy. PU putplastyje
(matricoje) buvo imobilizuoti fermentai: aminoacilazé ir fitazé [152],
chloroperoksidazé¢ [153], fosfotriesterazé [154], diizopropilfluorfosfatazé
[155], B-galaktozidazé [156], karbonato anhidraze [157, 158], invertazeé [159],
lipazé [160] ir alkoholio oksidaz¢ [161]. Visi fermentai PU matricoje buvo
imobilizuoti pagal $ig arba panasig schema:

1. Fermentas dedamas j buferinj tirpala;
2. Sterinis stabilizatorius sumaiSomas su komerciniu PU prepolimeru,
pasildoma, kad tirpalas tapty maziau klampus;
3. Paruosti tirpalai tarpusavyje sumaiSomi, disperguojami, kol gaunama
vientisa emulsija;
4. Gauta emulsija pilama j norimos formos ar tiirio inda, o indas paSildomas
iki reakcijai reikiamos temperatiiros ir laukiama, kol i$siputina.
PU iSputinimas vyksta dél vandens ir izocianatogrupiy tarpusavio reakcijos,
kurios metu iSsiskiria anglies dioksidas. Gautas putplastis liofilizuojamas arba
plaunamas buferiu, vandeniu, kartais organiniais tirpikliais. Straipsniuose
[157, 158] teigiama, kad fermentas yra tolygiai pasiskirstgs visame putplascio
turyje, o imobilizuojamas ne tik jterpimo } matrica, bet ir kovalentiniu biidu.
Putplastyje susidariusios akutés yra pakankamai didelés, kad jterptas fermentas
galéty difunduoti, o substratas su produktu laisvai prieiti ir pasisalinti nuo
aktyvaus fermento centro. Sis imobilizavimo budas pasizymi greitumu,
nesudétingumu ir tokiu biidu galima imobilizuoti norimg fermento kiekj.
Taciau, vykstant PU susidarymo reakcijai, iSsiskiria Siluma, kuri yra sunkiai
kontroliuojama ir dalinai deaktyvuoja fermentus. Norédami sumazinti §j
neigiamg efekta, mokslininkai po miSiniy sumaiSymo ir prasidéjus reakcijai,
indg i8kart jdédavo j ledo vonelg [152, 153]. Pastebéta, kad, jei | reakcijos
misin] néra dedamas sterinis stabilizatorius, yra prarandamas imobilizavimo

efektyvumas [152, 153]. Anks¢iau visi fermentai buvo imobilizuoti PU
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putplas¢iuose, kuriy gamybai buvo naudojami tik komerciniai PU
prepolimerai, nes juos lengva gauti, Zinoma, koks ir kokiy savybiy putplastis
susidarys. E. Keith su kolegomis [154] susintetino PU putplast] ir kartu
imobilizavo fosfotriesteraze, naudodami PU prepolimerus Hypol 3000
(prepolimeras pagamintas TDI pagrindu) ar Hypol 5000 (prepolimeras
pagamintas MDI pagrindu), imdami du skirtingus stabilizatorius — Pluronic-65
(polietilenoksidas-b-polipropilenoksidas)  ir  Brij-52  (polietilenglikolio
heksadecileteris). Tokio imobilizavimo efektyvumas virsijo 50 %, o, laikant
kambario temperatiiroje tris ménesius, liko 51 % santykinio aktyvumo (SA).
Nustatyta, kad Sio tirpaus ir imobilizuoto fermento Ky, lygi atitinkamai
0,047 mM ir 0,124 mM. Pagrindiniai faktoriai, kurie apsprendzia fermento
parametrus, yra Ky, ir maksimalus reakcijos greitis (Vmax)-

Kw — tai substrato koncentracija, kuriai esant fermentinés reakcijos greitis
yra lygus pusei maksimalaus greicio. Ky, yra iSreiSkiama %, mM ar mg/ml.

Mokslininkai nustaté, kad fermentas geriau imobilizavosi, kai buvo
jterptas 1 Hypol 3000, nei ; Hypol 5000 putplastj, kai buvo naudotas sterinis
stabilizatorius Pluronic-65. Taip yra todél, kad Hypol 3000 yra hidrofiliSkesnis,
nei Hypol 5000, o tai yra labiau priimtina fermentui. Tokiu pat budu, naudojant
Hypol 3000, buvo imobilizuota diizopropilfluorfosfataze, kurios imobilizavimo
efektyvumas sieké 67 % [155]. Remdamiesi Siais duomenimis, autoriai teigia,
kad imobilizuoto fermento SA priklauso nuo pradinio fermento koncentracijos
ir yra didziausias, kai fermento pradiné koncentracija 2,0 mg/g PU. Mazinant
ar didinant fermento kiekj, SA maz¢ja. M. Bekker su kolegomis [152],
imobilizuodami skirtingus kiekius aminoacilazés ir fitazés ant PU, kuris buvo
sintetinamas 1§ Hypol 3000, didZiausig imobilizavimo efektyvumga pasieke, kai
fermento Kiekis pradiniame reakcijos miSinyje yra maziausias. Dedant daugiau,
fermento imobilizavimo efektyvumas mazéjo nuo 100 iki 60 %. Atlikus
pertraukiamg ciklinj reZimg 12 karty, pastebéta, kad aminoacilazés SA liko
nepakitegs. Imobilizuojant -galaktozidazg PU putplastyje, kuris buvo gautas i$
poliizocianato Hyperplast-5003 ir poliolio Hyperplast-7982016, gauta, kad,

priklausomai nuo pradiniy medziagy santykiy, imobilizavimo iSeiga sieké nuo
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27,9 iki 43,9 % [156]. Kituose Saltiniuose raSoma, kad fermentas karbonato
anhidraz¢ buvo imobilizuojama PU putplas¢iuose, kurie sintetinami i§ PU
prepolimero Hypol 2060 [157, 158]. Gauta, kad imobilizuotos karbonato
anhidrazés Ky, (9,6 mM) yra maZesné nei pradinio fermento Ky, (12,2 mM), o
tokie duomenys gaunami labai retai [157, 158]. Autoriai, gave rezultatus,
prieme kritinj sprendima, kad gauti imobilizavimo rezultatai gali biiti netikslis,
nes, vykdant fermento imobilizavima, neistyré, kiek fermento imobilizavosi ir
kaip jis pasiskirsté visame PU tiiryje. Imobilizuotas fermentas buvo stabilus po
45 dieny saugojimo, kai, tuo tarpu, tirpus fermentas denatiiravosi.

Fermentai yra imobilizuojami putplas¢iuose ne tik sintezés metu, bet ir po
jos [160]. PU putplastis buvo gautas iS poliolio, kurio sandaroje esama fosforo,
ir MDI. Gautas PU putplastis buvo panardintas j fermento lipazés tirpala ir
imobilizavimas vykdytas fizikinés adsorbcijos metodu. Tiriant fermento
imobilizavimo efektyvumg (substratas — palmito riigsties ir acetilo alkoholio
tirpalas, produktas — acetilpalmitatas), buvo naudojami skirtingi organiniai
tirpikliai ir pastebéta, kad, naudojant n-heksadekang, imobilizuoto fermento
SA sieké net 120 %. Panasiis aktyvumai gauti, naudojant kitus ilgy grandiniy
alifatinius angliavandenilius (nuo Cg), 0 blogiausias rezultatas buvo gautas,
imobilizavimg vykdant DMSO tirpale. Mokslininkai D. Kayrak [162] ir N.
Inoglu [163] gliukozés oksidaze imobilizavo ant PU/polipirolo miSinio ir ant
PU plévelés anglies dioksido atmosferoje. Nustatyta, kad anglies dioksido
aplinka yra palanki fermentui imobilizuoti, o imobilizuotas fermentas
saugojimo metu pasizymeéjo stabilumu. Taip pat autoriai nustaté, kad, didinant
sistemos slégj iki 150 atmosfery, imobilizuoto fermento aktyvumas didé¢ja, o
Kw, lyginant su tirpiu fermentu, kito nezymiai.

Fermentai taip pat buvo imobilizuoti ant PU membrany/pléveliy [164-167].
Ant PU membrany buvo imobilizuotos lipazés iS Candida rugosa [164] ir
Yarrowia lipolyticca [165]. Lipazé i§ Candida rugosa [164] buvo imobilizuota
ant membranos, kuri sudaryta i$ polipropileno (PP) membranos, modifikuotos
hidrofiliniu PU. Hidrofilinis PU susintetintas iS TDI, p-metoksifenolio ir

politetrahidrofurano, o per likusias laisvas izocianatogrupes prijungtas HEMA.
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Taip gautas PU buvo maiSomas su glicidilmetakrilatu ir susiuvimo agentu —
pentaeritritoltetraakrilatu. Gautu hidrofiliniu  PU yra padengiama PP
membrana. Po to PU-PP membrana veikiama UV spinduliuote, kad susidaryty
pavirSinés epoksigrupés. Ant gautos PU-PP membranos, dalyvaujant GA, buvo
imobilizuota lipaze. Fermento imobilizavimo efektyvumas sieké 90 %, o po 10
pakartotiniy naudojimo cikly liko 58 % SA [164]. Kita lipazé i§ Yarrowia
lipolyticca buvo imobilizuota ant PU (pirktas i§ vietinés parduotuvés) ir PU-
PEI (polietilenimino) putplas¢iy [165]. PU-PEI putplastis buvo gautas PU
putplasti padengiant PEI. Fermento imobilizavimas ant PU putplas¢io buvo
vykdomas fizikinés adsorbcijos budu. Autoriai teigia, kad fermento
imobilizavimas ant PU-PEI membranos vyko susidarant joniniams ir
kovalentiniams rySiams bei susisiuvant joniniais rySiais. Gauti rezultatai
parodé, kad imobilizuotos ant PU putplascio lipazés SA nepakito po 25 cikly,
tuo tarpu, lipazés, imobilizuotos ant PU-PEI putplas€io, SA po 16 cikly
drastiSkai krito. Nustatyta, kad imobilizuotos ant PU lipazés Ky, yra 9,73 mM,
0 ant PU-PEI - 58,9 mM. Vadinasi, fermentui PU neSiklis yra giminingesnis,
nei PU-PElI [165]. Darbe [166] mokslininkai diizopropilfluorofosfataze
prijungé prie aukso nanodaleliy per aminogrupes ir tada jas nusodino ant PU
dangos, kuri susintetinta i§ komerciniy hidrofiliniy poliizocianaty
BAYHYDUR XP-7063, XP-7007, XP-7148, kuriy pagrinda sudaro HDI, ir
poliolio BAYHYDROL XP-7903. Nustatyta, kad fermentas geriausiai
imobilizuojasi ant hidrofobiskesniy PU dangy. Stabilumo tyrimai parod¢, kad
imobilizuotos diizopropilfluorofosfatazés SA po 100 saugojimo dieny
sumazéjo iki 40 %, o tomis paciomis salygomis laikytas tirpus fermentas
inaktyvavosi [166]. A. Kreider su kolegomis [167] imobilizavo krieny
peroksidaze ant modifikuotos PU dangos, kuri gauta i§ komercinio
poliizocianato, poliolio ir poli(dimetilsiloksano). Taip pagamintg danga
paveikus plazma, susidaro hidroksigrupés. Po to PU dangos pavir§ius buvo
paveiktas glutaraldehidu (GA) ir per aktyvias aldehido grupes imobilizuota
krieny peroksidazé. Fermento imobilizavimo efektyvumas buvo didesnis, nei

tuo atveju, kai jis buvo imobilizuotas fizikinés adsorbcijos metodu.
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Fermentai taip pat buvo imobilizuoti ant PU ar PUK daleliy (sfery)
[7, 39, 41, 48, 168). Mokslininkai X. Wang ir E. Ruckenstein [41] ant akyty
PU daleliy (sintez¢ aprasyta 1.3 skyriuje) fizikinés adsorbcijos metodu
imobilizavo lipaze i§ Candida rugosa, o po imobilizacijos papildomai susiuvo
GA, taip padidinant fermento stabilumg. S. Phadtare su kolegomis [7, 168]
adsorbcijos biudu imobilizavo pepsing ir endogliukanaze ant PU daleliy
(sintez¢ apraSyta 1.3 skyriuje), kurios buvo padengtos aukso dalelémis.
Imobilizuoti fermentai rodé geresnj stabilumg tam tikruose terpiy pH ir
temperatiiry intervaluose, nei tirpiis. Taciau, atliekant pakartotinius ciklus,
fermentai nuo pavirSiaus desorbavosi.

VU Chemijos fakultete, Polimery Chemijos katedroje PU putplastyje
(sintezé aprasyta 1.5.2 skyriuje) buvo imobilizuota B-galaktozidazé [156]. B-
galaktozidazés imobilizavimo efektyvumas, priklausomai nuo PU sintezes
salygy, kito nuo 6,2 iki 19,6 % [156]. Imobilizuojant maltogening a-amilaze
(Ma) ant PU nesikliy, gauti geri imobilizavimo efektyvumai [39, 48]. Pirmu
atveju gauta, kad didZiausias imobilizavimo efektyvumas sieke 97,5 %, kai PU
susintetintas i MDI ir BD, esant pradiniam moliniam santykiui 1:2 [48]. Antru
atveju gauta, kad didziausias imobilizavimo efektyvumas sieké 153 %, kai PU
susintetintas iS PVA ir HDI, esant pradiniam moliniam santykiui 1:5 [39].
Darant pakartotinius ciklus nepastebéta, kad fermentas iSsiplauty nuo daleliy ar
mazety SA. Autoriai teigia, kad fermentas imobilizavosi kovalentiniu biidu,
sgveikaujant fermento funkcinéms grupéms su laisvomis izocianatogrupémis,

kurios yra ant PU daleliy.

Apibendrinant, bty galima teigti, kad dazniausiai fermentai ant PU/PUK
medziagy imobilizuojami jterpimo ] putplasty metodu. Tuo tarpu, ant PU
daleliy imobilizavimas pagrinde vykdyta fizikinés adsorbcijos budu ir tik
keliose VU Chemijos fakulteto, Polimery Chemijos katedros publikacijose
apraSytos fermenty imobilizavimas kovalentiniu biidu. Neaptikta literatiiros

Saltiniy, kuriuose fermentai bity imobilizuoti ant PUK mikrodaleliy,
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susintetinty i§ PVA ir TDI ar IPDI ar HMDI, kovalentiskai ar fizikine

adsorbcija.

1.6 Amilaziy Seimos fermenty imobilizavimas ant jvairiy neSikliy

1.6.1 Krakmolg skaldantys fermentai

Krakmolas — viena i$ pagrindiniy augaly: kvieCiy, ryziy, kukuriizy,
manijoky, bulviy ir kt. sudedamyjy daliy. Tai yra svarbi ne tik Zmoniy maisto
raciono sudétine dalis, bet naudojama ir kosmetikoje bei kitose pramonés
Sakose. Krakmolas yra homopolisacharidas, sudarytas i$ a-D-gliukopiranoziniy
likuc¢iy, sujungty glikozidiniais rysiais. Krakmolo a-1,4 ir a-1,6 glikozidiniai
ry$iai yra stabilts silpnai rtigstingje, neutralioje ir Sarminéje terpéje, bet skyla
stipriai riigStin¢je terpéje. Krakmolas sudarytas i§ amilozés ir amilopektino.
Amilozé yra linijinis polimeras, sudarytas 1§ a-D-gliukopiranoziniy molekuliy
liekany, sujungty a-1,4-glikozidiniais ryS$iais. Jos molekuliné mas¢ svyruoja
nuo 36000 iki 180000 Da. Amilopektinas turi daugybe atsiSakojimy kas
20 — 30 a-D-gliukopiranoziniy lickany, sujungty a-1,4-glikozidiniais rysSiais.
Linijinés atkarpos jungiasi tarpusavyje a-1,6-glikozidiniais rySiais. Visg
amilopektino molekule sudaro iki 2 milijony gliukopiranoziniy liekany.
Panasus j amilopekting darinys, tik labiau Sakotas, yra randamas gyvuosiuose
organizmuose, grybuose ir vadinamas glikogenu. Amilopektino ir glikogeno
biologiné svarba yra tokia pati — perteklinés energijos saugojimas. Krakmola
iki gliukozeés, fruktozes, aukStesniyjy ir Sakotyjy cukry hidrolizuoja a-amilaziy
Seimos fermentai, kurig sudaro 13 glikozilhidrolaziy [169]. Kadangi krakmola

skaidanCiy fermenty yra daug, jie suskirstyti j grupes:

Endoamilazés;

Egzoamilazes;

AtSakas atskeliantys (debranching) fermentai;

Transferazeés.
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Endoamilaziy grupés pagrindinis fermentas yra a-amilazé (EC 3.2.1.1), kuri
atsitiktiniu budu skaldo a-1,4 glikozidinius rySius amilozéje ir amilopektine.
Egzoamilaziy grupe sudaro fermentai, kurie skaldo a-1,4 ir a-1,6 glikozidinius
rySius. IS Sios grupés bty galima i$skirti -amilaze (EC 3.2.1.2) ir maltogening
o-amilaze (EC 3.2.1.133) (Ma). Sie du fermentai makromolekuliy skaldyma
pradeda nuo neredukuoty galy, o galutinis skaldymo produktas yra maltoze.
Skirtumas tarp Siy dviejy fermenty yra tas, kad P-amilazé gautos maltozes
konfigiiracija i$ a ver¢ia i B, o Ma atskelia a konfigtiracijos maltoz¢. Fermentai
a-amilazé ir B-amilazé daznai aptinkami jvairiausiuose mikroorganizmuose
[170], o Ma daugiausiai yra gaunama i§ bakterijy Bacillus stearothermophilus
[171]. Trecia grupé — Sakotuma skaldantys fermentai: izoamilazé (EC 3.2.1.68)
ir pululanazé (EC 3.2.1.41). Sie fermentai skaldo tik a-1,6-glikozidinius rysius
amilopektine, jj paversdami linijiniu polimeru. Ketvirta yra transferaziy grupé,
kuri ~ susideda i amilomaltazés (EC 2.4.1.25), ciklodekstrino
gliukantransferazés (EC 2.4.1.19) ir atSakas sudaranc¢io (branching) fermento
(EC 2.4.1.18). Siy fermenty paskirtis — linijinius darinius versti j $akotuosius

[169].

Amilaziy Seimos atstovai — a-amilazé, B-amilazé ir maltogeniné o-
amilazé¢ yra dazniausiai krakmolo hidrolizei naudojami fermentai, gaminant
koncentruotus mazamolekuliy cukry sirupus, kuriy pagrinding dalj sudaro
maltoze. Tokie sirupai yra naudojami kosmetikos, maisto, gérimy ir farmacijos
pramongéje. Literatiiros apzvalgoje bus aptartas Siy trijy fermenty gavimas ir

imobilizavimas ant jvairiy neSikliy.

1.6.2  a-Amilazé ir jos imobilizavimas

a-Amilazeé (EC 3.2.1.1) yra endoamilaziy grupés fermentas, kuris skaldo
atsitiktinius o-1,4 glikozidinius rySius. Pramonéje a-amilazé yra naudojama
suskystinti krakmolg, ver€iant ji i gliukozg, maltozg ir maltotrioze, placiai

naudojama alaus gamyboje, maisto, tekstilés, popieriaus, detergenty ir cukraus
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pramong¢je. Iki 2000 mety a-amilazé¢ buvo iSgaunama i$ daugybés kulttiriniy
augaly, pavyzdziui, i§ mieziy [172], bakterijy Alicyclobacillus acidocaldarius
atcc 27009 [173], Streptococcus bovis stamo148 [174] ir kt. Nuo 2000 mety a-
amilaz¢ yra iSskiriama i§: avinzirniy [175], bataty gumby [176], jvairiy
mikroorganizmy [173, 174, 177-180], lervy [181, 182] ir moliusky [183].
a-Amilazéms, i§skirtoms i§ skirtingy Saltiniy, biidingi bendri bruozai:
e Optimalus pH yra nuo 5 iki 7,5, o temperatiira — nuo 20 °C iki 60 °C;
e Molekuliné masé — nuo 31 iki 60 kDa;
e Maziausias neskaldomas cukrus — maltotrioze;
e Fermento aktyvumui turi jtakos metaly jonai: Ca®*, Fe**, Mn?,
Na" — aktyvuoja, 0 Hg*, Cd**, EDTA jonai veikia inibuojanéiai.
a-Amilazei hidrolizuojant maltotetroze ar maltopentoze, susidaro maltotrioze ir
gliukozé ar maltozé. IS substraty a-amilazé geriausiai toleruoja krakmolg, po to
amiloze, amilopekting, dekstrinus ir oligosacharidus. Pavyzdziui, a-amilazés
Kv = 0,52 mM, kai substratas yra krakmolas, ciklodekstriny atveju Ky
svyruoja nuo 2,61 iki 5,12 mM, priklausomai nuo dekstrino konfigtiracijos
(o, B, v), 0, kai substratas yra maltotriozé, Ky iSauga iki 62,9 mM [178]. Kelios
i§ bakterijy iSgautos o-amilazés yra termostabilios [173, 178, 180]. Juy
aktyvumo optimalios temperatiiros svyruoja nuo 75 °C iki 90 °C, bet, pakélus
temperatira 10 °C vir§ optimalios, fermentas denatiiruojasi. Kaip minéta
anksCiau, o-amilaziy molekulinés masés yra palyginus mazos, bet a-amilaze,
gauta i$ bakterijy Alicyclobacillus acidocaldarius atcc 27009 [173], pasizymi
itin didele molekuline mase, kuri siekia 160 kDa ir yra stabili riig§tinéje terpéje
(optimalus pH = 3,0). Tai — vienintelé literatiiroje apraSyta a-amilazé, turinti
didele molekuling mase, ir aktyvi, esant mazoms pH reikSméms, nes kitos a-
amilazés tokiose sglygose inhibuojasi.
IS amilaziy Seimos a-amilazés yra labiausiai paplitusios ir naudojamos.
Saugojimo metu jos, esant optimalioms pH vertéms ir temperatiiroms, yra
nestabilios, be to, denatiiruojasi. Sia problema labai puikiai i$sprendzia

imobilizavimas ant polimeriniy neSikliy (3 lentelé) [184-207]. Be to,
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imobilizuotus preparatus galima panaudoti daug karty. a-Amilazéms

imobilizuoti buvo panaudoti jvairlis biidai ir neSikliai: jterpimas |

3 lentelé. Imobilizuotos a-amilazés

a-Amilazés gavimo $altiniai Literattros Saltiniai
Aspergillus oryzae [184-186], [201], [205]
Bacillus subtilis [187], [188], [198], [199], [206]
Kiauliy kasa [189-192]
Bacillus licheniformis [193], [204], [207]
Sojy pupelés [194], [195]
Geobacillus stearothermophilus [196]
Novozimo firma [197], [200]
Aladdin firma [202]
Merck firma [203]

poliakrilamidin; gel; [184, 185], kovalentinis prijungimas prie magnetito
daleliy, kurios buvo padengtos akacijy derva ir aktyvuotos GA [186],
chitozano dariniy [187], akriliniy neSikliy [188], PVA/poli(akrilo riigsties)
plausy [189], foto iniciavimo biidu (UV Sviesa) susiiitos dangos (fermentas
kovalentiniu btidu prijungtas prie N-(4-sulfofenil)-maleinimido ir sumaiSytas
su PEG-diakrilatu, PEG-monoakrilatu, vinil-2-pirolidonu ir fotoiniciatoriumi
Irgacure-184) [190], silanoliniy medziagy [191], kalcio karbonato nanodaleliy,
aktyvuotos GA [192], reaktingy polimeriniy pléveliy, kurios sudarytos i$
maleino rigsties anhidrido kopolimery [193], chitozano ir amberlito MB 150
daleliy [194], Zelatinos [195], polivinilamino ir polivinilformamido neSikliy
[196], alginato matricos [197]. a-Amilazés taip pat fizikinés adsorbcijos biidu
imobilizuotos ant alginato rutuliuky [198], bentonito/chitozano kompozito
[199], silicio daleliy [200], magnetiniy rutuliuky, kai FesO,4 dalelés apvilktos
poliHEMA [201], PVA-silicio dioksido nesiklio [202] ir metalo-keraminiy
daleliy [142]. Imobilizavimui buvo panaudotas ir retesnis metodas: o-amilazé

buvo iSsodinta ir susiiita GA [150]. Ji taip pat buvo imobilizuota ant akyty
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nesikliy: kovalentiSkai imobilizuota ant membranos, kuri sudaryta is HEMA ir
glicidilmetakrilato kopolimero [204], silikagelio [205], aliuminio oksido [206],
adsorbcijos biidu imobilizuota ant susiiitos celiuliozés matricos [207]. Ant
akyto neSiklio imobilizuotos a-amilazés aktyvumas priklauso nuo nesiklio
akuciy dydzio ir bendro akuciy tiirio. Autoriai teigia, kad, esant mazoms
akutéms, fermento Ky, did¢ja, kadangi atsiranda trukdziai substratui patekti

prie fermento ir produktui pasisalinti i$ jy [204, 206, 207].

Apibendrinant apzvelgtus straipsnius, pastebéta, kad o-amilazé yra
imobilizuojama ant jvairiausiy neSikliy tiek kovalentiSkai, tiek fizikine
adsorbcija, tiek jterpimu j matricas. Straipsniuose teigiama, kad, imobilizavus
a-amilaze, padidéja jos stabilumas kintant terpés pH ir temperatiirai, lyginant
su tirpiais fermentais. Néra informacijos, kad a-amilazé buvo imobilizuota ant

PU ar PUK.

1.6.3 p-Amilazé ir jos imobilizavimas

B-Amilaz¢ yra egzoamilaziy grupés fermentas [169]. Mokslininkas
Caldwell 1931 metais pirma kartg B-amilaze iSskyré i§ kasos [208]. Buvo
nustatyta, kad krakmolo hidrolize augaly lapuose, stiebuose ar kamienuose
pagrinde atlieka B-amilazeé, o ne a-amilazé¢ [209]. 1ki 2000 mety B-amilazés
buvo isskirtos i8: mieziy [210], Zirniy (Pisum sativum L.) [211], bulviy lapy
(Solanum tuberosum) [212], baltaziedzio vairenio (Arabidopsis thaliana) lapy
[213], i parazito Entamoeba invadens [214]. Dauguma B-amilazés iSgavimo
Saltiniy yra publikuojami dabar sunkiai prieinamuose zurnaluose, kurie isleisti
1940-1980 metais. Nuo 2000 mety B-amilazé iSgauta i8: kardelio (Gladiolus
klattianus) svogunéliy [215], gyvatvoriy vijoklio (Calystegia sepium)
Sakniastiebiy [216], daiginty sory (Panicum miliaceum L.) sékly [217],
afrikiniy sory (Eleusime coracana) sékly [218], nendriy (Saccharium
offinacium) [219], mikroorganizmy Clostridium thermosulfurogenes Stamo

SV2 [220] ir Salimicrobium halophilum stamo LY?20 [221], taip pat i$ bakterijy
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Bacillus subtilis, kurios yra parazito Balanogastris kolae straubliuke, o
parazitas gyvena ant kolamedzio rieSuty [222]. B-Amilazé, gauta 1§ skirtingy
Saltiniy, pasizymi Siomis savybémis:

e Optimalus pH yra apie 5,5;

e Optimali temperatiira yra apie 55 °C;

¢ Galutinis skaldymo produktas yra  konfigtiracijos maltoze.
[Simtis yra B-amilazé, gauta i§ mikroorganizmo Salimicrobium halophilum
Stamo LY20 [221]. Sis fermentas yra atsparus Sarminei terpei (optimalus
pH = 10), druskingumui (optimalus druskingumas — 10 % NaCl), o optimali
temperatiira, kurioje aktyvumas didziausias, yra 70 °C. PB-Amilazé yra
naudojama maisto, medicinos, alaus pramonéje. Jos pagalba, i§ krakmolo ir
amilozés gaunami maltozés sirupai, o i§ amilopektino — dekstrinai.

B-Amilaze, kaip ir dauguma fermenty, yra neatspari temperatiros ir pH
pokyCiams bei laikant ilgesnj laikg. Esant optimaliai terpés temperatirai, -
amilazés aktyvumas yra didziausias. Taciau S$ioje temperatiiroje ji yra
jautriausia ir po kurio laiko prasideda inaktyvavimas. Fermentas yra
modifikuojamas, norint padidinti jo terminj stabilumg [223, 224], pagerinti
stabilumg, esant mazoms [225] ar dideléms terpés pH vertéms [221].

B-Amilaz¢ kovalentiSkai buvo imobilizuota ant sefarozes, susiiitos
epichlohidrinu  [226], poliakrilamido-b-poli(akrilo raigsties) kopolimero,
susiiitos karbodiimidu [227], jau¢io serumo albumino matricos, susiiitos GA
[228], zelatinos, susiiitos formaldehidu arba GA [229], jvairiy poliakrilamido
kopolimery, aktyvuoty tionilchloridu [230], agarozés rutuliuky turinciy tiolines
grupes ir per jas prijungtas fermentas turintys PEG grandines [231], akriliniy
neSikliy aktyvuoty GA, divinilsulfonu ar karbodiimidu [232], agarozés,
modifikuotos GA, neSikliy [233], akyto silikagelio, aktyvuoto GA [234].
Naudojant fiziking adsorbcijg, P-amilaz¢ imobilizuota ant Kkatijoninio
polistireninio jonito [235], anijoninés dervos [236], chitozano rutuliuky [237].
Visais atvejais padidéjo imobilizuotos [-amilazés stabilumas, esant

platesniems terpés pH ir temperatiiros intervalams, atsirado galimybeé
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panaudoti imobilizuotus preparatus pakartotiniuose cikluose. Ta¢iau PU ar

PUK B-amilazei imobilizavimui nebuvo naudoti.

Apibendrinant apZvelgtus straipsnius, pastebéta, kad mokslinis
susidome¢jimas P-amilaze néra didelis. Galima teigti, kad taip yra todel, kad
fermentas néra toks aktyvus kaip a-amilaze, o ilga krakmolo granding skaldo
tik nuo galo. Tai nesuteikia greito efekto, pvz., klampos sumazéjimo ir t.t.

Tirpios formos B-amilazé yra jautri, todél ji buvo imobilizuota ant jvairiy
neSikliy, kurie suteiké stabilumo, taciau néra informacijos, kad ji buvo

imobilizuota ant PU ar PUK.

1.6.4 Maltogeniné a-amilazé

Maltogeniné a-amilaz¢ (Ma) — 1,4-a-D-gliukano a-maltohidrolaze (EC
3.2.1.133). Fermento hidrolizés pagrindinis produktas yra a konfigiiracijos
maltozé [238]. Kaip minéta anks¢iau, Ma yra fermentas, kuris priskiriamas prie
egzoamilaziy. Sio fermento grupés EC jvesta 1992 metais ir papildyta 1999
[239]. 1ki 1992 mety Ma buvo traktuojama kaip a-amilaze (EC 3.2.1.1).
Taciau, tirdami Ma veikimg, mokslininkai pastebéjo, kad gauti produktai
skiriasi nuo standartiniy o-amilazés produkty, kitoks veikimo principas,
inhibavimas ir aktyvavimas. Prieita prie iSvados, kad Ma veikimas pagristas
egzoamilaziy principu, bet tuo paciu iSlieka ir endoamilaziy veikimas.
Nustatyta, kad Ma skaldo krakmola nuo neredukuoto galo, bet tuo paciu gali
skaldyti ir atsitiktinai. Be $iy fakty, mokslininkai iSsiaiSkino, kad Ma skaldo
oligomaltozes, tokias kaip maltotrioz¢ ir maltotetraoze, kuriy neskaldo a-
amilaze¢ (EC 3.2.1.1). Be to, Ma pasizymi geresnémis terminémis savybémis,
yra stabilesné terpés pH ir temperatiiros pokyciams, nei a- ir B-amilazés, nes
tam turi jtakos Ma struktiiroje esantys kalcio jonai.

Apzvelgus literatura, rasti tokie Ma gavimo Saltiniai (4 lentel¢). Ma yra
iSskirta iS: Bacillus lichenformis ATCC 27811 [240, 241], Byssochlamys fulva

CMI 40021 [242], Thermus IM 6501 [243], Streptomyces spory [244],
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Lactobacillus gasseri ATCC 33323 [245], Geobacillus thermoleovorans NP54
[246], kiaulés kasos [247], Alicyclobacillus acidocaldarius MTCC 8766 [248],
vaistinés ozragés sékly (Trigonella foenum graecum) [249], Clostridium

acetobutylicum [250], Saccharomonospora viridis [251], Micromonospora

4 lentelé. Ma gavimo S$altiniai ir savybés

Krak- | Dekst- | Pulu-
_ M Topt molas rinas lanas Lite-
Ma Saltinis PHopt S
(kDa) | (°C) Pagrindinis produktas po | ratiira
angliavandeniy hidrolizés
Bacillus
_ ) 64 50 | 6,0-8,0 | maltozé | maltozé | panozé | [240]
lichenformis
Byssochlamys
63 40 | 4,0-4,5 | maltozé | maltozé | panozé | [241]
fulva
Thermus 64 60 6,0 maltozé | maltozé | panozé | [243]
Streptomyces . .
45 60 | 6,0-7,0 | maltozé | netirta | netirta | [244]
sporos
Lactobacillus
) 65 55 5,0 maltozé | maltozé | panozé | [245]
gasseri
Geobacillus
26 100 8,0 maltozé | maltozé | panozé | [246]
thermoleovorans
Kiauliy kasa - 40 6,9 maltozé | netirta | netirta | [247]
Alicyclobacillus . .
) ) 94,5 60 6,0 maltozé | netirta | netirta | [248]
acidocaldarius
Trigonella foenum ) _
68 60 5,0 maltozé | netirta | netirta | [249]
graecum
Clostridium Neskal-

) 84 45 5,6 maltoze panozé | [250]
acetobutylicum do
Saccharomonospo ) _

- 40 6,5 maltozé | netirta | netirta | [251]
ra viridis
Micromonospora . ]
45 55 7,0 maltozé | netirta | netirta | [252]
melanosporea
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melanosporea [252]. Be iSvardinty S$altiniy, Ma taip pat yra gaunama i$
Bacillus stearothermophilus skirtingy Stamy, kurie bus aprasyti véliau skyriuje
1.6.4.1.

IS 4 lentelées duomeny matyti, kad Ma gali hidrolizuoti krakmola,
dekstrinus ir pululang, taiau dauguma autoriy tyré tik krakmolo hidrolize
[247-252]. Nustatyta, kad Ma hidrolizuoja krakmola ir dekstrinus iki o
maltozes, o pululang iki panozes [240, 242-246]. Pastebéta, kad Ma krakmola
hidrolizuoja nenuosekliai, tai yra, grandinés skaldymas vyksta atsitiktiniu
biidu, o pati hidrolizé pasiZymi selektyvumu. Tai yra, fermentas pradzioje ilga
krakmolo granding hidrolizuoja iki oligomaltoziy ir tik po to iki o maltozes
[242, 247, 251, 253]. Sis reiskinys sukélé daug diskusijy ir J. F. Robyt su
kolegomis 1970 metais iSnagrinéjo bei pasiiilé Ma veikimo mechanizma [247].
Tyrimo objektu buvo pasirinkta kiaulés kasos Ma ir oligomaltoziy (grandiné
sudaryta nuo 3 iki 8 gliukopiranozés vienety) substratai. Kai substratas yra
oligomaltozé¢ (gliukopiranozés vienety >4), nepriklausomai nuo substrato
koncentracijos, galutinis produktas yra maltozé. Kai substratas — maltotrioze,
Ma atskelia maltoze ir gliukozg, taciau, esant didesnéms substrato
koncentracijoms, susidaro beveik tik maltozé, o gliukozés lieka tik pédsakai.
Siam fenomenui paaiskinti mokslininkai iskélé hipoteze, kad Ma su substratu
sudaro bendrg kompleksa, kuriame fermentas turi sudétin (daugiataskj)
penkianarj aktyvyjj centra. Siame komplekse yra du gliukozés vienetai, kuriuos
Ma atskelia nuo oligomaltozés. Mokslininkai padaré¢ prielaida, kad hidrolizé
vyksta pagal Siuos mechanizmus: trimolekulinio komplekso susidarymas;
tranferazés mechanizmai; kondensacija [247]. Skaldant substratg, lygiagreciai
vyksta ir "Salutine" reakcija — transglikozilinimas, kuris ypac¢ iSrySkéja, esant
substrato koncentracijai didesnei kaip 100 mM. Nustatyta, kad kai substratas
yra maltotrioze, — reakcijos produkte rasta maltotetraoz¢ ir maltopentoze, o kai
substratas maltopentozé — maltoheksozé ir ilgesniy grandiniy oligomaltozés. 1§
viso to seka, kad Ma turi trijy fermenty savybes:

¢ (ali hidrolizuoti krakmolg kaip a-amilazeé;
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o Atskelti maltoze nuo neredukuoto galo kaip B-amilaze;
e Sudaryti glikozidinius rySius kaip ciklodekstrino gliukantransferazé

(CGTazeé).

Sioms Ma savybéms jrodyti mokslininkai hidrolizavo akarboze (akarbozé yra
daugumos amilaziy inhibitorius) iki gliukozés ir pseudotrisacharido, kuris buvo
transglikozilintas per a-1,6 glikozidinj rysj, kai terpéje yra akceptoriniy
junginiy (gliukozés, fruktozés, maltozés ir kt.) [244]. Ne visos Ma skaldo
akarbozg. Pavyzdziui, akarbozé inhibuoja Ma i§ Geobacillus thermoleovorans
[246].

Ma stabilumg ir optimalias fermento aktyvumo salygas galima pagerinti,
pakeitus aplinkos salygas, pavyzdziui, slégi [254] arba cheminiu btdu
modifikuojant Ma baltymine struktiirg [253]. Naudodami slégi mokslininkai
pagerino Ma i$ Aspergillus niger termines savybes, sumazino Ky, ir padidino

reakcijos greitj [254].

Apibendrinant apzvelgtus straipsnius, galima teigti, kad iki Siol rasta 12
skirtingy Ma Saltiniy, neatsizvelgiant j tai, kad Ma gaunama ir i§ Bacillus
stearothermophilus. Nustatyta, kad daugumos Ma Kkatalitinés savybés yra
panasios ir jy veikimo principas yra vienodas. Taip pat Ma turi bendrumy net

su trimis skirtingais fermentais: a-amilaze, f-amilaze ir CGTaze.

1.6.4.1 Ma i Bacillus stearothermophilus ir jos imobilizavimas

Apzvelgus literatiira, galima konstatuoti, kad maltogeniné o amilazé i§ Bacillus
stearothermophilus (BsMa) yra daugiausiai iStyrinéta ir apraSyta, buvo
surinktos ir kultivuojamos iy bakterijy kolonijos, o i§ jy Stamy gautos kelios
skirtingos ir tuo paciu panasios Ma (5 lentelé) [255-261]. Kristalinés formos
BsMa iS Stamo 1503-4 pirmg kartg gauta mokslininky G. B. Manning ir L. L.
Cambell [255], o L. P. Sharon su kolegomis [256] iSskyré nekristalinés formos

fermentg. Pastebéta, kad skiriasi to paties fermento molekuliné masé, optimali
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temperatiira ir terpés pH. L. P. Sharon su kolegomis konstantavo, kad
molekuliniy masiy skirtumas atsiranda todél, kad gaunant kristalinés formos
fermenta, galéjo pasiSalinti kai kurie amino rtig§¢iy segmentai [256].

IS 5 lenteléje pateikty BsMa placiausiai iStirtos dvi: is Stamo C599 ir ET1
[257, 259]. BsMa i$ Stamo ET1 buvo panaudota akarbozei hidrolizuoti ir

5 lentelé. BsMa jvairové.

Bacillus stearothermophilus M Topt .
5 PHopt Literatiira
Stamas (kDa) (°C)
1503-4 53 65 6,5 [255, 256]
C599 70 60 53 [257]
Bl 52+5 70 6,0 [258]
ET1 70 50 6,0 [259]
135
US149 40 6,5 [260]
(2:67,5)
TS-25 70 60 | 4,0-5,0 [261]

transglikozilinti [259]. Si BsMa kartu su CGTaze buvo naudojama
izomaltooligosacharidams iS krakmolo gauti [262]. Autoriai teigia, kad,
naudojant Siuos fermentus kartu, yra sutaupomas laikas, atliekama maziau
operacijy, o galutiné substrato konversija yra didesné. Izomaltooligosacharidai
yra Sakoti ir trumpy grandiniy, tod¢l jy sirupai pasizymi maza klampa, ilgai
laikant nesikristalizuoja ir yra nelabai saldis, o tai ypa¢ aktualu gérimy ir
maisto pramongje [262]. Panaudojant BsMa i§ stamo ET1, buvo glikozilintas
narigeninas [263]. Narigeninas — nattralus, kartus ir mazai tirpus geltonos
spalvos flavanoidas, kuris randamas citrusiniy vaisiy sultyse. Norint panaikinti
jo kartumg ir padidinti tirpumg vandenyje, uztenka ji su BsMa glikozilinti per
a-1,6 glikozidin] ryS§), prijungiant maltoz¢ ar gliukoze. Taip modifikuoto
narigenino tirpumas padidéja net 270 karty, o sultys nepraranda spalvos
sodrumo ir tampa nekaréios. Si BsMa buvo imobilizuota ant silicio dioksido

daleliy ir panaudota Sakotiems oligocukrams i§ krakmolo gauti [264].
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Vienas i§ Sio disertacinio darbo tiksly yra BsMa, kuri gauta i$ Stamo
C599 (depozito numeris NCIB 11837) ir zinoma komerciniu vardu
MALTOGENASE 4000 L (Novozyme kompanijos) [257, 265-267],
imobilizavimas ant PUK daleliy ir tyrimas. H. Outtup ir B. E. Norman [257] 18§
Novozyme jmonés apras¢é Ma iSgavimg i§  bakterijy  Bacillus
stearothermophilus, kurios buvo iSskirtos i$ Islandijoje paimtos zemés, po to
kultivuojamos ir uzaugintos. Taikant DNR rekombinavimo metoda, BsMa

buvo gauta i§ mikroorganizmy Bacillus subtilis ir E. Coli [267-273]. Tuo tikslu

4 pav. BsMa struktiira [211].

IS Bacillus stearothermophilus Sstamo NCIB 11837 buvo paimta DNR seka,
kuri koduoja Ma sintezg, ir jkelta ] mikroorganizmo Bacillus subtilis arba E.
Coli plazmidés DNR seka, kuri atsakinga uz junginiy sintezg. Toks fermento
gavimo budas yra greitesnis ir lengvesnis, o iSgaunami Kiekiai yra didesni, nei
gaunant i§ aplinkos. Igyvendinus §j tiksla, Europoje [265, 266] ir JAV [267]
buvo paskelbti patentai, ir iSleistas straipsnis [268] apie sékminga BsMa
klonavimg 1§ Stamo NCIB 11837.

Praéjus deSimciai mety, 1998 metais mokslininkas C. Christophersen su

kolegomis apras¢ BsMa veikimg ir paskelbé dvi i§vadas [269]:
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e BsMa turi panaSig homologing seka, kaip CGTaze, todél gali hidrolizuoti
ciklodekstrinus bei sudaryti transglikolizilinius rysius;

e QGalutinis hidrolizés produktas yra maltozé. Aktyvyji centrg sudaro
penkianaris kompleksas. (Sio aktyviojo centro veikimas apraytas 1.6.4
skyriuje);

e BsMa veikimo principas skiriasi nuo egzoamilaziy grupés fermenty, tokiy
kaip f-amilazé ir gliukoamilazé, nes pentasacharidg gali skaldyti iSkart i$
abiejy pusiy. Be to, BsMa negali hidrolizuoti a-1,6 rysiy, bet gali
dalyvauti transglikozidinio a-1,6 rySio sudaryme.

Autoriai konstatavo, kad, naudojant BsMa, substrato hidrolizei nebiitina
neredukuota galiné grupé [269]. Kad buty dar aiSkesnis BsMa veikimo
principas, Z. Dauter [270] su kolegomis iSanalizavo BsMa struktiirg
panaudojant rentgeno struktiiring analize¢ (4 pav.). Nustatyta, kad BsMa
susideda i§ 5 struktiiriniy domeny, kurie yra labiau biidingi CGTazei, nei a-
amilazés Seimai. BsMa katalizinis korio pavidalo (B/ag) domenas suformuotas
IS 1-131 ir 201-408 amino riigsciy liekany sekos. Didelé kilpa, j kurig jeina
131-201 amino riigs8¢iy liekanos (randasi tarp vijy, kurios panasios j B-3 kloste
ir a-3 spirale), suformuoja B domeng. Kalcio jonas, kuris yra sandiiroje tarp
domeny A ir B, stabilizuoja erdvine struktiira ir substrato priemimo plysj. Sioje
vietoje BsMA turi 5 amino riugsc¢iy liekanas, kurios yra jsiterpusios i B domeng
(190-194) ir dalinai apsupa aktyvyjj centrg. Domenas C susideda IS 408-496
amino rugsciy liekany ir sudaro a$tuongijj p-cilindrg. Siame domene yra
aktyvus centras, kurio erdvinis i§sidéstymas panasus j maltozés molekule. Sio
BsMa katalitinio domeno (A-C) seka yra apie 50 % panasi | CGTazés ir tik
apie 20-28 % ] a-amilazés A-C domeny sekas. Domenai D (sudarytas i$
496-577 amino rugsciy liekany) ir E (sudarytas i§ 577-686 rugsciy liekany)
labiau asocijuojasi su CGTazés, nei su a-amilazés domenais. Domenas E yra
skirtas substrato, pavyzdziui, krakmolo, prijungimui, o prisijungimas vyksta
per maltozés molekulés liku¢io vienetg [270]. Gauti duomenys patvirtino J. F.

Robyt ir D. French [247] iSkelta hipoteze, kad Ma i$ kiauliy kasos aktyvusis
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centras yra penkianaris. Taip pat nustatyta, kad BsMa struktiiroje yra 3 kalcio
jonai, i§ kuriy vienas yra sandiroje tarp A ir B domeny, 2 — A domene. Sie
kalcio jonai suteikia fermento struktiirai stabilumg ir termoatsparumag [270].
Naudojant BsMa, buvo pagamintas koncentruotas maltozés sirupas [271],
pagerintas puerarino tirpumas vandeniniuose tirpaluose, ji glikozilinant per
a-1,6 glikozidin] ry$j [272]. Ypa¢ placiai BsMa naudojama kulinarijos
pramongje, nes suteikia gaminiui minkStumo ir prailgina vartojimo laika
[273-276]. Kadangi BsMa yra pramoninis uZpatentuotas fermentas, tai buvo
nuolat tobulinamas, didinamas jo atsparumas terpéms, kuriy maza pH verté ar
temperatiira [277, 278]. Mokslininkai i§ Novozyme kompanijos modifikavo
BsMa. Sis fermentas gali hidrolizuoti krakmola, esant maZzoms terpés pH
vertems [261].

Norint pagerinti fermento stabiluma, geriausias buidas yra jj imobilizuoti.
Novozyme kompanija uZpatentavo BsMa imobilizavimg ant daleliy, kurios
gautos 1§ fenoliniy, akriliniy ar polistireniniy dervy ir gali biti akytos [279].
Kadangi Sie BsMa imobilizavimo biidai yra patentuoti, galima daryti prielaida,
kad patentas dalinai sustabdé tolimesnes fermento imobilizavimo ant
jvairiausiy sintetiniy neSikliy paieSkas. Véliau Vilniaus Universiteto Chemijos
fakulteto Polimery chemijos katedros mokslininkai BsMa imobilizavo ant
nesikliy i chitozano-poli(etilenglikol)metiletermetakrilato kopolimero, o
imobilizavimo efektyvumas sieké 77 % [280]. BsMa taip pat buvo
imobilizuota ant PU daleliy, kurios susintetintos 1§ MDI ir BD [48], arba 1§
PVA ir HDI [39]. Pirmu atveju gauta, kad didziausias imobilizavimo
efektyvumas sieke 97,5 %, kai MDI ir BD pradinis molinis santykis yra 1:2
[48]. Imobilizuojant BsMa ant PU daleliy, kurios buvo susintetintos i§ PVA ir
HDI, esant pradiniam moliniam santykiui 1:3, gauta, kad imobilizavimo
efektyvumas yra 153 %. Autoriai tokj imobilizavimo efektyvuma aiskina tuo,
kad imobilizavimo metu pakito fermento konfigtiracija ir padidéjo jo
aktyvumas [39]. Daugiau duomeny apie BsMa imobilizavimg ant jvairiy

nesikliy nerasta.
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Apibendrinant galima teigti, kad BsMa galima gauti i$ skirtingy Stamy
bakterijy Bacillus stearothermophilus, ta¢iau plac¢iau naudojama tik BsMa,
gauta 1§ ET1 ir C599 §tamy, o pastarojo BsMa buvo ir komercializuota. BsMa
placiai naudojama: krakmolui ir kitiems substratams hidrolizuoti iki maltozés,
modifikuoti mazai tirpius junginius ] tirpesnius, karcius — i saldzius arba tiesiog
sumazinti saldumg. D¢l tokiy savybiy BsMa yra placiai naudojama duonos
pramong¢je, vaisty gamyboje, biotechnologijoje. Fermenty imobilizavimas
teikia didel¢ naudg ir reikSme¢ tose pramonés srityse, kuriose be fermenty
neapsieinama. Straipsniuose rasta labai mazai informacijos apie BsMa
imobilizavimg ant jvairiy neSikliy, o daugiausia tyrimy atlikta Vilniaus
Universitete Chemijos fakultete, Polimery chemijos katedroje, kur BsMa i$

Stamo C559 buvo imobilizuota ant skirtingy nesikliy.

1.7 Literatiiros apzvalgos apibendrinimas

PU ar PUK daleles galima susintetinti trimis skirtingais btidais. Pirmasis
yra emulsiné polimerizacija nesimaiSanciuose organiniuose tirpikliuose,
kuriuose diizocianatas ir poliolis pasiskirstes skirtingose fazése. Tokios
sintezés trilkumas yra tas, kad reikalingi sudétingi steriniai stabilizatoriai. Tuo
tarpu, sintetinant PU ar PUK daleles vandeninés vienstadijinés ar dvistadijinés
polimerizacijos bidu, atsisakoma dalies brangiy organiniy tirpikliy.
Vienstadijinés polimerizacijos trilkumai: reikia specialiy salygy ir tinka ne visi
reagentai, ypa¢ diizocianatai. Dvistadijinéje polimerizacijoje galima naudoti
beveik visus norimus reagentus, o pagrindinis trukumas (sintezé atliekama per
du etapus) yra nezymus. Tod¢l ji placiausiai taikoma, norint susintetinti jvairias
PU ar PUK mikrodaleles. Tokiu biidu susintetintos dalelés yra neakytos, o, kad
bty akytos, reikia pridéti specialiy priedy. Tai dar labiau apsunkina PU ar
PUK daleliy sintezg, o publikacijy apie akyty PU ar PUK daleliy sintez¢ rasta
tik kelios, todél yra didelis tyrimo potencialas Sioje mokslo srityje.

PVA yra sintetinis polimeras, kuris pasizymi bioskalumu ir

biosuderinamumu. PVA PU ar PUK sintez¢je naudojamas epizodiSkai, kai
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norima diizocianaty pagalba modifikuoti PVA pléveliy ar membrany pavirsius
arba susiiiti jas. Publikacijy, kuriose PVA biity naudojamas kaip poliolis PU ar
PUK daleliy sintezéje, galima teigti, kad néra, iSskyrus Vilniaus Universiteto
Chemijos Fakulteto Polimery chemijos katedros atliktus PVA ir HDI tyrimus.

Maltogeniné a-amilaz¢ yra fermentas, kuris skaldo krakmolg ir pasizymi
trijy fermenty veikimo pozymiais: 1) skaldo krakmolo granding kaip o-
amilaze; 2) galutinis produktas yra maltoze, kaip f-amilazés atveju; 3) esant
didesnéms substrato koncentracijoms, pradeda glikozilinti junginius per a-1,6
glikozidin; ryS$]. Ma yra naudojama, norint gauti didelés koncentracijos
maltozinius sirupus, kurie taikomi maisto, farmacijos, biotechnologijos
pramoneése. Taciau visi tirpls fermentai panaudojami vieng karta ir yra
brangiis. Norint pasalinti Siuos trikumus, fermentus reikia imobilizuoti ant
netirpiy nesikliy.

Apzvelgus a-amilaziy imobilizavima ant polimeriniy neSikliy, taip pat ir
ant PU ar PUK medziagy, matyti, kad imobilizavimas dazniausiai vykdomas
iterpimo PU putplastyje arba PU putplastis, plévelés ar membranos
aktyvuojami funkcinémis grupémis, o po to fermentas yra imobilizuojamas
kovalentiniu biidu. Deja, yra mazai informacijos apie fermenty imobilizavima
ant PU ar PUK daleliy. Norint panaudoti PU ar PUK daleles kovalentiniam
fermenty prijungimui, dalelés turi turéti laisvy izocianatogrupiy, prie kuriy
galéty jungtis fermentas. Apzvelgus literatiira, rasti tik keli straipsniai, kuriuose
fermentai fizikiniu adsorbcijos biidu imobilizuojami ant PU mikrodaleliy, o tie
fermentai néra i§ amilaziy Seimos. Galima prieiti prie i§vados, kad PU dalelés
nebuvo placiai pritaikytos imobilizavimo tikslams, o tai leidZia teigti, kad yra
tyrimo galimybiy PU ar PUK daleliy sintezés ir fermenty imobilizavimo
srityje. Taip pat mazai rasta informacijos apie PUK daleliy sinteze, o jy sintezé
i$ poliolio PVA ir HDI tirta tik Vilniaus Universiteto Chemijos Fakulteto
Polimery chemijos katedroje.

Néra publikacijy apie PUK sinteze 1§ PVA ir kity diizocianaty, kai

reakcijos terpéje yra vandens. Imobilizavimas ant akyty PUK neSikliy yra labai
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mazai nagrinéta tema ir $i tyrimo sritis gali biiti pleiama bei teikti dideles

perspektyvas.
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2. DARBO METODIKA

2.1

2.1.1 Polimerai

Naudotos medziagos ir reagentai

Pavadinimas

Savybés

Formulé

Bulviy krakmolas,
Reachim

OH

OH

oH
O o

o o
H H

H o H
oH
OH
OH
H

%

Poli(vinilo alkoholis),
PVA, Fluka

M,, 100000,
hidrolizés laipsnis
86-89 mol %

n

212

Organinés medZiagos

Pavadinimas

Savybés

Formulé

2-aminoacto rugstis,
glicinas, Sigma

M, 75,07

BCA kit, komercinis
reagenty rinkinys baltymo
Kiekiui matuoti, kurio
pagrindg sudaro
bicinchinono rugstis
(BCA), Thermo Scientific

L

H,N OH
o
0 OH
[6]

2-benzofuran-1,3-dionas,
ftalio riigSties anhidridas,
Sigma-Aldrich

M, 148,12

(@)

2

1,6-diizocianatoheksanas,
1,6-heksametilendiizo-
cianatas, HDI, Fluka

Mr 168,20, Tvir,
255 °C: d*° 1,04
g/ml; np® 1,452

NCO
OCNM

2,4-diizocianato-1-metil-
benzenas, 2,4-toluendiizo-
cianatas, TDI, Aldrich

M, 174,16; Ty,
19,5-21,5 °C; Tuir.
251 °C; d® 1,22
g/ml; np?° 1,385

NCO

NCO

N-etiletanaminas,
dietilaminas, Reachim

M, 73,14; Tyyq4. 50

°C: Tyir. 55 °C;

/\NH/\
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d® 0,707 g/ml;

no”’ 1,385
o OH
-hi i - - 0 0
2 hldroks!p_ropqn 1.,2,.3 M, 192,12 Tyyq
trikarboksirtigstis, citriny o
Z . 153-159 °C
ragstis, Reachim HO OH
OH
Jaucio serumo albuminas,
M, 60000

Thermo Scientific

1-izocianato-4-[(4-izocia-
natocikloheksil)metil]-
cikloheksanas, 4,4'-metil-
enbis(cikloheksilizociana-
tas), HMDI, Aldrich

M, 262,35; Tyq.
25 °C; Tyir 168
°C; d*® 1,066
g/ml; np® 1,497

OCNM

NCO|

5-1zocianato-1-(izocia-
natometil)-1,3,3-trimetil-
cikloheksanas, izoforon-
diizocianatas, IPDI,
Aldrich

M, 222,28; Tyir.

158-159 °C; d®°

1,049 g/ml; np?®
1,484

1,2,4,5,6-pentahidroksi-
heksan-3-onas, D-
gliukozé, Reachim

M, 180,16

Indikatoriai

(3,7-bis(dimetilamino)-
fenotiazin-5-iumchlori-
das), metileno mélynasis,
Reachim

M, 319,85

oo o)

o

N

~

3,3-bis(4-hidroksifenil)-2-
benzofuran-1-onas,
Fenoftaleinas, Reachim

M, 318,32

(2-(dimetil-4-amino-
fenil)azobenzeno riigstis),
metileno raudonasis,
Reachim

M, 269,30

NCO
; NCO
OH
HO
o
H
H H
‘ S
/
/
N
HO
. i
O
[¢)
HO
N—=N

-
Ny
/
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2,9-dimetil-1,10-fenantro-
lino hidrochlorido hidra-

: M, 244,72
tas, neokuproinas
HCI-H,0, Sigma
3,3',5,5'-tetrabromofenol-
sulfoftaleinas, bromfeno- M, 669,96

lio mélynasis, Reachim

2.1.3 Neorganinés medZiagos

Pavadinimas Savybés Formulé
Dinatrio karbonatas, natrio
karbonatas, Reachim Mr 105,99 Na,COs
Natrlghldqu3|das, M, 40,00 NaOH
eachim
Vandenilio chlorido 20
rigstis 37%, druskos Mr 36’46/3r'n(|j 118 HCI
rigitis, POCh g
Vario sulfato pentahidra-
tas, Reachim M, 249,7 CUZSO4'5H20
2.1.4  Tirpikliai
Pavadinimas Savybés Formulé
; ‘ot ; M 74,12; Tyir.
EtoksmtEZii,_géertlIeterls, 34,6 °C: ¢® 0,706 P Wy
g/ml; np?° 1,353
Metilsulfinilmetanas, M: 7?’1_3; Tiya. 16-
dimetilsulfoksidas, Sigma- 19 2% Tuir 189 N
Aldrich ' °C;d~ 1,10 g/ml; e
np?° 1,479
M, 79,10; T|yd, -42 \
Piridinas, Reachem °C; Tuir. 115 °C; |
Slovakia d® 0,978 g/ml; _
np2° 1,509 N
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Propan-2-onas. acetonas,
Reachem Slovakia

Mr 58,08, Tvir_ 56
°C: d?° 0,791
g/ml; np™ 1,359

L

2.1.5 Fermentai

Pavadinimas/Saltinis

Savybés

a-amilazé (EC 3.2.1.1) i$
Bacillus Subtilis,
Novozyme

d*® 1,150 g/ml; pHop 6,5; aktyvumas 25000 V/ml

Maltogeniné a-amilaze
(EC 3.2.1.133) i$ Bacillus
stearothermophilus,
Novozymes

d”® 1,250 g/ml; Topt 60 °C; pHopt 5,0-5,5; aktyvumas

4000 MANU/mI

2.2 Tirpalai

2.2.1  Ftalinantis miSinys hidroksigrupiy kiekiui nustatyti

6 g ftalio rugsties anhidrido istirpinama 30 ml sauso piridino.

2.2.2 0,2 M dietilamino tirpalas izocianatogrupiy kiekiui nustatyti

14,628 g arba 20,69 ml (0,2 mol) dietilamino maiSoma su 200 ml acetonu

ir skiedziama acetonu iki 1000 ml. Paruosto tirpalo galiojimo laikas — 6

valandos.

2.2.3 0,1 M Citratinis buferis (pH = 5,0)

19,2 g (0,1 mol) citriny riigsties iStirpinama 500 ml distiliuoto vandens. |

gautg tirpalg laSinamas koncentruotas natrio hidroksido tirpalas, kol pH

pasiekia 5,0. Gautas tirpalas skiedZiamas distiliuotu vandeniu iki 1000 ml.
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2.2.4  Pradinis Ma tirpalas

1 ml Ma skiedziamas su 3 ml citratiniu buferiu (pH = 5,0). Gautas tirpalas

naudojamas IS karto. Paruosto tirpalo galiojimo laikas — 2 paros.
2.2.,5 Krakmolo tirpalas Ma aktyvumui nustatyti

5 g krakmolo iStirpinama 100 ml citratinio buferio (pH 5,0). Po to
pripilama 1 ml a-amilazés tirpalo, kurio aktyvumas yra 500 V/ml. Fermentiné
reakcija vykdoma 3 min. 40 °C temperatiiroje ir inaktyvuojama 30 min.
verdancio vandens vonioje. Tokiu biidu paruosto krakmolo tirpalo (substrato)
dekstrozés ekvivalentas (DE) yra lygus nuo 2 iki 5%. DE rodo redukuojanciy
cukry kiekj gliukozes atzvilgiu, t.y., gliukozés DE yra 100%, maltozes — 50%,
0 kai visai néra redukuojan¢iy cukry — 0%. ParuoSto krakmolo DE (%)
apskaiciuojamas pagal formulg:

_ [Red.cukrus] 0
[Substratas]

[Red.cukrus] — po fermentinés reakcijos susidariusiy redukuojanéiy cukry
koncentracija, mg/ml;
[Substratas] - pradinio krakmolo tirpalo koncentracija, mg/ml.

2.2.6  Neokuproino reagentas redukuojanciy cukry kiekiui nustatyti

Neokuproino reagentas ruosiamas i§ dviejy tirpaly A ir B.

Tirpalas A. Atskiruose indeliuose paruoSiami tirpalai:

40 g natrio karbonato iStirpinama 600 ml vandens;

16 g glicino istirpinama 100 ml vandens;

0,450 vario sulfato pentahidrato istirpinama 100 ml vandens.

Visi gauti tirpalai sumaiSomi eilés tvarka: j natrio karbonato tirpalg jpilamas
glicino tirpalas, po to j gauta tirpala létai supilamas vario sulfato tirpalas
(tirpalas nusidazo mélynai). Gautas tirpalas skiedziamas distiliuotu vandeniu
iki 1000 ml.
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Tirpalas B. 1,2 g neokuproino istirpinama 300 ml vandens. Gautas
tirpalas skiedziamas distiliuotu vandeniu iki 1000 ml.
Prie§ naudojimg tirpalai turi buti laikomi maziausiai 12 val. Paruosty

tirpaly galiojimo trukmé — dvi savaités.

2.2.7 BCAtirpalas baltymo kiekiui nustatyti

Bicinchinono riigSties tirpalas ruoSiamas prie§ pat tyrimg, sumaisant
komercinius reagentus BC-A ir BC-B santykiu 50:1. ParuoSto reagento

galiojimo trukmé — 1 diena.

2.3 Darbo metodikos

2.3.1 Poli(uretankarbamidiniy) mikrodaleliy sintezé

I trikakle kolba su griztamuoju auSintuvu ir azoto prapiitimo vamzdeliu
jdedama 0,06 arba 0,1 M PVA ir jpilama 50 ml DMSO, kuriame yra 1 arba 2
turio % distiliuoto vandens (PUK sintezei naudojant HMDI — 2 % vandens
tiirio). IStirpus PVA, temperatiira keliama iki 70-150 °C ir sulaSinamas
diizocianatas arba diizocianaty misSinys. PUK daleliy sintezei i§ PVA (0,1 M) ir
HDI:TDI miSinio naudota 0,202-0,606 ml HDI ir 0,178-0,357 ml TDI miSinio,
esant pradiniams moliniams santykiams PVA:(HDI:TDI) = 1:(0,25-0,75:0,25-
0,60). PUK daleliy sintezei i§ PVA (0,06 M) ir IPDI naudota 1,271-2,543 ml
IPDI, esant pradiniam moliniui santykiui PVA:IPDI = 1:(2-4). PUK daleliy
sintezei i PVA (0,06 M) ir HMDI naudota 1,477-4,430 ml HMDI, esant
pradiniam moliniam santykiui PVA:HMDI = 1:(2-6). Reakcija vykdoma
60-180 min ir gautas produktas iSsodinamas dietileterio ir acetono (3:1)
misinyje, nufiltruojamas ir plaunamas kelis kartus tos pacios sudéties miSiniu.
PUK mikrodalelés iskart po sintezés naudojamos izocianatogrupéms nustatyti
ir Ma imobilizuoti. Pries liofilizavimag PUK mikrodalelés papildomai

plaunamos acetonu ir kelis kartus distiliuotu vandeniu.
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2.3.2 Ma imobilizavimas ant poli(uretankarbamidiniy) mikrodaleliy

Sumaisoma 5 ml citratinio buferio ir 0,38 ml Ma pradinio tirpalo.
Tirpalas termostatuojamas 40 °C vandens vonioje 5 min. Po to jdedama apie
1,75 g iskart po sintezés nusodinty PUK daleliy ir imobilizavimas vykdomas
30 min 40 °C temperatiroje, maisant maiSykle (300 aps/min). Po to
imobilizuotas preparatas (IP) perkeliamas j Saldytuva (4 °C) ir laikomas 12 val.
Véliau imobilizuotos PUK dalelés filtruojamos ir du kartus po 5 ml plaunamos

citratiniu buferiu.

2.4 Analizés metodikos

2.4.1 Hidroksigrupiy kiekio nustatymas

I 200 ml Erlenmejerio kolbut¢ jdedama 0,2-0,5 g sausy PUK
mikrodaleliy, jpilama 10 ml ftalinan¢io miSinio (2.2.1) ir sujungiama su
griztamuoju auSintuvu, kuris yra uzkimstas su kalcio chloridu uZpildytu
vamzdeliu. Kolbuté $ildoma smélio vonioje 60 °C temperatiiroje 2 valandas.
Lygiagrec¢iai atlieckamas bandinys be tiriamosios medziagos. Kolbuté
atSaldoma, jpilama 50 ml distiliuoto vandens ir susidariusi ftalio riigSties
liekana titruojama 0,5 M NaOH tirpalu, indikatoriumi naudojant fenoftaleing,
iki kol galutinai tirpalas nusidazo rausva spalva. Titruojama kolbuté turi biti
energingai plakama arba maiSoma magnetiniu maiSikliu, siekiant paSalinti
ragst] 1§ organinio tirpiklio sluoksnio. Hidroksigrupiy kiekis Xon (%)
apskaiciuojamas pagal formulg [281]:

_Vi-V,)-c17.

100
oH m-1000

V1 ir V, — NaOH tirpalo, sunaudoto atitinkamai kontroliniam ir tiriamajam bandiniui titruoti,
taris, ml;

c — NaOH tirpalo koncentracija, mol/l;

17 — OH moliné masé, g/mol;

m — bandinio masé, g.
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2.4.2 [Izocianatogrupiy kiekio nustatymas

I 100 ml Erlenmejerio kolbute suberiama 0,3-0,4 g PUK mikrodaleliy ir
jpilama 10 ml 0,2 M dietilamino tirpalo (2.2.2). MiSinys termostatuojamas
40 °C temperatiiroje 30 min., atau$inamas iki kambario temperatiiros ir
titruojamas 0,1 M HCI tirpalu, indikatoriumi naudojant bromfenolio mélynajj.
[zocianatogrupiy kiekis Xyco (%) apskai¢iuojamas pagal formulg [281]:

_ (v, —Vz)-c-42'

X 100
Neo m-1000

V. ir V, — HCl tiris, atitinkamai sunaudotas kontroliniam ir
tiriamajam bandiniui nutrituoti, ml;

c — HCl tirpalo koncentracija, mol/l;
42 — izocianatogrupés moliné mase, g/mol;
m — titruojamosios medziagos masé, g.

24.3 Redukuojanciy cukry kiekio nustatymas Neokuproino metodu

1 0,5 ml redukuojanéiy cukry tirpalo (2,775-10°-3,885-10"* mol/l) jpilama
po 2 ml Neokuproino reagento A ir B (2.2.6). Mégintuvelis uzkemSamas
kamsciu ir virinamas verdancio vandens voneléje 12 min. Atvésinama ledo
vonioje ir jpilama 8 ml distiliuoto vandens (bendras tiris 12,5 ml).
Mégintuvélis  supurtomas ir Perkin  Elmer Lambda 35 UV/VIS
spektrofotometru matuojamas tirpalo optinis tankis ties A = 450 nm.
Kontrolinis bandinys atlickamas apraSytuoju bidu, tik vietoje redukuojancio
cukraus tirpalo jpilama 0,5 ml distiliuoto vandens. Kalibracinei tiesei gauti
naudojami 2,775-10°-3,885-10* mol/l gliukozés vandeniniai tirpalai. I§

kalibracinés tiesés nustatomas redukuojanciy cukry kiekis miSinyje [282].

2.4.4 Baltymo kiekio nustatymas modifikuotu Lowry metodu naudojant

bicinchinono rigsti

0,1 ml baltymo tirpalo citratiniame buferyje sumaiSoma su 2 ml BCA

tirpalo, paruoSto pagal metodika 2.2.7, ir termostatuojama 30 min. 37 °C
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temperatiiroje. AtauSinama ir Perkin Elmer Lambda 35 UV/VIS
spektrofotometru matuojamas tirpalo optinis tankis ties A = 562 nm.
Kontrolinis bandinys ruoSiamas apraSytuoju budu, tik vietoje baltymo tirpalo
pripilama 0,1 ml citratinio buferio. Kalibracinés tiesés gavimui naudojami
0,2-2 mg/ml jaucio serumo albumino tirpalai citratiniame buferyje. Tiesinis
intervalas yra 0,1-0,9 optinio tankio srityje. IS kalibracinés tiesés nustatomas

baltymo kiekis miSinyje (mg/ml) [283].

245 Spektroskopinis PUK mikrodaleliy tyrimas

ATR (visiSko atspindzio nuo pavirSiaus) metodu FT-IR spektrai uzrasyti
Perkin Elmer FT-IR FRONTIER spektrometru. Méginiy spektrai uzrasyti 650-
4000 cm™ srityje, kiekviena bandinj skenuojant 20 karty.

2.4.6 Elementiné PUK mikrodaleliy analizé

Liofilizuoty PUK mikrodaleliy elementiné analizé atlikta naudojant

Thermo Scientific Flash 2000 serijos CHNS-O analizatoriy.

247 Terminé PUK mikrodaleliy analizé

PUK mikrodaleliy terminé analize atlikta dviem skirtingais prietaisais.
TGA analizé atlikta naudojant Perkin Elmer STA 6000 prietaisg, kai
temperatiira kelta nuo 30 °C iki 600 °C, Sildymo greitis — 10 °C/min ir neSanciy
dujy (azoto) greitis — 20 ml/min. DSK analizé atlikta naudojant Perkin Elmer
DSC 8500 prietaisa. Siuo atveju temperatiira kelta nuo 0 °C iki 250 °C,

Sildymo greitis - 10 °C/min ir ne3anciy dujy (azoto) greitis — 40 ml/min.
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2.4.8 PUK mikrodaleliy dydZio ir pavir§iaus morfologijos tyrimas

Liofilizuoty PUK mikrodaleliy dydis nustatytas optiniu mikroskopu
Olympus BX 51, o daleliy pavirSiaus morfologija tirta naudojant skenuojantj
elektroninj mikroskopa (SEM) Hitachi SU 70.

249 PUK mikrodaleliy pavirSiaus ploto, bendro akuciy tirio ir jy dydZio

pasiskirstymo nustatymas

Liofilizuoty PUK mikrodaleliy pavirSiaus plotas, bendras akuciy tiiris ir
ju dydzio pasiskirstymas nustatytas naudojant Micromeritics Tristar 1l
prietaisg. Apie 0,1 -0,3 g PUK liofilizuoty mikrodaleliy suberiama j specialy
inda. Indas pasveriamas ir prapuciamas azoto dujomis 2-4 valandas, esant
120-140 °C, kad pasiSalinty lakiis junginiai. Po to indas su méginiu
atausSinamas, pasveriamas, apskaiciuojama tiksli PUK mikrodaleliy masé ir
dedamas j Micromeritics Tristar II prietaisg. Taikant Brunauer-Emmett-Teller
(BET) modelj, i§ adsorbcijos izotermos santykinio slégio ribose 0,05-0,3 yra
apskaiciuojamas PUK mikrodaleliy pavirSiaus plotas. Bendras akuciy tiiris ir jy
dydZio pasiskirstymas nustatomas naudojant Barret-Joyner-Halenda (BJH)
modelj. Visi skai¢iavimai atliekami naudojantis TriStar II 3020 programine

jranga.

2.4.10 Liofilizavimas

PUK mikrodalelés liofilizuotos -40 °C temperatiiroje, naudojant Christ
ALPHA 2-4 LSC liofilizatoriy. Liofilizavimas - tai dziovinimo biidas, kuomet
uzSaldytas tirpalas vakuumuojamas, ir tirpiklis sublimuojasi, i§ kietos fazés
pereidamas | dujing. Tirpiklis pilnai paSalinamas per 72 val. Medziagos
dziovinimas vyksta keliais etapais: pirma tirpalas uzSaldomas, tuomet Zemoje
temperatiroje vykdomas pagrindinis dZiovinimas. Tirpikliui sublimuojantis

PUK mikrodaleliy tiiris lieka nepakitgs. Like 5-10 % tirpiklio paSalinama
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lickamojo dZziovinimo metu, temperatirg palaipsniui keliant iki 20 °C

temperaturos.
24.11 PUK iseigos apskaiciavimas

Susintetintos PUK mikrodalelés dziovinamos vakuumingje krosnelgje,
esant 80-100 °C temperatiirai arba liofilizuojamos pagal 2.4.10 metodika.
Gauty PUK mikrodaleliy iSeiga (q, %) apskaiciuojama pagal zemiau pateikta

formulg:

my
g =—x 100
mp
Cia:
m; — gauty PUK mikrodaleliy mas¢, g;
m, — jdéty pradiniy reagenty masiy suma, g.

2.5 Ma aktyvumo ir stabilumo nustatymas

2.5.1 Pradinio Ma tirpalo aktyvumo nustatymas

Pradinis Ma tirpalas skiedziamas 160 karty citratiniu buferiu. 1 ml
praskiesto Ma tirpalo jpilama j 10 ml krakmolo (2.2.5) tirpalo. Inkubuojama
20 min. 40 °C temperatiiroje ir reakcija nutraukiama virinant 15 min. vandens
vonioje. Redukuojanéiy cukry kiekis nustatomas Neokuproino metodu (2.4.4).
Ma aktyvumas vienetais mililitre (V/ml) apskai¢iuojamas pagal formule:

_ ¢-Sk-1000-11
t

A

Cia:
¢ - redukuojanéiy cukry kiekis, mol/l;
Sk — skiedimy skaicius;
11 - bendras reagenty tiiris, ml;
t — inkubavimo trukmé, min.

2.5.2  Ma aktyvumo nustatymas ant IP

] 10 ml krakmolo tirpalo (2.2.5) jdedama apie 0,1 g drégno IP ir maiSoma

20 min. 40 °C temperatiroje. Fermentiné reakcija sustabdoma Kkaitinant
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reakcijos miSinj 15 min. verdan¢io vandens vonioje. Reakcijos miSinys
nufiltruojamas ir redukuojanciy cukry kiekis filtrate nustatomas Neokuproino
metodu (2.4.4). Fermento aktyvumas vienetais grame (V/g) drégno IP
apskaiCiuojamas pagal 2.5.1 metodikoje nurodyta formule, tik gautas
aktyvumas papildomai dalinamas i$ IP mases.

Imobilizavimo efektyvumas (IE) — gauto Ma aktyvumo ant IP ir
imobilizavimui paimto pradinio fermento aktyvumo procentinis santykis.

Imobilizavimo iSeiga pagal baltyma (IB) — Ma baltymo kiekis ant IP po
imobilizavimo ir imobilizavimui paimto baltymo kiekio procentinis santykis.

Atliekant 7 cikly krakmolo hidrolize, imobilizuota Ma po kiekvieno ciklo
kelis kartus plaunama citratiniu buferiu ir panaudojama kitam krakmolo
hidrolizés ciklui. Pirminis IP aktyvumas yra iSreiSkiamas 100 %, o Kiti

iSreiSkiami kaip santykinis aktyvumas (SA) nuo pirminio IP aktyvumo.

2.5.3 Ma aktyvumo nustatymas filtrate

I 10 ml krakmolo (2.2.5) tirpalo jpilama 1 ml praskiesto filtrato (IP po
imobilizavimo praplaunamas 10 ml citratinio buferio) ir inkubuojama 20 min.
40 °C temperatiiroje. Po to fermentiné reakcija sustabdoma kaitinant reakcijos
misin} 15 min. verdancio vandens vonioje ir redukuojanciy cukry kiekis
nustatomas Neokuproino metodu (2.4.4). Fermento aktyvumas vienetais

mililitre (V/ml) apskai¢iuojamas pagal formule, pateikta 2.5.1 metodikoje.
2.5.4 Imobilizuotos Ma stabilumo nustatymas
Imobilizuoti Ma preparatai laikomi Saldytuve 4 °C temperatiiroje. Ma

stabilumas ant IP nustatomas pagal 2.5.2 metodika matuojant fermentinj

aktyvumg tam tikrais laiko tarpais.
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2.5.,5 Tirpios ir imobilizuotos Ma optimalios temperatiiros jvertinimas

I 10 ml krakmolo tirpalo (2.2.5) jpilama 1 ml pradinio fermento tirpalo
(praskiestas 160 k.) (2.2.4) arba jdedama apie 0,1 g drégno IP (2.6.2) ir 20 min.
maiSoma 40-80 °C temperatiiroje. Po to fermentiné reakcija sustabdoma,
kaitinant reakcijos miSinj 15 min. verdancio vandens vonioje. Ma fermentinis

aktyvumas apskai¢iuojamas pagal 2.5.1 ir 2.5.2 metodikas.

2.5.6  Natrio chlorido jtaka tirpios ir imobilizuotos Ma fermentiniam

aktyvumui nustatymas

Pradinis Ma tirpalas skiedziamas 160 karty citratiniu buferiu. 1 ml
praskiesto Ma tirpalo jpilama j 10 ml krakmolo (2.2.5) tirpalo, kuriame yra O-
0,1 M natrio chlorido, ir vykdoma hidrolizé pagal 2.5.1 skyriy. Tirpios Ma
aktyvumas, kai nejdéta natrio chlorido, yra prilyginamas 100 %, o Kiti
iSreiSkiami kaip SA nuo tirpios Ma aktyvumao.

I 10 ml citratinio buferio, kuriame yra 0-0,1 M natrio chlorido, jdedama
0,1 g IP ir termostatuojama 20 min. 40 °C temperatiiroje. Po to IP filtruojamas
ir plaunamas su 10 ml citratinio buferio. IP fermentinis aktyvumas nustatomas

pagal 2.5.2 metodika.

2.5.7 Tirpios ir imobilizuotos Ma Ky, nustatymas

Paruosiamas 10 % krakmolo tirpalas pagal 2.2.5 metodika. IS paruosto 10
% krakmolo tirpalo skiedimo biidu paruosiami 0,5 %, 1 % 2%, 4%, 5 %, 6 %
krakmolo tirpalai. Tolesné¢ tyrimo eiga kiekvienos krakmolo koncentracijos
atveju atliekama pagal 2.5.1. metodika, kai naudojama tirpi Ma, arba pagal
2.6.2 metodika, kai naudojama imobilizuota Ma. Inkubavimo metu kas 2, 4, 6,
8, 12, 16 ir 20 minuc¢iy paimama po 0,5 ml meéginio, skiedziama 5 ml citratinio
buferio ir inaktyvuojama 15 min. verdan¢io vandens vonioje. IS gauty

duomeny kiekvienos krakmolo koncentracijos atveju bréziama redukuoty
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cukry koncentracijos (mol/l) priklausomybé nuo trukmés (min). IS kreives
polinkio tiesinés dalies kampo tangento apskai¢iuojamas pradinis reakcijos
greitis  (mol-(I'min)). Po to bréziama pradinio reakcijos greidio
priklausomybé nuo krakmolo koncentracijos ir nustatomos Ky ir Vyax/2
reikSmés [283].
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS
3.1 PUK mikrodaleliy sintezé

Siame darbe PUK mikrodaleliy sintezei buvo pasirinktas poliolis PVA
bei jvairtis diizocianatai: TDI (aromatinis asimetrinis) ir HDI (alifatinis
simetrinis) miSinys, IPDI (cikloalifatinis asimetrinis) arba HMDI
(cikloalifatinis simetrinis). Visi iSvardinti diizocianatai, iSskyrus TDI, yra
alifatiniai, o 1§ jy gauti produktai yra atsparesni hidrolizei, UV S$viesai. Jie
vienas nuo kito skiriasi savo struktiira ir izocianatogrupiy reaktingumu
[17, 284]. Reaktingiausi diizocianatai yra aromatiniai, po jy seka alifatiniai ir
cikloalifatiniai. Kai diizocianato molekulé yra simetriné (HDI ir HMDI), abiejy
izocianatogrupiy reaktingumas yra vienodas, bet, sureagavus vienai
izocianatogrupei, likusios reaktingumas sumazéja beveik du kartus, lyginant su
pirmosios grupés reaktingumu [17]. Taip yra todél, kad, susidarant uretano
rySiui, yra iSlaisvinami lokalizuoti elektronai, kurie sumazina kitos laisvos
izocianatogrupés reaktingumg [17]. Asimetriniy diizocianato junginiy (TDI ir
IPDI) izocianatogrupiy reaktingumas priklauso nuo jy padéties. TDI yra standi,
aromatiné asimetriné molekulé, kurioje metilgrupés atzvilgiu orto ir para
padétyse yra antrinés izocianatogrupés, kuriy reakcijy greiciai yra skirtingi
[17, 284-286]. Tuo tarpu, IPDI turi pirming (alifating) ir antring (cikloalifating)
izocianatogrupes. IPDI izocianatogrupiy aktyvumas ir kuri grupé pirma
dalyvaus reakcijoje su polioliu (nukleofilu) priklauso nuo reakcijos
temperatiiros, poliolio sandaros, katalizatoriaus ir -cCheminés sudéties [19, 28].
Kai reakcijos miSinyje katalizatoriaus néra, IPDI antriné izocianatogrupé yra
reaktingesné uz pirming, taciau, esant erdviniams trukdziams Salia poliolio
antrinés hidroksigrupés, reakcija lengviau vyksta su pirmine nei su antrine
izocianatogrupe [19, 28].

Zinoma, kad PVA yra hidrofilinis, bioskalus ir biosuderinamas polimeras.
PUK daleliy sintezei paprastai naudojami dioliai ar polioliai su galuose
esan¢iomis hidroksigrupémis. PVA grandinése yra daug hidroksigrupiy, todél

tikimybé gauti tinklinés akytos struktiiros PUK yra labai didelé. Galimybé
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susidaryti akytesnei struktiirai dar labiau padidé¢ja, i reakcijos miSinj pridéjus
vandens, nes susidaro ilgesnés polikarbamido grandinés. Kaip poliolj
naudojant PVA, PUK mikrodalelés tampa hidrofiliskesnés, nes lieka
nesuragavusiy hidroksigrupiy, tai yra jos tampa artimesnés fermento
prigim¢iai. Naudojant diizocianato pertekliy, tikétasi susintetinti PUK daleles
su laisvoms izocianatogrupémis, per kurias bity galima prijungti fermentus.
Todél pirmiausia buvo siekiama i§ PVA ir skirtingy diizocianaty susintetinti
naujas fermentams imobilizuoti tinkamas PUK mikrodaleles, kurios
pasizymeéty  skirtingomis  fizikinémis  savybémis ir turéty laisvy

izocianatogrupiy.

3.1.1 PUK mikrodaleliy sintezé is PVA ir diizocianaty miSinio

PUK mikrodalelés susintetintos i§ PVA ir diizocianaty miSinio
DMSO/H,0 tirpale (DMSO/H,0 = 99/1 tario %), kai PVA moliné
koncentracija yra 0,1 M, o diizocianaty miSinys sudarytas i§ HDI ir TDI.
[PVA]:([HDI]:[TDI]) molinis santykis buvo keistas nuo 1:(0,25:0,25) iki
1:(0,75:0,25). Vykdant reakcijg tarp PVA ir vieno diizocianato TDI santykiu
1:1 gauta, kad PUK mikrodalelés, esant mazai PVA molinei koncentracijai

(<0,08 M), nesusidaro, o, padidinus vir§ 0,1 M, susidaro gelis. Todé¢l nuspresta

3.1 lentelé. PUK mikrodaleliy, susintetinty i§ PVA ir HDI bei TDI miSinio,
iSeiga ir funkciniy grupiy kiekis (t = 90 min., T = 90 °C)

o NCO grupiy OH grupiy
Nr. | [PVA]:([HDIJ:[TDI]) PUKolse'ga kiekis kiekis
o) (%) (%)
1 1:(0,25:0,25) 47 2,8 6,6
2 1:(0,35:0,35) 50 3,2 5,2
3 1:(0,50:0,50) 67 7,3 2,7
4 1:(0,40:0,60) 55 5,4 4,0
5 1:(0,75:0,25) 72 9,1 2,6
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] reakcijos miSinj papildomai jvesti HDI. Panaudojus HDI-TDI miSinj, PUK
mikrodalelés susidaré. Buvo istirta PUK mikrodaleliy sintezés priklausomybé
nuo komponenty moliniy santykiy, reakcijos trukmés ir temperatiiros. Pradinis
PVA ir diizocianaty misinio molinis santykis buvo varijuojamas nuo 1:0,5 iki
1:1 (3.1 lentel¢). Nustatyta, kad, keiciant pradinj PVA ir (HDI:TDI) molinj
santyki nuo 1:(0,25:0,25) iki 1:(0,50:0,50), PUK mikrodaleliy iSeiga ir
izocianatogrupiy kiekis didéja, o hidroksigrupiy — mazéja. Padidinus TDI
molinj kiekj diizocianaty miSinyje (3.1 lentel¢, Nr. 3-4), PUK mikrodaleliy
1Seiga ir izocianatogrupiy kiekis sumazg¢jo, o nesureagavusiy hidroksigrupiy
liko daugiau. PrieSingai, padidinus HDI molinj kiekj diizocianaty miSinyje,
gauta, kad PUK iseiga ir izocianatogrupiy kiekis padidéjo, o hidroksigrupiy
kiekis sumazéjo. I§ literatiros duomeny [17, 284-286] Zzinoma, kad TDI
izocianatogrup¢ grupé, kuri yra aromatinio ziedo metilgrupés atzvilgiu para
padétyje, yra keturis kartus reaktingesn¢ uz izocianatogrupeg, kuri yra orto
padétyje ir maziausiai Simtg karty reaktingesné uz simetrines HDI
izocianatogrupes [284]. Taigi, aromatinio ziedo metilgrupés atzvilgiu orto

padétyje esanti izocianatogrupé gali nereaguoti tol, kol iki galo nebus
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3.1 pav. PUK mikrodaleliy iSeigos ir izocianatogrupiy kiekio priklausomybé
nuo reakcijos trukmés ([PVA]:([HDI]:[TDI]) = 1: (0,50: 0,50), T =90 °C).
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sureagavusi para padétyje esant izocianatogrupé, tuo tarpu, HDI molekuléje
abiejy grupiy reaktingumas pradinéje stadijoje yra vienodas ir bet kuri grupé
gali reaguoti su PVA hidroksigrupe. Didziausia PUK mikrodaleliy iSeiga
(72 %) ir didziausias izocianatogrupiy kiekis (9,1 %) gautas, kai PUK dalelés
susintetintos, naudojant pradinj molinj santyki PVA:(HDI: TDI) = 1:(0,75:0,25)
(3.1 lentelé, Nr. 5).

Taip pat buvo tirta reakcijos trukmes (3.1 pav.) ir temperatiiros (3.2 pav.)
jtaka PUK iSeigai ir izocianatogrupiy kiekiui, kai pradiniy medziagy molinis
santykis PVA:(HDI-TDI) buvo 1:(0,5:0,5). Ilginant reakcijos trukmg¢ nuo 60 iki
120 min., PUK mikrodaleliy iSeiga nezymiai padidéjo nuo 64 iki 68 %, o
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3.2 pav. PUK mikrodaleliy iSeigos ir izocianatogrupiy kiekio priklausomybé
nuo reakcijos temperatiiros (t = 90 min., [PVA]:([HDI]:[TDI]) = 1: (0,50:
0,50)).

1zocianatogrupiy skai€ius sumaze¢jo nuo 8,0 iki 5,2 %. Tuo tarpu, didinant
reakcijos temperatirg, pastebéta, kad PUK mikrodaleliy iSeiga ir
izocianatogrupiy kiekis kinta labiau, nei nuo reakcijos trukmés. Padidinus
reakcijos temperatiirg nuo 70 iki 90 °C, PUK mikrodaleliy iSeiga iSaugo nuo 55
iki 68 %, o izocianatogrupiy kiekis praktiskai nepakito: sumazéjo nuo 7,9 iki

7,3 % (3.2 pav.). Toliau padidinus reakcijos temperatiirg iki 110 °C, polimero
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iSeiga praktiSkai nekito, o izocianatogrupiy kiekis sumazéjo iki 2,5 %.
Literatiiros Saltinyje [286] autoriai teigia, kad, esant aukStoms temperatiiroms
(T = 125 °C), TDI molekuléje metilgrupés atzvilgiu orto ir para padétyse
esanCiy izocianatogrupiy reakcijy greiciai suvienod¢ja, todél lengviau vyksta

susiuvimo reakcijos, dél ko sumaz¢jo izocianatogrupiy kiekis.

Apibendrinant, buty galima prieiti iSvados, kad, sintetinant PUK
mikrodaleles, svarbu atsizvelgti | pradinius medZziagy molinius santykius ir
reakcijos temperatiirg. Esant aukStai reakcijos temperatiirai, gali vykti
greitesnis susiuvimas. Optimalios sintezés salygos gautos, kai pradinis PVA ir
izocianaty miSinio molinis santykis yra 1:(0,75:0,25), reakcijos trukme — 90

min. ir temperatiira — 90 °C.

3.1.2 PUK mikrodaleliy sintezé is PVA ir IPDI

PUK mikrodaleles susintetintos i§ PVA ir IPDI dimetilsulfoksido ir
vandens tirpale (DMSO/H,0 = 99/1 tirio %), kai PVA moliné koncentracija
yra 0,06 M. Mazinant PVA pradine molin¢ koncentracijg, PUK mikrodalelés
nesusidaré, o ja didinant, gaunasi gelis. PUK mikrodalelés susintetintos

keic¢iant pradinj PVA ir IPDI molinj santykj nuo 1:2 iki 1:4. Toliau didinant

3.2 lentelé. PUK mikrodaleliy, susintetinty i§ PVA ir IPDI, iSeiga ir funkciniy
grupiy kiekis (t = 90 min., T = 90 °C)

N | PvappeDn | O etoa | NCO gruply kiekis | OH grupiy kiekis
(%) (%) (%)
1 1:2,0 49 0.6 116
2 1:25 53 13 105
3 1:3,0 62 15 5
4 1:3,5 67 16 73
S 1:4,0 67 17 58
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IPDI kieki PVA atzvilgiu, susidaro gelis. IS 3.2 lenteléje pateikty PUK
mikrodaleliy iSeigos ir funkciniy grupiy kiekio rezultaty matyti, kad jie
priklauso nuo pradinio PVA ir IPDI molinio santykio. Kei¢iant jj nuo 1:2 iki
1:4, gauta, kad PUK mikrodaleliy iSeiga did¢ja nuo 49 iki 67 %,
izocianatogrupiy kiekis — nuo 0,6 iki 1,7 %, o hidroksigrupiy kiekis sumazéja
nuo 11,6 iki 6,8 %. Manoma, kad PUK iseiga did¢ja, nes, esant diizocianato
pertekliui, daugiau susiformuoja karbamidiniy grandziy, taciau lieka ir laisvy
izocianatogrupiy. Vykdant PUK mikrodaleliy sintezg, kai PVA ir IPDI molinis
santykis 1:4 ir keiciant reakcijos trukme (3.3 pav.) arba temperatiirg (3.4 pav.),
gauta, kad PUK mikrodaleliy iSeiga ir izocianatogrupiy kiekis taip pat kito.
llginant prading reakcijos trukm¢ nuo 60 iki 90 min. (3.3 pav.), PUK
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3.3 pav. PUK mikrodaleliy iSeigos ir izocianatogrupiy kiekio priklausomybé

nuo reakcijos trukmés (T = 90 °C), [PVA]:[IPDI] = 1:4).

mikrodaleliy iSeiga padidé¢jo nuo 47 iki 67 %, o izocianatogrupiy kiekis
sumazéjo nuo 2,3 iki 1,7 %. Pailginus trukme iki 180 min., iSeiga nezymiai
padidéjo iki 70 %, o izocianatogrupiy kiekis dar labiau sumazéjo iki 0,72 %.
Todé¢l manoma, kad ilginant reakcijos trukme vir§ 90 min., PUK mikrodalelése

labiau vyksta tinklinimosi reakcijos. Apibendrinus sintezés rezultatus, prieita
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iISvados, kad tikslingiausia reakcija vykdyti 90 min., nes toliau nedidéja PUK
mikrodaleliy iSeiga, o izocianatogrupiy kiekis labai sumazéja.

Didinant prading reakcijos temperatirg nuo 70 iki 90 °C, PUK
mikrodaleliy iSeiga did¢ja nuo 61 iki 67 %, o i1zocianatogrupiy kiekis sumazéja
nuo 2,2 iki 1,7 % (3.4 pav.). Toliau didinant reakcijos temperatiirg iki 150 °C,
PUK mikrodaleliy iSeiga sumazéjo iki 51 %, o izocianatogrupiy kiekis — iki
0,1 %. Esant aukstai reakcijos temperatiirai (T > 100 °C), izocianatogrupiy
reaktingumai tampa panasiis [19, 28], ir abi grupés turi vienodas galimybes
dalyvauti reakcijoje su PVA hidroksigrupe ar vandens molekule, susidarant
uretano ar karbamido rySiams. Zinoma, [19, 28], kad esant erdviniams

trukdZiams Salia PVA hidroksigrupés, reakcija lengviau vyksta tarp jos ir [IPDI
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3.4 pav. PUK mikrodaleliy iSeigos ir izocianatogrupiy kiekio priklausomybé

nuo reakcijos temperatiiros (t = 90 min., [PVA]:[IPDI] = 1:4).

pirminés izocianatogrupés, o ne antrinés. Esant aukStai temperatiirai, prasideda
dalinis arba visas vandens iSgaravimas, 0 vanduo reakcijos sistemoje
naudojamas, kad susidaryty karbamidiniai rySiai ir tuo paciu metu atlieka
porodario vaidmenj. Todél, iSgaravus vandeniui, negali susidaryti

polikarbamidinés grandinés ir sumazéja PUK iSeiga.
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Apibendrinant, galima teigti, kad PUK mikrodaleliy iSeiga ir
izocianatogrupiy kiekis, kaip ir ankstesniame skyriuje aprasyty tyrimy atveju,
priklauso nuo pradiniy reakcijos salygy. DidZiausia iSeiga gauta, esant 90 °C
temperatiirai ir optimaliai 90 min. trukmei. Tuo tarpu, didziausias
izocianatogrupiy kiekis PUK mikrodalelése gaunamas esant trumpiausiai

reakcijos trukmei.

3.1.3 PUK mikrodaleliy sintezé is PVA ir HMDI

PUK mikrodalelées taip pat susintetintos 1§ PVA ir HMDI
dimetilsulfoksido ir vandens tirpale (DMSO/H,O = 99/2 tirio %), kai PVA
moliné koncentracija yra 0,06 M. Tik esant Siai koncentracijai galima gauti
PUK mikrodaleles, kei¢iant PVA ir HMDI pradinj molinj santykj nuo 1:2 iki
1:6. Toliau didinant HMDI kiekj pradiniame miSinyje, susidaro gelis. 3.3
lenteléje pateikti PUK mikrodaleliy iSeigos ir funkciniy grupiy kiekiy

3.3 lentelée. PUK mikrodaleliy, susintetinty i§ PVA ir HMDI, iSeiga ir
funkciniy grupiy kiekis (t = 90 min., T = 90 °C)

NI [PVA]:[HMDI] | PUKSeiga | NCO grupiy kiekis | OH grupiy kiekis
(%) (%) (%)
1 1:2 38 0,2 2,6
2 1:3 50 0,7 1,2
3 1:4 54 0,5 0,9
4 1:5 55 0,3 0,3
5 1:6 55 0,2 2,9

rezultatai, gauti kei¢iant PVA ir HMDI pradinius molinius santykius.
Mikrodaleliy iSeiga, didinant HMDI kiekj, didéjo nuo 38 iki 55 %. Tuo tarpu,
izocianato- ir hidroksigrupiy kiekiy kitimas yra sudétingesnis. Kai PVA:HMDI
= 1:2, izocianatogrupiy kiekis yra 0,2 %, o kai 1:3, gautas didziausias
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izocianatogrupiy kiekis — 0,7 %. Toliau didinant HMDI kiekj pradiniame
miSinyje izocianatogrupiy kiekis maZz¢ja, kai santykis yra 1:6, jy yra tik 0,2 %.
Didinant HMDI kiekj pradiniame miSinyje PVA: HMDI nuo 1:2 iki I:5,
hidroksigrupiy kiekis maz¢ja nuo 2,6 iki 0,3 %, taciau, esant PVA ir HMDI
santykiui 1:6 — vél padidéja ir yra 2,9 %. Atsizvelgiant | gautus rezultatus,
nuspresta reakcijos trukmeés (3.5 pav.) ir temperatiiros (3.6 pav.) itaka PUK
mikrodaleliy iSeigai ir izocianatogrupiy kiekiui tirti, esant PVA ir HMDI
pradiniam moliniam santykiui 1:3. Pailginus reakcijos trukme¢ nuo 60 iki 90
min., PUK mikrodaleliy iSeiga padidé¢jo nuo 34 iki 50 %, o, toliau ilginant
trukm¢ iki 150 min., iSeiga padidéjo nezymiai iki 53 %. Didziausias
izocianatogrupiy kiekis PUK mikrodalelése gautas, kai reakcijos trukmé yra 60
min. ir siekia 1,4 %. Ilginant reakcijos trukme, $iy grupiy kiekis sumazéja iki
0,3 %. Kadangi, ilginant reakcijos trukme¢ nuo 90 iki 180 min., iSeiga
praktiskai nekinta, o izocianatogrupiy kiekis Siek tiek sumazéja, galima daryti
prielaida, kad PUK mikrodalelése vyksta susiuvimas.

PUK mikrodaleliy iSeigai ir izocianatogrupiy kiekiui reakcijos temperatiira

daro didesn¢ jtakg nei reakcijos trukmé, kaip ir sintezei naudojant
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3.5 pav. PUK mikrodaleliy iSeigos ir izocianatogrupiy kiekio priklausomybe

nuo reakcijos trukmés (T = 90 °C, [PVA]:[HMDI] = 1:3).

80



116

: 2

> 70} g

2 11,22

] E

= Q.

2 eol =

T lo88

8 . o

E 8

. Q

Eso- %T 10,4 R
o

40 ! 0,0

70 90 110 . 130
Reakcijos temperatira, C
3.6 pav. PUK mikrodaleliy iSeigos ir izocianatogrupiy kiekio priklausomybé

nuo reakcijos temperatiiros (t = 90 min, [PVA]:([HMDI]) = 1:3).

kitus diizocianatus (3.1.1 ir 3.1.2). Keliant reakcijos temperatiirg nuo 70 iki
130 °C, PUK mikrodaleliy ieiga didéja nuo 47 iki 69 %, o izocianatogrupiy
kiekis sumazéja nuo 1,5 iki 0,3 % (3.6 pav.). Be to, 130 °C temperatiira yra
ribiné, nes pradeda formuotis gelis, o, padidinus reakcijos temperatiirg bent
10 °C, susidaro kieta masé. Esant Zemai temperatiirai, HMDI izocianatogrupés
reakcijos greiciai su hidroksigrupémis ar vandeniu yra mazi [287], taciau,

keliant temperatiirg, jy reaktingumas didéja.

Apibendrinant gautus rezultatus, biity galima prieiti iSvados, kad,
sintetinant PUK mikrodaleles i§ PVA ir HMDI, svarbu atsizvelgti j pradinius
medziagy molinius santykius, reakcijos trukme ir temperatiirg. Didziausia PUK
mikrodaleliy iSeiga ir maziausias izocianatogrupiy kiekis gaunamas esant
maksimaliai reakcijos temperatiirai. [vertinus visas aplinkybes, galima teigti,
kad optimaliausios sintezés salygos yra pasiekiamos, kai PUK mikrodalelés
sintetinamos i§ PVA ir HMDI, esant moliniam santykiui 1:3, reakcijos trukmé

yra 90 min., o temperatiira — 90 °C.
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Apibendrinant PUK mikrodaleliy sintezg i§ PVA ir jvairiy diizocianaty,
pastebéti  bendri  désningumai. Didziausios PUK iSeigos ir didZiausi
izocianatogrupiy kiekiai gauti, esant didesniam diizocianaty pertekliui PVA
atzvilgiu: PUK mikrodaleles sintetinant i§ PVA ir diizocianaty miSinio,
[PVA]:([HDI]:[TDI]) = 1:(0,75:0,25), o, sintetinant i5 PVA ir IPDI, — 1:4.
Taciau, sintezei naudojant PVA ir HMDI, didziausia iSeiga gaunama esant
moliniam santykiui 1:6, o izocianatogrupiy kiekis — kai santykis 1:3.

Keiciant PUK sintezés trukme, gauta, kad didZiausios iSeigos ir
maziausias izocianatogrupiy kiekis gaunamas esant ilgiausiai reakcijos
trukmei, o, esant 60 min trukmei, gaunama maZziausia iSeiga ir didZiausias
izocianatogrupiy kiekis. PUK mikrodaleliy maziausios iSeigos ir didZiausi
izocianatogrupiy kiekiai gauti, esant 70 °C temperatiirai, 0 didZiausios i$eigos
ir maziausi izocianatogrupiy kiekiai — esant maksimalioms temperatiiroms.
Taciau, sintetinant PUK mikrodaleles iS PVA ir IPDI, didziausia iSeiga gauta,
kai reakcijos temperatiira yra 90 °C.

Sio darbo tikslas yra susintetinti PUK mikrodaleles, kurios labiausiai
tikty fermentui imobilizuoti. D¢l Sios priezasties i§ 3.1 skyriuje gauty rezultaty
negalima galutinai teigti, kad tam tikros sintezés saglygos yra geresnés uz kitas,
nes nuo jy taip pat priklauso PUK mikrodaleliy pavirSiaus plotas, daleliy dydis
ir izocianatogrupiy kiekis, o nuo to priklauso ir fermento imobilizavimo
efektyvumas bei imobilizuoty preparaty stabilumas. Taciau, apzvelgus
rezultatus, galima pastebéti, kad, esant 90 min. reakcijos trukmei ir 90 °C
temperatiirai, gaunamos optimalios PUK mikrodaleliy iSeigos ir pakankamas
izocianatogrupiy kiekis, kai:

e [PVA]:([HDI]:[TDI]) = 1:(0,75:0,25), q = 72 %, NCO = 9,1 %;
o [PVA][IPDI] =1:4,9=67 %, NCO =1,7 %;
o [PVA]:[HMDI] =1:3,q9 =50 %, o NCO = 0,7 %.
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3.2 PUK mikrodaleliy tyrimas
3.2.1 PUK mikrodaleliy sandaros tyrimas

PUK mikrodaleliy struktira buvo jrodyta remiantis FT-IR spektrais ir
elementine analize. BMR analiz¢ negalima, nes gautos PUK mikrodalelés dél
susititos struktiiros yra netirpios. Nustatyta, kad susintetinty PUK mikrodaleliy
FT-IR spektruose yra smailés, kurios biidingos tam tikroms PUK sandaroje
esan¢ioms grupéms [288].

PVA FT-IR spektre (3.7 pav.) yra v(OH) grupés virpesiams biidinga
sugerties juostos smailé ties 3301 cm™, alkilgrupiy C-H virpesiams biidinga
juosta su smaile ties 2916 cm™, karbonilgrupés (i§ PVA vinilacetatiniy
grandziy) — ties 1733 cm™ ir C-O-C grupés — ties 1086 cm™ [289]. Visy

diizocianaty FT-IR spektruose (3.8 pav.) stebima izocianatogrupei budinga
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3.7 pav. PVA FT-IR spektras.

sugerties juostos smaile ties 2237-2250 cm™, alifatiniy diizocianaty
alkilgrupéms biadingos sugerties smailés ties 2853-2931 cm™. Aromatinio
diizocianato (TDI) spektre néra budingy juosty alifatiniy angliavandeniliy
alkilgrupéms, tac¢iau matyti dvigubyjy rysiy (C=C) sugerties juostos smail¢ ties
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1615, 1574 ir 1524 cm . Susintetinty daleliy (3.9 pav.) FT-IR spektrai
patvirtina PUKsusidaryma, nes PVA spektre esanti labai plati sugerties juosta
nuo 3650 iki 3000 cm™, kuri priskiriama OH grupei (3.7 pav.), susiauréja ir yra
nuo 3650 iki 3150 cm™ su smaile ties 3319 arba 3320 cm™, kuri badinga —~NH
ir —OH grupiy virpesiams (3.9 pav.). PUK FT-IR spektre nematyti
izocianatogrupéms biidingy smailiy ties 2237, 2246 ar 2250 cm™, nes likusios
laisvos izocianatogrupés sureaguoja su atmosferos drégme saugojimo metu
arba su vandeniu, atlickant liofilizavimo procesg. Analizuojant PUK
mikrodaleliy FT-IR spektrus, rasta hidroksi-, amino-, uretano ir karbamido
grupéms budingos juostos [288]. Mikrodaleliy, kurios gautos, sintezei
naudojant PVA ir jvairius diizocianatus, FT-IR spektruose matomos smailés
(3.9 pav): alkilgrupiy (C-H) virpesiy — ties 2933 ir 2856 cm™ (3.9 pav. 1) arba
2950 ir 2904 cm™ (3.9 pav. 2), arba 2918 ir 2849 cm™ (3.9 pav. 3);
karbamido — ties 1615 (3.9 pav. 1) arba 1637 (3.9 pav. 2), arba 1632 cm™
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3.8 pav. Diizocianaty FT-IR spektrai.

(3.9 pav. 1); amido II (6 N-H, v C=N) — ties 1570 (3.9 pav. 1) arba 1550
(3.9 pav. 2), arba 1545 cm™ (3.9 pav. 3); amido III (kitos rasies & N-H, v C=N)
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— ties 1250 (3.9 pav. 1) arba 1237 (3.9 pav. 2), arba 1225 cm™ (3.9 pav. 3);
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3.9 pav. PUK mikrodaleliy FT-IR spektrai: 1 — [PVA]:([HDI]:[TDI]) =
1:(0,75:0,25); 2 — [PVA]:[IPDI] = 1:4; 3 - [PVA]:[HMDI] = 1:3 (t = 90 min.,
T=90°C).

C-O-C grupés virpesiai — ties 1076 (3.9 pav. 1) arba 1053 (3.9 pav. 2), arba
1050 cm™ (3.9 pav. 3). Ties 1691 (3.9 pav. 1) arba 1731 (3.9 pav. 2) ir
1725 cm™ (3.9 3 pav.) yra vos pastebimos smailés, kurios priskiriamos uretano
karbonilgrupei [288].

PUK sandaroje esancios uretano ir karbamido grupés yra linkusios
sudaryti vandenilinius rySius, dél kuriy poveikio $iy grupiy smailés pasislenka j
mazesniy bangy skai¢iy puse [290]. Vandeniliniai rySiai PUK gali susidaryti
tarp dviejy tipy donory (uretano N-H ir karbamido N-H grupiy) ir trijy tipy
protony akceptoriy (uretano C=0O, karbamido C=0O ir C-O-C) grupiy.
Karbamido ir uretano grandys gali sudaryti skirtingg vandeniliniy rysiy skaiciy,
nes karbamido grandyje yra viena karbonil- ir dvi aminogrupés, o uretano
grandyje yra tik viena amino- ir karbonilgrupé [290]. Buvo nustatyta, kad,
karbamidui nesudarant vandeniliniy rySiy, FT-IR spektre karbonilgrupés

smailé randasi ties 1691 cm™, o, didéjant vandeniliniy rysiy skaidiui,
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pasislenka | mazesnius bangy skaic¢ius [290]. PUK sintezés metu didinant
diizocianato kiekj PVA atzvilgiu, FT-IR spektruose pastebimas nezymus (=1
cm™) karbamido karbonilgrupés poslinkis link Zemesniy bangy skai¢iy, o tai
reiSkia, kad susidaro daugiau vandeniliniy rySiy. Naudojantis FT-IR metodu,
lengva nustatyti ir atskirti uretano karbonilgrupés smailes nuo karbamido
karbonilgrupés.

Galutiniam PUK mikrodaleliy sandaros patvirtinimui buvo atlikta
elementin¢ analizé¢ (3.4 lentel¢). Nustatyta, kad, nepriklausomai nuo naudoto

pradinio diizocianato (DI), azoto ir anglies kiekis PUK visais atvejais didéja,

3.4 lentelé. PUK mikrodaleliy elementiné sudétis

Anglies kiekis | Azoto kiekis | Vandenilio kiekis

Nr. [PVA]:[DI]

(%) (%) (%)
[PVA]:([HDI]:[TDI])
1 1:(0,25:0,25) 56,8 10,9 8,6
2 1:(0,35:0,35) 57,3 12,5 8,6
3 1:(0,50:0,50) 57,3 12,6 8,4
4 1:(0,40:0,60) 57,7 13,0 8,5
5 1:(0,75:0,25) 57,4 13,9 8,7
[PVAJ:[IPDI]
6 1:2,0 62,7 114 9,7
7 1:2,5 63,1 11,7 9,8
8 1:3,0 63,7 12,2 9,9
9 1:3,5 63,8 12,4 9,9
10 1:4,0 63,9 12,7 10,0
[PVA]:[HMDI]

11 1:2 67,2 10,2 9,9
12 1:3 68,0 10,7 9,9
13 1:4 67,9 10,8 10,0
14 1:5 67,9 10,8 10,0
15 1:6 67,8 10,9 10,0
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3.1 schema. PUK mikrodaleliy sintezé ir struktiira (Z = NCO arba NH,).

didinant diizocianaty kiekj pradiniuose miSiniuose. Galima teigti, kad azoto ir
anglies dalis PUK mikrodalelése gali didéti, daugéjant uretano ir karbamido
grandziy kiekiui. Taciau sintetinant PUK daleles i§ PVA ir HMDI, matyti, kad
anglies ir azoto kiekis nezymiai padidéja, pakeitus pradinj santykj nuo 1:2 iki
1:3, o, toliau didinant HMDI kiekj, nedidéja. Taciau, esant santykiui 1:6,
nezymiai vél padidéja azoto, bet sumazéja anglies kiekis. Siuo atveju, kaip
buvo minéta 3.1.3 skyriuje, prasideda zelatinizacija.

Remiantis sintezés rezultatais, FT-IR spektrais ir elementine analize, 3.1
schemoje yra pateikta galima PUK mikrodaleliy struktira. Manoma, kad ja
sudaro skirtingos sandaros grandys: | — hidroksietileno grandis su
nesureagavusia hidroksigrupe; Il — su viena laisva izocianatogrupe, Kai
sureaguoja viena hidroksietileno grandies hidroksigrupé su viena diizocianato
izocianatogrupe, o kita laisva izocianatogrupé gali reaguoti su vandeniu,
sudarydama aminogrupg, kuri momentaliai jungiasi su diizocianato
izocianatogrupe, susidarant jvairaus ilgio polikarbamido grandinéms,

besibaigian¢ioms laisva izocianato- arba aminogrupe; Il — susititos strukttiros
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grandis, kuri gali susidaryti sureagavus dviem izocianatogrupéms su dviem
hidroksietileno grandziy hidroksigrupémis. Siuo atveju tarp uretaniniy

grandZziy gali susidaryti jvairaus ilgio polikarbamidiniai tilteliai.

Apibendrinant galima teigti, kad, PUK mikrodalelése, nepriklausomai
nuo naudoto diizocianato, esancios karbamido grandys yra sudariusios
vandenilinius rySius, nes karbamido karbonilgrupiy smailés yra pasislinkusios
link Zemesniy ver¢iy. Remiantis elementine analize galima teigti, kad, didinant
diizocianato kiekj pradiniame miSinyje, nepriklausomai nuo naudoto
diizocianato, did¢ja azoto ir anglies kiekiai, o tai gali reiksti, kad PUK
mikrodalelése susidaro jvairaus ilgio polikarbamidiniy grandZiy. Remiantis
FT-IR ir elementine analize galima teigti, kad PUK struktiira yra sudaryta i

trijy skirtingy grandziy tipy.

3.2.2 1§ PVA ir jvairiy diizocianaty susintetinty PUK mikrodaleliy terminé

analizé

Termin¢ analizé daZniausiai atliekama, norint iSsiaiSkinti medziagy
termostabilumg, kokioje temperatiiroje medziaga pradeda skilti, koks skilimo
greitis, ar ji skyla vienu metu, ar pakopomis ir kokia procentiné dalis skyla,
norint suZinoti jy darbines temperatiiry ribas arba ruoSiant 1§ tiriamos
medziagos bandinius kitiems tyrimams, kad ruoSimo metu nevykty jokie
destrukciniai poky¢iai.

Siame darbe, be terminio stabilumo, papildomai buvo jvertinta ir PUK

mikrodaleliy sandara.

PVA ir PUK mikrodaleliy terminé analizé atlikta naudojant vienalaikés

termings analizés (STA) prietaisg.

Literatiiroje [291] nurodyta, kad PVA lydymosi temperatiira yra
191,2 °C, o PVA, kuris naudotas $iame darbe, lydymosi temperatiira yra
189,3 °C. Atlikus TGA tyrimus, nustatyta, kad PVA skilimas vyksta per dvi

stadijas (3.5 lentel¢). Pirmoji PVA skilimo stadija prasideda 249 °C
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temperatiiroje (T;), bandinio masés didziausio kitimo greicio temperatiira (T,)
yra 309 °C. Sioje stadijoje netenkama 78 % PVA masés. Jos metu vyksta
dehidratacija ir susidaro laksis junginiai. Antroje stadijoje, kuri prasideda
427 °C temperatiiroje (T3), skyla polieno likugiai, susidarant angliai ir
angliavandeniliams, o bandinio masés didziausio kitimo grei¢io temperatiira
yra 481 °C (T,). Sios stadijos metu netenkama apie 11 % masés [291].

Literatiiroje [292] raSoma, kad PUK, kurie sudaryti i§ polioliy ir
diizocianaty, skilimas vyksta per 2 ar 3 stadijas, kurios priklauso nuo sintezés
saglygy. Pirmosios stadijos metu skyla kieti segmentai, sujungti uretano ir
karbamido rysiais, o véliau pradeda skilti lankstiis segmentai, kurie sudaryti i§
polioliy. Autoriai konstatuoja, kad PUK pasiZymi geresniu terminiu stabilumu
nei poliuretanai, nes tam jtakos turi vandeniliniai rySiai, kuriy karbamido
grandys gali sudaryti daugiau, nei uretano [292].

PUK mikrodaleliy skilimas yra sudétingesnis, negu PV A, ir priklauso nuo
naudoto diizocianato (DI) ir jo pradinio molinio santykio su PVA (3.5 lentelé¢).

IS 3.5 lenteléje (Nr. 2-6) pateikty rezultaty matyti, kad PUK skilimas
vyksta per 2 stadijas. Kai PUK mikrodalelés susintetintos i§ PVA ir HDI-TDI
misSinio, esant PVA:(HDI:TDI) moliniam santykiui 1:(0,25:0,25), 1:(0,35:0,35)
arba 1:(0,50:0,50) (3.10 pav., 3.5 lentelé, Nr. 2, 3 ir 5,), tai yra padidinus
diizocianaty kiek; PV A atzvilgiu, sumaZz¢ja pirmosios skilimo stadijos pradzios
temperatiira (T;) nuo 221 iki 202 °C, tagiau pirmosios skilimo stadijos
didziausio kitimo grei¢io temperatiira (T,) padidéja nuo 282 iki 301 °C.
Didinant HDI kiekj diizocianaty miSinyje, T didéja, o T, Kinta netolygiai (3.5
lentelé, Nr.4-6). Be to, esant santykiui 1:(0,50:0,50) ir 1:(0,75:0,25), PUK
skilimas yra sudétingesnis, nes pirmoji skilimo stadija pasidalija j du etapus
(3.5 lentelé, Nr. 5 ir 6, 3.10 pav. B). Naudojant daugiau HDI, T,” yra
aukStesne. Pirmajame etape masés netektis yra atitinkamai 66 ir 56 %, o
antrajame — 15 ir 26 %. Masés netektis 2-4 atvejais (3.5 lentel¢) yra 72-78 %.

Todél daroma prielaida, kad, reakcijos miSinyje esant maZesniam diizocianaty
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3.5 lentelé. PVA ir PUK mikrodaleliy, susintetinty i PVA bei jvairiy

diizocianaty, termogravimetriniy tyrimy rezultatai

] N 3 Antra skilimo
Pirma skilimo stadija -
stadija
Nr| [PVA]:[DI] i
T]_ T2 Am T2 Am, T3 T4 Am
(C) | Q)| ) | (C) | % | (C) | (C) | (C)
1 PVA 249 | 309 | 78 - - 427 | 481 11
[PVA]:([HDIJ:[TDI])
2 | 1:(0,25:0,25) | 221 | 282 | 72 - - 443 | 482 | 18
3 | 1:(0,35:0,35) | 214 | 299 | 78 - - 452 | 486 | 14
4 | 1:(0,40:0,60) | 200 | 293 | 77 - -~ [ 450 | 486 | 12
5 | 1:(0,50:0,50) | 202 | 301 | 66 328 15 | 464 | 504 | 11
6 | 1:(0,75:0,25) | 212 | 291 | 56 334 26 | 466 | 506 | 10
[PVA]:[IPDI]
7 1:2,0 247 | 300 - 352 90 | 428 | 453 7
8 1:2,5 247 | 301 - 352 90 | 428 | 453 7
9 1:3,0 247 | 302 - 355 89 | 427 | 453 6
10 1:3,5 247 | 304 - 354 90 | 430 | 454 7
11 1:4,0 247 | 305 - 354 90 | 430 | 453 6
[PVA]:[HMDI]
12 1:2 252 | 291 - | 351/363 | 79 | 475 | 495 | 17
13 1:3 282 | 311 - | 349/365| 74 | 469 | 487 | 20
14 1:4 269 | 313 - 357 74 | 476 | 495 | 18
15 1:5 273 | 312 - 360 77 | 472 | 492 | 18
16 1:6 275 | 313 | - 360 | 74 | 477 | 498 | 19
T, —Pirmosios skilimo stadijos pradzios temperatiira;
T, —bandinio masés didziausio kitimo greicio temperatiira pirmosios skilimo stadijos I etape;
T, - bandinio masés didziausio kitimo greicio temperatiira pirmosios skilimo stadijos II etape;
T3 - antrosios skilimo stadijos bandinio masés didZiausio kitimo grei¢io temperatiira;
T, — antrosios skilimo stadijos galiné temperatiira;
Am —masés netektis.
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3.10 pav. PVA ir PUK mikrodaleliy susintetinty 1§ PVA ir HDI bei TDI
misinio (t = 90 min, T =90 °C) TGA (A) ir DTGA (B) kreiveés.

kiekiui (3.5 lentelé, Nr. 2 ir 3) arba esant mazesniam HDI kiekiui (3.5 lentelé,
Nr. 4), pirmosios stadijos I etape skyla susidar¢ uretaniniai ir trumpesniy
polikarbamidiniy grandiniy rySiai. Esant didesniam HDI kiekiui (3.5 lentele,
Nr. 5 ir 6), susidaro tvarkingesnés vandeniliniais rySiais stabilizuotos
karbamidinés grandinés, kurios skyla pirmos stadijos II etape.

Tiriant PUK mikrodaleles, kurios susintetintos iS PVA ir IPDI
(3.5 lentelé, Nr. 7-11, 3.11 pav.), matyti, kad pirmoji skilimo stadija prasideda
247 °C temperatiiroje (T;), o pirmo etapo didZiausio masés kitimo greicio
temperatiira T, yra 300-305 °C, tuo tarpu antro etapo T,” yra 352-355 °C ir yra
40-46 °C didesné uz PVA pirmosios stadijos didziausio masés kitimo grei¢io
temperatlira. Pirmosios skilimo stadijos metu netenkama 89-90 % masés,
nepriklausomai nuo pradiniy medziagy santykio. IS DTGA kreiviy
(3.11 pav. B) galima konstatuoti, kad pirmoji skilimo stadija yra sudaryta is
dviejy etapy, nors TGA kreiveése (3.11 pav. A) jy nejmanoma iSskirti.
Pirmosios skilimo stadijos pirmasis etapas yra 247-325 °C temperatiiry ribose,
o maksimalaus skilimo grei¢io temperatiira (T,) yra apie 300-305 °C. Manoma,
kad pirmame ectape pirmiausia skyla uretaniniai ir trumpesniy grandiniy
karbamidiniai rysiai,

0 antrame etape — ilgesniy polikarbamidiniy grandiniy rySiai.
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IStyrus PUK mikrodaleles, susintetintas i§ PVA ir HMDI (3.5 lentelé, Nr.

12-16, 3.12 pav.), matyti, kad pirmosios skilimo stadijos pradzios temperatiira
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3.11 pav. PVA ir PUK mikrodaleliy, susintetinty i§ PVA ir IPDI (t = 90 min, T
=90 °C), TGA (A) ir DTGA (B) kreivés.

(T,) yra 252-282 °C intervale, o maksimalus skilimo greitis yra 349-365 °C
ribose (T,"). Sio skilimo metu netenkama 74-79 % masés. I8 DTGA kreiviy
(3.12 pav. B) matyti, kad, nepriklausomai nuo PVA ir HMDI santykio, pirmoji
skilimo stadija yra sudaryta i§ dviejy etapy. Pirmajame etape skilimas vyksta
252-320 °C temperatiiry intervale, o $io etapo skilimo grei¢io maksimumas
(T,) yra ties 291-313 °C. Pirmasis etapas ypa¢ isry$kéja analizuojant PUK
mikrodaleles, susintetintas, kai [PVA].[HMDI] = 1:2. Didinant HMDI
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3.12 pav. PVA ir PUK mikrodaleliy, susintetinty i§ PVA ir HMDI (t = 90 min,
T=90°C), TGA (A) ir DTGA (B) kreivés.
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pertekliy ir esant santykiui 1:6, pirmosios skilimo stadijos pirmasis etapas ne
toks rysSkus. IS TGA (3.12 pav. A) rezultaty nejmanoma apskaiciuoti, kokia yra
masés netektis pirmosios skilimo stadijos pirmajame etape. Manoma, kad
Siame etape, kaip ir ankstesniais atvejais, skyla uretaniniai rySiai ir trumpesniy
grandiniy karbamidiniai. IS DTGA kreiviy (3.12 pav. B) matyti, kad, esant
PVA ir HMDI moliniam santykiui 1:2 ir 1:3, pirmosios skilimo stadijos
antrame etape skilimo smailé iSsiSakoja j du maksimumus, kurie atitinkamai
yra 351/363 ir 349/365 °C temperatiirose (T,"). Taciau, padidinus HMDI kiekj
PVA atzvilgiu ir esant santykiams [PVA]:[HMDI] = 1:4, 1.5 ir 1.6, pirmosios
skilimo stadijos antrojo etapo smailéje yra tik vienas maksimumas ties 357 °C
ir 360 °C (3.5 lentelé, Nr. 14-16). Galima teigti, kad, sintetinant PUK
mikrodaleles iS5 PVA ir HMDI, esant mazam HMDI pertekliui, susidaro
skirtingo ilgio polikarbamidinés grandinés. Trumposios skyla Zemesnése
temperatiirose, o ilgesnés — aukStesnése. Didinant HMDI kiek; PVA atzvilgiu,
PUK mikrodalelése susidaro daugiau ilgy polikarbamido grandiniy, todél
pirmosios skilimo stadijos smailéje stebimas tik vienas maksimumas (T,).
Geriausiu  terminiu  stabilumu pasizyme¢jo PUK  mikrodalelés,
susintetintos i§ PVA ir HMDI, nes T; (252-282 °C), T, (291-313 °C) ir T,°
(349-365 °C) temperatiiros yra auk$¢iausios. Maziau termostabilios yra PUK
mikrodalelés, susintetintos i$ PVA ir IPDI (T, = 247 °C, T, = 300-305 °C) ir
T,° (352-355 °C), ta¢iau jy termostabilumas yra didesnis uz PUK mikrodaleliy,
susintetinty i§ PVA ir HDI-TDI miSinio (T, = 200-221 °C, T, = 282-301 °C ir
T,° = 328-334 °C). Zinoma, kad aromatiniai diizocianatai (TDI) aktyviau
dalyvauja PUK sintezéje, negu alifatiniai, taCiau lengviau susidar¢ rysSiai
lengviau ir skyla. Todél i§ PVA ir HDI-TDI miSinio gauty PUK
termostabilumas yra mazesnis. Taciau, padidinus HDI ir sumazinus TDI kiekj
pradiniame HDI-TDI misinyje, PUK stabilumas padidéja ir Salia T, atsiranda
T,° temperattra (3.5 lentelé, Nr. 5 ir 6), nes dé¢l maZesniy erdviniy trukdziy
susidaro tvarkingesnés vandeniliniais ryS$iais stabilizuotos polikarbamidinés

grandingés.
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Antrosios PUK mikrodaleliy skilimo stadijos, nepriklausomai nuo
sintez¢je naudoto diizocianato, bandinio masés didziausio kitimo greicio
temperatiira (T3) yra didesné uz PVA. IS PVA ir HDI-TDI miSinio bei iS PVA
ir HMDI susintetinty PUK mikrodaleliy, antrosios skilimo stadijos galiné
temperatiira (T;) yra didesné uz PVA galing skilimo temperatirg, o PUK
mikrodaleliy, susintetinty i§ PVA ir IPDI, — mazesné. PUK mikrodaleliy,
antrosios skilimo stadijos masés netektis yra maziausia. Galima teigti, kad
Siose PUK mikrodalelése lieka maziausiai polieno grandziy likuciy, dél ko
sumazéja T3 ir Ty, lyginant su kitomis PUK.

Taip pat buvo istirta PUK sintezés trukmés ir temperatiiros jtaka jy
termostabilumui ir mikrodaleliy sandarai. PUK, gauty i§ PVA ir IPDI, TGA
kreivés yra panaSios. ISnagriné¢jus DTGA kreives (3.13 pav.) gauta, kad,
ilginant PUK sintezés trukme¢ nuo 60 iki 150 min., pirmosios skilimo stadijos
pirmasis etapas yra nuo 247 iki 320 °C, o antrosios nuo 320 iki 368 °C, kurio
T,° didéja nuo 353 iki 357 °C. Tai dar karta patvirtina, kad,
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3.13 pav. PUK mikrodaleliy, susintetinty i§ PVA ir IPDI, esant skirtingai
sintezés trukmei (A) (T = 90 °C) arba temperatiirai (B) ([PVA]:[IPDI] = 1:4),
DTGA kreivés.

ilginant sintezés trukme, susiformuoja ilgesnés polikarbamidinés grandinés,
kuriy terminis stabilumas yra didesnis. Keliant PUK sintezés temperatiirg nuo
70 iki 130 °C, sz didéja nuo 352 iki 356 °C, o, esant sintezés temperatiirai
150 °C, T,” sumazéja iki 352 °C (3.13 pav. B).
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ISanalizavus PUK mikrodaleliy, susintetinty i§ PVA ir HMDI, TGA ir
DTGA kreives, esant skirtingai sintezés trukmei (3.14 pav.) ir temperatiirai
(3.15 pav.), nustatyta, kad, nepriklausomai nuo PUK sintezés trukmes ir

temperatiros, pirmosios skilimo stadijos pirmojo etapo temperatiiros ribos yra
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3.14 pav. PVA ir PUK mikrodaleliy, susintetinty i§ PVA ir HMDI, esant
skirtingai sintezés trukmei, ([PVA]:[HMDI] = 1:3, T = 90 °C), TGA (A) ir
DTGA (B) kreivés.
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3.15 pav. PVA ir PUK mikrodaleliy, susintetinty i§ PVA ir HMDI, esant
skirtingai sintezés temperatiirai, (([PVA]:[HMDI] = 1:3, t = 90 min.), TGA (A)
ir DTGA (B) kreivés.

nuo 282 iki 315 °C. Tagiau pirmosios skilimo stadijos antrasis etapas priklauso
nuo sintezes salygy. IS DTGA kreiviy (3.14 pav. B) nustatyta, kad, esant PUK
sintezés trukmei 60 ir 90 min., antrojo etapo smailé¢ yra sudaryta i§ dviejy

maksimumy, kurie yra atitinkamai 346 °C ir 353 °C bei 363 °C ir 368 °C
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temperatiirose. Kai sintezés trukmé yra padidinama iki 150 min., skilimo
smailés du maksimumai susilieja j vieng ties 359 °C. Be to, i§ DTGA kreiviy
(3.15 pav. B) nustatyta, kad PUK, gauty, esant Zemai sintezés temperatiirai
(70-90 °C), skilimo tendencija yra panasi, kaip ir esant trumpai reakcijos
trukmei (60-90 min.). Tac¢iau, pakélus sintezés temperatiirg iki 110 °C ir
130 °C, pirmosios skilimo stadijos antrojo etapo smailé¢ turi tik vieng
maksimuma, kuris yra atitinkamai ties 356 °C ir 351 °C. Didinant reakcijos
temperattirg, susidaro trumpesnés, o, ilginant reakcijos trukmeg - ilgesnés

polikarbamidinés grandinés, kurios yra stabilesnés.

Apibendrinant PUK mikrodaleliy terminj stabilumg, galima teigti, kad
PUK mikrodalelés, nepriklausomai nuo diizocianato, skyla per 2 stadijas.
Pirmoje stadijoje skyla uretaniniai ir karbamidiniai rySiai, o antroje stadijoje —
polieno likuciai. Remiantis DTGA rezultatais, nustatyta, kad skilimas yra
sudétingesnis ir priklauso nuo diizocianato ir PVA santykio, sintezés trukmeés
bei temperatiiros. Nustatyta, kad, PUK sintezei naudojant HDI ir TDI miSinj ir
didinant HDI kiekj TDI atzvilgiu, dél mazesniy erdviniy trukdziy susidaro
labiau vandeniliniais rySiais stabilizuotos polikarbamidinés grandinés, todél
pirmoji skilimo stadija dalinasi i du etapus: pirmame skyla uretaniniai ry$iai ir
maziau vandeniliniais rySiais stabilizuotos polikarbamidinés grandinés, o
antrame — d¢l vandeniliniy rySiy tarpusavyje labiau susiglaudusios
polikarbamidinés grandinés.

Taip pat nustatyta, kad, didinant IPDI kiek; PVA atzvilgiu ir ilginant
sintezés trukme didéja pirmosios skilimo stadijos maksimalaus skilimo greicio
temperatiira. Keliant PUK sintezés temperatirg nuo 70 iki 110 °C, S§i
temperatiira taip pat didéja, taCiau, esant maksimaliai sintezés temperatiirai
(150 °C) - sumazéja dél susidariusiy trumpesniy polikarbamidiniy grandiniy.

Nustatyta, kad, esant mazam HMDI pertekliui PVA atzvilgiu arba
trumpai reakcijos trukmei ir Zemai temperatiirai, pirmosios skilimo stadijos

antrojo etapo smailé turi du maksimumus. Taciau, padidinus HMDI kiek; PVA

96



atzvilgiu, pailginus sintezés trukme¢ ar pakélus temperatirg, dél susidariusiy

ilgesniy polikarbamidiniy grandiniy smailéje yra vienas maksimumas.

3.2.3 PUK mikrodaleliy, susintetinty i§ PVA ir jvairiy diizocianaty,
akytumo tyrimas

PUK mikrodaleliy pavirSiaus plotas, bendras akuciy tiiris, akuciy plotis ir
ju pasiskirstymas buvo nustatyti -196 °C temperatiiroje, atliekant azoto dujy
izotermin¢ sorbcijos analiz¢. PUK mikrodaleliy pavirSiaus plotas
apskaiciuojamas BET (Brunauer-Emmett-Teller) metodu i§ dujy adsorbcijos
kreivés tiesiniame intervale, kuris yra nuo 0 iki 0,3 p/p, [293]. Tuo tarpu,
vidutinis skaitinis akuc¢iy plotis, jy tiris ir ploCio pasiskirstymas yra
apskai¢iuojamas BJH (Barret-Joyner-Halenda) metodu. Sis budas yra greitas,
lengvas, o tirta medziaga lieka neuztersSta, nepakeitusi savo cheminés sudéties
ir tinkama tolimesniems tyrimams. PUK mikrodalelése akutés gali susidaryti:

e Vykstant susiuvimo reakcijoms tarp PVA grandziy ir diizocianaty (Siuo
atveju aku¢iy dydis priklauso nuo PVA susiuvimo laipsnio ir
polikarbamidiniy grandiniy tarp susiuvimo viety ilgio);

e Reaguojant izocianato grupéms su reakcijos misinyje esanciu vandeniu ir
iSsiskiriant anglies dioksidui.

Reakcijos metu iSsiskiriant dujoms, reguliuoti akuciy dydj ir jy pasiskirstymag
yra sunku ar praktiSkai nejmanoma, nes lakiy medziagy garavimas yra
momentinis ir intensyvus, o jy iSsiskyrimg reakcijos eigoje riboja masés
klampa. Taciau akuciy dispersiSkumas gali biiti teigiama savybe, nes ne visada
reikia, kad akutés medziagose biity monodispersiSskos ir butinai tam tikro
dydzio.

PUK mikrodaleliy, susintetinty i§ PVA ir HDI-TDI miSinio, IPDI arba
HMDI, pavirSiaus ploto, bendro akuciy turio ir vidutinio skaitinio akuciy
plo¢io rezultatai yra pateikti 3.6 lenteléje, azoto dujy sorbcijos PUK

mikrodalelése izotermy histerezés pateiktos 3.16 pav., o akuciy plocio
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pasiskirstymas — 3.17 pav. Atlikus dujy adsorbcijos ir desorbcijos PUK
mikrodalelése tyrimus, buvo gautos histerezés kilpos, kurios rodo, kad dalelése
yra mezoakuciy (p/p, = 0,4-0,8) ir makroakuciy (p/p, = 0,8-1). Pagal IUPAC
klasifikacija, azoto dujy sorbcijos mikrodalelése izotermas galima priskirti IV
tipui, o susiformavusias histerezés kilpas — H3 tipui (3.16 pav.). Todel galima
prieiti iSvados, kad PUK mikrodalelés yra ploksteliy pavidalo, o akutés —
plySinés.

Isanalizavus 3.6 lenteléje pateiktus duomenis, matyti, kad PUK
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3.16 pav. PUK mikrodaleliy,

"o 2051 ot e o

S o] T susintetinty 1§ PVA ir diizocianaty
3 125 (t=90 min., T = 90 °C) izotermos:
=

8 =T A - [PVA]:([HDI]-[TDI));

2 4 :

| — B — [PVA]:[IPDI];

< 0,05 0,30 0,55 0,80

Santykinis slégis, p/p C - [PVA] . [H M D I] .

mikrodaleliy pavirSiaus plotas ir bendras akuciy taris priklauso nuo sintezei
naudoto diizocianato. Sie dydziai didéja, sintezei naudojant PVA ir HDI-TDI
misinj, po to — PVA ir HMDI, o didziausi — PVA ir IPDI (3.6 lentelé).

IS PVA ir HDI-TDI miSinio susintetinty PUK mikrodaleliy pavirSiaus
plotas nepriklauso nuo pradiniy PVA ir DI moliniy santykiy ir yra 4-5 m*.g™
ribose, o bendras akuéiy tiris — 0,012-0,021 cm®.g™ ribose (3.6 lentelé, Nr. 1-
5). Akuciy plocio pasiskirstymas yra platus, o daugiausiai yra 20-80 nm plocio

98



akuciy (3.17 A pav.). Dominuojancios akutés yra apie 40 nm plocio. Tuo tarpu,
ju vidutinis skaitinis plotis yra 15-23 nm ribose (3.6 lentelé, Nr. 1-5).
Sintetinant PUK mikrodaleles i§ PVA ir IPDI bei keiCiant jy pradinius

molinius santykius, nustatyta, kad PUK mikrodalelése vidutinis akuciy plotis

3.6 lentelé. PUK mikrodaleliy, susintetinty i§ PVA ir HDI-TDI misSinio, IPDI

arba HMDI, pavirSiaus plotas, bendras akuciy tiris ir vidutinis plotis

Nr Pavirsiaus Bendras akuciy | Vid. skaitinis
[PVA]:[DI] plotas taris akuciy plotis
(m*-g™) (cm®-g™) (nm)
[PVA]:([HDI]:[TDI])
1 | 1:(0,25:0,25) 4 0,016 21
2 | 1:(0,35:0,35) 5 0,021 20
3 | 1:(0,50:0,50) 5 0,015 15
4 | 1:(0,40:0,60) 5 0,012 23
5 | 1:(0,75:0,25) 4 0,017 21
[PVA]:[IPDI]
6 1:2,0 83 0,36 16
7 1:2,5 88 0,45 18
8 1:3,0 94 0,45 16
9 1:3,5 104 0,45 18
10 1:4,0 113 0,46 17
[PVA]:[HMDI]

11 1:2 38 0,22 21
12 1:3 68 0,37 22
13 1:4 67 0,24 16
14 1:5 94 0,08 14
15 1:6 28 0,08 14
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kinta nuo 16 iki 18 nm ir nepriklauso nuo pradinio PVA ir IPDI molinio
santykio. Keiciant PVA ir IPDI pradinj molinj santykj nuo 1:2 iki 1:4, PUK

e 03, T 10, B
c —1: (0,25:0,25 3
o ——1: (0,35:0,35) c
o 1: (0,50:0,50) 2 4|
E ——1: (0,40:0,60) -
:_ 02} 1: (0,75:0,25) ‘ g
5 : g °r
z N 5
3 = 4L
< o1 £
<
g N s 2t
g ol . - - - ) g o - J J 5
% o 20 40 60 80 100 T 0 20 40 60 80 100
Akugiy plotis, nm 3 Akuciy plotis, nm
T 3.17 pav. Akuciy plocio
E
e pasiskirstymas PUK mikrodalelése,
2 . . C e .
g susintetintose 1§ PVA ir diizocianaty
g (t =90 min., T =90 °C):
©
g A - [PVA]:([HDI]:[TDI]);
=2
g . ‘ ‘ ‘ : _ ) )
S o 3w & s o B~ [PVALIIPDI];
Akuciy plotis, nm C _ [PVA-l . rHMD”

mikrodalelése ne tik daugéja karbamidiniy grandziy, bet ir didéja susiuvimo
tankis (3.1 schema, II ir III grandys), tod¢l didéja pavirSiaus plotas nuo 83 iki
113 m?-g* bei bendras akuéiy taris nuo 0,36 iki 0,46 cm®-g™ (3.6 lentelé, Nr.
6-10). ISanalizavus akuciy plocio pasiskirstyma PUK mikrodalelése, nustatyta,
kad akuciy pasiskirstymo smailiy maksimumai yra ties 31-32 nm (3.17 pav. B).
Vadinasi, tokio plocio akutés uzima didziausig bendro akuciy tiirio dalj. PUK
mikrodalelés, kurios susintetintos, esant [PVA]:[IPDI] = 1:2,5, akuciy plocio
pasiskirstymo smailés maksimumas yra ties 19 nm Zyma. PUK mikrodalelése,
gautose, kai [PVA]:[IPDI] = 1:4,0, akuciy plo¢io pasiskirstymas yra
bimodalinis: pirmasis maksimumas yra ties 20 nm, o antrasis — 32 nm.

Tiriant PUK, gautas i§ PVA ir HMDI, matyti, kad, kei¢iant pradinj molinj
santyki nuo 1:2 iki 1:6, mikrodaleliy pavirSiaus plotas, bendras akuciy turis ir

vidutinis skaitinis akuciy plotis kinta netolygiai (3.6 lentelé, Nr. 11-15).
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Padidinus HMDI kiekj PVA atzvilgiu reakcijos miSinyje nuo 1:2 iki 1:3, gauta,
kad PUK mikrodaleliy pavirsiaus plotas padidéjo nuo 38 iki 68 m?-g™, bendras
akuciy taris — nuo 0,22 iki 0,37 Cm3-g'1, 0 vidutinis skaitinis akuéiy plotis kito
21-22 nm ribose. Dar padidinus HMDI kiekj ir esant moliniam santykiui 1:4,
susintetinty PUK mikrodaleliy pavirSiaus plotas praktiSkai nepakito, bendras
akugiy taris sumazéjo iki 0,24 cm®-g™?, o vidutinis skaitinis akuiy plotis — iki
16 nm. Toliau didinant HMDI kiekj ir esant santykiui 1:6, PUK mikrodaleliy
paviriaus plotas sumazéjo iki 28 m?-g™, o bendras akugiy tiris susitrauké iki
0,08 cm®-.g*. Skyriuje 3.1.3 minéta, kad santykis 1:6 yra ribinis, kai dar
gaunamos mikrodalelés, nes, esant santykiui 1:7, susidaro gelis. Manoma, kad,
esant santykiui 1:6, atviros akutés gali tapti uzdaromis, d¢l to sumazéja
pavirSiaus plotas, bendras akuciy turis ir vidutinis skaitinis akuciy plotis. Esant
santykiui 1:3, Sie parametrai yra didziausi. ISanalizavus akuciy plocio
pasiskirstymo grafika (3.17 C pav.), galima teigti, kad dauguma akuciy yra 32
nm plocio. Taciau, esant PVA ir HMDI pradiniam moliniam santykiui 1:2 ir
1:4, pastebima, kad dominuojanciy akuciy plocio intervalas prasiplecia nuo 25
nm iki 42 nm. Padidinus HMDI kiekj PVA atzvilgiu iki 1:6, gaunamas platus
pasiskirstymas su nezymiai iSreik§tu dominuojanciy akuciy plocio intervalu
nuo 32 iki 72 nm.

[Sanalizavus visy trijy tipy PUK mikrodaleliy rezultatus, nuspresta, kad
pradinés sintezés trukmés ir temperatiiros jtakg PUK mikrodaleliy akytumui
tikslinga tirti tik PVA ir IPDI arba HMDI atvejais, nes naudojant PVA ir HDI-
TDI miSinj, pavirSiaus plotas bei bendras akuciy tiiris yra per mazi, kad bty
tolimesni tyrimai atliekami.

Tyrimams iS PVA ir IPDI buvo susintetintos PUK, kai [PVA]:[IPDI] =
1:4, T = 90 °C. Ilginant PUK sintezés trukme nuo 60 iki 150 min., pavirsiaus
plotas kinta neZymiai nuo 113 iki 119 m?.g™*, bendras akuéiy tiris didéja nuo
0,46 iki 0,58 cm*-g™, o vidutinis skaitinis akugiy plotis kinta 17-19 nm ribose.
[Sanalizavus akuciy plocio pasiskirstymo grafika, galima teigti, kad didziausia

turio dalj sudaranciy akuciy plotis yra =~ 31 nm (3.18 pav.).
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Tac¢iau PUK mikrodaleliy, susintetinty i§ PVA ir HMDI, esant santykiui
1:3, reakcijos trukmei — nuo 60 iki 90 min., pavir§iaus plotas (=~ 68 m*-g™?) ir

bendras aku¢iy taris (= 0,37 cm>-g™) praktiskai nekinta, bet, pailginus reakcijos

-
o
1

—60min

[oe]

»

N

N

20 40 60 80 100
Akuciy plotis, nm

o
o

dVidlog (W) Akuéiy taris, cm'’: ( g-nm) !

3.18 pav. IS PVA ir IPDI susintetinty PUK mikrodaleliy akuciy plocio
pasiskirstymo priklausomybé nuo sintezés trukmés ([PVA]:[IPDI] = 1:4,
T=090°C).

1

A B
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3.19 pav. I§ PVA ir HMDI susintetinty PUK mikrodaleliy pavirSiaus ploto ir
bendro akuciy turio (A) bei akuciy plocio pasiskirstymo (B) priklausomybé
nuo sintezés trukmés ([PVA]:[HMDI] = 1:3, T = 90 °C).
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trukme iki 150 min., pavir§iaus plotas sumazéjo nuo 68 iki 26 m?-g™, o bendras
aku¢iy taris — nuo 0,37 iki 0,13 cm*-g™ (3.19 pav. A). Esant reakcijos trukmei
nuo 60 iki 120 min., PUK mikrodalelése didziausig tirio dalj sudaro akutés,
kuriy plotis 32 nm (3.19 pav. B). Tadiau, esant reakcijos trukmei 150 min.,
PUK mikrodalelése didziausig dalj jau sudaro 14 nm ploc¢io akutés. 3.1.3
skyriuje teigiama, kad, pailginus reakcijos trukme vir§ 90 min.,, PUK
mikrodaleliy iSeiga lieka pastovi, o izocianatogrupiy kiekis mazéja, nes
manoma, kad dalelése vyksta tinklinimo reakcijos. Galima teigti, kad i§ atviry
akuciy susidaro uzdaros ir tod¢l labai sumaZz¢ja pavirSiaus plotas ir bendras
akuciy tiris.

Padidinus sintezés temperatiira nuo 70 iki 150 °C, esant PVA ir IPDI
moliniam santykiui 1:4 bei t = 90 min., gauta, kad PUK mikrodaleliy
pavirSiaus plotas ir bendras pory tiris atitinkamai sumazéjo nuo 122 iki

71 m?.g* ir nuo 0,62 iki 0,24 cm®.g™ (3.20 pav. A). Tai galima paaiskinti tuo,

A 0,8 E10r
2120} \ o ]
£ . . 06 g s 8L
N - (5]
2 100} ) 5 g of
2 \ 04 = z
pol 2 S 4t
z : e z
§ 80f 02 8
& 2 g 2t
® =
2 |3
60 ‘ ‘ s - 0,0 = 0 ‘ . - - i
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=]

Temperatira, 'C Akugiy plotis, nm

3.20 pav. IS PVA ir IPDI susintetinty PUK mikrodaleliy pavirSiaus ploto ir
bendro akuciy turio (A) bei akuciy plocio pasiskirstymo (B) priklausomybé
nuo sintezés temperatiros ([PVA]:[IPDI] = 1:4, t = 90 min).

kad, esant aukstai reakcijos temperatiirai, yra didesnis reakcijos greitis tarp
PVA ar vandens ir IPDI, gaunamas didesnis PUK susiuvimo laipsnis, todél
susidaro daugiau uzdary akuciy. Be to, esant aukStai temperatiirai, vanduo
greiciau iSgaruoja 1§ DMSO/H,0 miSinio, todé¢l susidaro maziau karbamidiniy
grandziy, iSsiskiria maziau anglies dioksido, gaunama mazesné daleliy iSeiga.
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D¢l to mazéja PUK mikrodaleliy pavirSiaus plotas ir bendras akuciy tiiris,
tadiau islieka panasus aku¢iy plotis. Kai reakcija vykdoma nuo 70 iki 130 °C,
dominuojan¢iy akudiy plotis mazéja nuo 32 iki 26 nm, o, padidinus iki 150 °C,
— gaunamas platus akuciy plocio pasiskirstymo intervalas nuo 20 iki 60 nm be
aiskiai iSreiksto maksimumo (3.20 pav. B).

Tiriant PUK mikrodaleliy, susintetinty i§ PVA ir HMDI ([PVA]:[HMDI]
= 1:3, t = 90 min.), pavir$iaus ploto ir bendro akuciy tiirio kitimus nuo sintezes

temperattiros, nustatyta, kad jie yra sudétingesni (3.21 pav. A), lyginant su
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3.21 pav. IS PVA ir HMDI susintetinty PUK mikrodaleliy pavirSiaus ploto ir
bendro akuciy ttrio (A) bei akuciy ploc¢io pasiskirstymo (B) priklausomybé
nuo sintezés temperatiros ([PVA]:[HMDI] = 1:3, t = 90 min).

PUK, gautais 1§ PVA ir IPDI. Didinant PUK mikrodaleliy sintezés temperatiirg
nuo 70 iki 90 °C, pavirsiaus plotas padidéjo nuo 53 iki 68 m*-g™, o bendras
aku¢iy taris — nuo 0,33 iki 0,37 cm®.g™. Dar padidinus reakcijos temperatiira
iki 110 °C, PUK mikrodaleliy pavirsiaus plotas sumazéjo iki 41 m*-g™*, o, esant
130 °C temperatirai, vel padidéjo iki 52 m?-g™. Taiau, didinant reakcijos
temperatiira nuo 90 iki 130 °C, bendras aku¢iy tiiris nuosekliai maZé&jo nuo
0,37 iki 0,16 cm®-g*. 3.1.3 skyriuje teigiama, kad, esant 130 °C reakcijos
temperatiirai, dél intensyviau vykstanciy susiuvimo reakcijy pradeda formuotis
gelis ir dél to padidéja pavirSiaus plotas ir sumazéja bendras akuciy tiiris, nes

atviros akutés virsta uzdaromis. Kintant PUK mikrodaleliy sintezés
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temperatiirai nuo 70 iki 130 °C, nustatyta, kad dominuojan¢iy akuciy plotis

didéja nuo 32 iki 39 nm (3.21 pav. B).

3.2.4  PUK mikrodaleliy dydZio ir pavirSiaus morfologijos tyrimas

IStyrus PUK mikrodaleles optiniu mikroskopu, nustatyta, kad PUK
mikrodaleliy, susintetinty i§ PVA ir HDI-TDI miSinio, dydis yra 10-30 pm
ribose, o susidariusiy aglomeraty dydis svyruoja nuo 50 iki 300 pm. Tuo tarpu,
PUK mikrodaleliy, susintetinty i§ PVA ir IPDI, dydis svyruoja nuo 2 iki 10
pum, o susidariusiy aglomeraty — siekia 10-30 um. PUK mikrodaleliy, gauty i$

3
VU 2.0kV 10.6mm x450 SE(L) 100um Jf VU 2.0kV 10.6mm x2.00k SE(L)

3.22 pav. PUK mikrodaleliy, susintetinty i§ PVA ir HDI bei TDI, SEM
nuotraukos ([PVA]:([HDI]:[TDI]) = 1:(0,75:0,25) (t = 90 min., T = 90 °C).

'IUUUH.‘! S;J?OSOK
3.23 pav. PUK mikrodaleliy, susintetinty i§ PVA ir IPDI, SEM nuotraukos
([PVA]:[IPDI] = 1:4) (t = 90 min., T =90 °C).
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100um Q VU 2.0kV 10.5mm x10.0k SE(L)

VU 2.0kV 10.5mm x450 SE(L)

3.24 pav. PUK mikrodaleliy, susintetinty i§ PVA ir HMDI, SEM nuotraukos
([PVA]:[HMDI] = 1:3) (t = 90 min., T = 90 °C).

PVA ir HMDI, kuriy pradinis molinis santykis kinta nuo 1:2 iki 1:5, dydis
svyruoja nuo 1 iki 12 pm, o aglomeraty — nuo 10 iki 90 um. Taciau, esant
pradiniam PVA ir HMDI moliniam santykiui 1:6, gauty PUK mikrodaleliy
dydis yra nuo 10 iki 30 pm, o aglomeraty dydis iSauga iki 110-180 pum.
ISanalizavus SEM nuotraukas (3.22-3.24 pav.), galima teigti,
kad,nepriklausomai nuo PVA ir naudoto diizocianato, PUK mikrodaleliy
pavirSius yra grublétas, o pavirSiuje yra tuscios ertmés —atviros akutés. [démiau
pasizituréjus ] PUK mikrodaleliy, kurios susintetintos i§ PVA ir HMDI, SEM
nuotraukas, pavirSiuje matosi burbuliukai, kuriuos galima jvardinti kaip

uzdaras akutes.

Apibendrinant 3.2.3 ir 3.2.4 skyriuose pateiktus rezultatus, matyti, kad
atlikus dujy sorbcijos tyrimus PUK mikrodalelése, kurios susintetintos i§ PVA
ir jvairiy diizocianaty, susidaré histerezés kilpos, kurios rodo, kad dalelése yra
mezoakuciy (p/p, = 0,4-0,8) ir makroakuciy (p/p, = 0,8-1). Pagal IUPAC
klasifikacijg PUK mikrodaleliy dujy sorbcijos izotermas galima priskirti IV
tipui, o susiformavusias histerezés kilpas — H3 tipui. Vadinasi, susintetintos
PUK mikrodalelés yra ploksteliy pavidalo, kuriose akutés yra plySinés formos.

DidZiausias pavirSiaus plotas (83-113 m?.g™) ir bendras aku¢iy tiris
(0,36-0,46 cm*-g™t) pasiektas, kai PUK mikrodalelés susintetintos, esant
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skirtingiems PVA ir IPDI moliniams santykiams. Vidutinis skaitinis akuciy
plotis, priklausomai nuo PVA ir IPDI molinio santykio, svyruoja nuo 16 iki 18
nm. Dominuojantis akuciy plotis PUK yra 31-32 nm.

IS PVA ir HMDI susintetinty PUK mikrodaleliy pavirS§iaus plotas kinta
nuo 38 iki 68 m?g”, bendras akuciy taris — nuo 0,08 iki 0,37 cm®.g?
dominuoja 32 nm plocio akutés, o vidutinis jy plotis — nuo 14 iki 32 nm.

PUK mikrodaleliy, susintetinty i§ PVA ir HDI bei TDI, vidutinis akuciy
dydis kinta nuo 15 iki 23 nm, o akuciy plocio pasiskirstymas yra platus.
Daugiausiai yra 20-80 nm plogio akudiy. PavirSiaus plotas (4-5 m?.g™) ir
bendras akuéiy taris (0,012-0,021 cm®-g™?) yra maZiausi, lyginant su
mikrodalelémis, gautomis naudojant IPDI arba HMDI.

llginant PUK mikrodaleliy sintezés trukm¢ nuo 60 iki 150 min.,
nustatyta, kad pavirSiaus plotas ir bendras akuciy tdris kinta nezymiai,
sintetinant PUK 1§ PVA ir IPDI. Taciau, kai PUK sintetinamos 1§ PVA ir
HMDI, — pavirsiaus plotas sumazé&jo nuo 68 m?-g™ iki 26 m?-g™, o bendras
akuciy taris — nuo 0,37 Cms-g'1 iki 0,13 Cms-g'l. Manoma, kad, ilginant sintezés
trukme, dalelése vyksta tinklinimo reakcijos ir i§ atviry akuciy susidaro
uzdaros, todél labai sumazéja pavirSiaus plotas bei bendras akuciy turis, o
dominuojantis akuciy plotis sumazéja nuo 32 iki 14 nm.

Didinant reakcijos temperatiirg nuo 90 iki 110 °C, abiejose sistemose
(PVA-IPDI ir PVA-HMDI) mazéja PUK mikrodaleliy pavirSiaus plotas ir
bendras akuciy tiiris. Taciau, esant maksimaliai sintezés temperatiirai 130 °C,
PUK mikrodaleliy, susintetinty i§ PVA-HMDI, pavirSiaus plotas padidé¢ja.
Manoma, kad, esant Siai temperatiirai intensyviau vyksta susiuvimo reakcijos ir
pradeda formuotis gelis, dé¢l to padidéja pavirSiaus plotas ir sumaZzéja bendras
akuciy tiiris, nes atviros akutés virsta uzdaromis.

ISanalizavus PUK mikrodaleliy dydZzius, nustatyta, kad iS PVA ir HDI bei
TDI susintetinty PUK daleliy dydziai svyruoja nuo 10 iki 30 um, i§ PVA ir
IPDI — nuo 2 iki 10 pum, o i§ PVA ir HMDI — nuo 1 iki 12 um. Analizuojant

SEM nuotraukas, nustatyta, kad visy PUK mikrodaleliy, nepriklausomai nuo
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diizocianato, pavirSius yra grublétas ir akytas. IS PVA ir HMDI susintetinty

PUK mikrodaleliy pavirSiuje matyti burbuliukai — uzdaros akutés.

3.3 Ma imobilizavimo ant PUK mikrodaleliy ir imobilizuoty

preparaty tyrimas

Biotechnologijos ir maisto pramonéje maltogenin¢ o-amilazé (Ma) yra
placiai naudojama, nes gali skaldyti jvairius angliavandenius — krakmolg,
amiloze, amilopekting, dekstrinus, jvairaus ilgio polisacharidus — iki maltozeés.
Taip pat Ma gali transglikozilinti angliavandenius ir tokiu buidu panaikinti jy
nuodinguma, netirpumg, kartumg ar salduma ir paversti nenuodingais, tirpiais,
saldziais ar maziau saldziais dariniais.

PUK mikrodalelés, susintetintos, esant skirtingai reakcijos trukmei,
temperatiirai bei pradiniams PVA ir diizocianaty moliniams santykiams,
panaudotos kaip neSikliai Ma imobilizuoti, nes turi laisvy izocianatogrupiy ir
yra akytos. Ma pasirinkta ne tik kaip modelinis fermentas, bet ir del
potencialios galimybés panaudoti imobilizuotus preparatus maltoziniams
sirupams gauti. Pasirinkimag 1émé ir Sie veiksniai:

e Substratas krakmolas yra draugiskas aplinkai;
e Ma yra placiai paplitusi gamtoje;
e Fermentas naudojamas pramonéje;

Fermentas ant PUK mikrodaleliy gali imobilizuotis kovalentiniu biidu, tai
yra fermento amino- ar hidroksigrupéms reaguojant su PUK esanciomis
laisvomis izocianatogrupémis, susidarant uretaniniams arba karbamidiniams
rySiams (3.2 Schema), arba fizikiniu — adsorbcijos badu. Tarp Ma ir PUK
pagrinde turéty vyrauti karbamidiniai rySiai, nes aminogrupés reakcija su
izocianatogrupe yra kelis kartus greitesné, nei reakcija tarp izocianato- ir
hidroksigrupés ar vandens molekulés. Imobilizavimas fizikiniu biidu vyksta,

kai susidaro joniniai ar vandeniliniai rySiai tarp fermento ir PUK funkciniy
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3.2 schema. Ma imobilizavimas ant PUK mikrodaleliy.

grupiy, o taip pat dél hidrofobinés ir Van der Waals‘o sgveikos. Literatiiroje
rasta duomeny, kad joninio rySio stiprumas Kkartais yra prilyginamas

kovalentinio rysio stiprumui [294].

3.3.1 Ma imobilizavimo ant PUK mikrodaleliy tyrimas
3.3.1.1 Ma imobilizavimo ant PUK mikrodaleliy, susintetinty is PVA ir HDI

bei TDI miSinio, tyrimas

Ma buvo imobilizuota ant PUK mikrodaleliy, kurios susintetintos i$
PVA ir HDI bei TDI miSinio. Pirmiausiai buvo tirta Ma imobilizavimo
efektyvumo (IE) ir imobilizavimo iSeigos pagal baltymg (IB) priklausomybé
nuo pradiniy PUK sintezés salygy (3.7 lentele, 3.25 pav.). IE yra gauto Ma
aktyvumo imobilizuoto preparato (IP) ir imobilizavimui paimto pradinio
fermento aktyvumo procentinis santykis, o IB — Ma baltymo kiekio ant IP po
imobilizavimo ir paimto imobilizavimui fermento baltymo kiekio procentinis
santykis. Paprastai IB biina didesnis uz IE, nes imobilizuojant fermentas gali
virsti neaktyviu, nebent imobilizavimo metu fermentas gali aktyvuotis, tada
IE > IB. Keiciant pradinius PVA ir (HDI:TDI) molinius santykius nuo
1:(0,25:0,25) iki 1:(0,75:0,25), Ma IE didéja nuo 45 iki 96 %, o IB — nuo47 iki
100 %. Taip yra todé¢l, kad, didinant diizocianaty kiekj ir kei¢iant PVA ir
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diizocianaty miSinio pradinj molinj santyki nuo 1:0,5 iki 1:1, ant PUK
mikrodaleliy lieka daugiau laisvy izocianatogrupiy (3.1 lentel¢). Didinant HDI
kiekj reakcijos miSinyje TDI atzvilgiu, IE bei IB taip pat did¢ja (3.7 lentele,

Nr. 4-5). Ma imobilizuojasi ant PUK mikrodaleliy, reaguojant laisvoms

3.7 lentelée. Ma imobilizavimo ant PUK mikrodaleliy, susintetinty i§ PVA ir
HDI-TDI miSinio, rezultatai

IE 1B

Nr. | [PVAJ:([HDI:[TDI]) %) %)
1 1:(0,25:0,25) 45+ 2 47 +2
2 1:(0,35:0,35) 51+3 52+3
3 1(0,40:0,60) 60+ 3 62+ 3
4 1:(0,50:0,50) 74+ 4 76+ 4
5 1:(0,75:0,25) 96 +5 100+5

izocianatogrupéms su Ma funkcinémis grupémis, susidarant kovalentiniams
rySiams, taip pat vyksta Ma fizikin¢ adsorbcija. Kai PUK mikrodalelés
susintetintos, esant PVA:(HDI:TDI) pradiniam moliniam  santykiui
1:(0,75:0,25), gauta, kad izocianatogrupiy kiekis yra 9,1 %, o Ma IE siekia net
96 %. Ma IE kitimas taip pat priklauso nuo PUK mikrodaleliy sintezés
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3.25 pav. Ma imobilizavimo efektyvumo priklausomybé nuo PUK
mikrodaleliy sintezés trukmés (A) (90 °C) ir temperatiiros (B) (90 min.)
([PVA]:([HDI]:[TDI]) = 1:(0,5:0,5)).
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trukmés (3.25 pav. A) ir temperatiiros (3.25 pav. B), nes nuo $iy faktoriy taip
pat kinta PUK mikrodaleliy sandara ir laisvy izocianatogrupiy kiekis. Pailginus
reakcijos trukme¢ nuo 60 min. iki 120 min., izocianatogrupiy kiekis PUK
mikrodalelése mazéja (3.1 pav.) ir tuo paéiu mazéja fermento IE nuo 96 iki
70 %. Padidinus prading reakcijos temperatirg nuo 70 iki 110 °C,
izocianatogrupiy kiekis PUK mikrodalelése mazéja (3.2 pav.), taip pat mazéja
Ma IE nuo 98 iki 45 %. Sie rezultatai rodo, kad fermento IE labai priklauso
nuo izocianatogrupiy kiekio PUK dalelése. Vykstant Ma imobilizacijai
adsorbcijos biidu, IE priklauso nuo pavirSiaus ploto ir akuciy ploc¢io [295]. Tai
yra, kuo didesnis pavirSiaus plotas, tuo daugiau reikia fermento, kad pavirSiy
padengty monosluoksniu. Taciau pavirSiaus plotas priklauso nuo akuciy
skersmens ir tlirio. Vieni autoriai teigia, kad sékmingam imobilizavimui akutés
turi biiti didesnés uz 30 nm, taciau kiti teigia, kad sekmingam imobilizavimui
akutés turi biti mazesnés nei 100 nm [295, 296]. Nustatyta, kad fermentui
geriausia imobilizuotis, kai akuc¢iy skersmuo yra 10 karty didesnis uz fermento
skersmenj [295]. Galima daryti iSvadg, kad geriausiai imobilizavimas turéty
vykti, jei akutés yra 30-100 nm ribose. Tokios akutés reikalingos, kad
fermentas galéty laisvai difunduoti j jy vidy iki dugno, o substratas ir produktas
galéty laisvai prieiti prie fermento ir iSeiti. Esant mazoms akutéms, fermentas
nedifunduoja iki dugno, o gali prisikabinti ant sienelés, prie akutés virSaus ir
neiSnaudoti  viso akutés pavirSiaus ploto [295]. Nustatyta, kad PUK
mikrodaleliy pavirsiaus plotas yra 4-5 m°g™ ribose, bendras akugiy tiris yra

nuo 0,012 iki 0,021 cm®g™, 0 dominuojanéios akutés yra 40 nm plo¢io akuéiy.

3.3.1.2 Ma imobilizavimo ant PUK mikrodaleliy, susintetinty is PVA ir IPDI,

tyrimas

Ma buvo imobilizuota ant PUK mikrodaleliy, kurios susintetintos i§ PVA
ir cikloalifatinio diizocianato IPDI, kei¢iant jy pradinius molinius santykius,
sintezés trukme ir temperatiirg (3.8 lentel¢, 3.26 pav.). Kai neSikliai buvo gauti

i§ PVA ir IPDI, keiciant pradinj molinj santykj nuo 1:2 iki 1:4, imobilizuotos
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Ma IE didéja atitinkamai nuo 46 iki 68 %, o IB — nuo 51 iki 74 %.
Imobilizavus Ma ant PUK mikrodaleliy, kurios susintetintos i§ PVA ir IPDI,
esant pradiniam santykiui 1:4, T = 90 °C ir ilginant sintezés trukme nuo 60 iki
180 min., gauta, kad IE sumaz¢ja nuo 72 iki 43 % (3.26 pav. A). IS pateikty
duomeny 3.1.2 skyriuje matyti, kad, ilginant PUK mikrodaleliy sintezés
trukme, mazéja laisvy izocianatogrupiy kiekis nuo 2,3 iki 0,72 %, todél tuo
paciu mazg¢ja fermento kovalentinio prisijungimo prie PUK mikrodaleliy
galimybé. Tokia pati tendencija pastebéta ir 3.3.1.1 skyriuje. Tai dar kartg

patvirtina, kad fermento IE priklauso nuo PUK esanciy izocianatogrupiy

3.8 lentele. Ma imobilizavimo ant PUK mikrodaleliy, susintetinty i§ PVA ir

IPDI, rezultatali

[PVA][IPDI] IE 1B
(%) (%)
1:2.0 46 £ 2 51+3
1:2.5 59+3 63+ 3
1:3.0 62+3 67 +3
1:35 67 +3 71+3
1:4.0 68 +3 7414

kiekio. IS rezultaty matyti, kad geriausias Ma IE ant PUK mikrodaleliy
pasiekiamas, kai PUK sintezés trukmé yra trumpiausia. Kadangi Ma IE
priklauso nuo izocianatogrupiy kiekio, tai jis turi priklausyti ir nuo PUK
sintezés temperatiiros. Didinant ja nuo 70 iki 110 °C, izocianatogrupiy kiekis
PUK mazg¢ja nuo 2,2 iki 0,1 %. Kai PUK sintezés temperatiira padidinama nuo
70 iki 90 °C, Ma IE padidéja nuo 48 iki 68 % (3.26 pav. B). Tadiau, toliau
keliant temperatiirg iki 150 °C, Ma IE ant PUK mikrodaleliy sumazéja iki
33 %. Jeigu imobilizavimas vykty tik kovalentiniu budu, didziausias Ma IE ant
PUK mikrodaleliy turéty biiti, kai PUK sintezés temperatiira yra 70 °C, 0 ne
90 °C, nes Siuo atveju gaunamas didZiausias izocianatogrupiy kiekis (2,2 %).

Kai PUK sintezés temperatiira 90 °C, izocianatogrupiy kiekis yra 1,7 %, o tai
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yra palyginus mazas pokytis, zinant, kad PUK iSeiga padidéja apie 6 %
(3.4 pav.). Mikrodaleliy pavirSiaus plotas ir bendras akuciy tiris yra didesnis,

kai PUK sintezé atlikta 70 °C, 0 ne 90 °C temperatiiroje (3.20 pav. A). Tagiau

80 -

[2]
[=)
1

~
o
T

b
Ma IE ant PUK mikrodaleliy, %
a o
o o
T T T

700 [T~

50+

n
o

s

F/

Ma IE ant PUK mikrodaleliy, %
w
o

I
60 80 100 120 140 160 180 80 100 120 140 160
Reakcijos trukme, min Reakcijos temperatiira, °C

40

[*]
o

(2}
o

3.26 pav. Ma imobilizavimo efektyvumo priklausomybé nuo PUK
mikrodaleliy sintezés trukmés (A) (90 °C) ir temperatiiros (B) (90 min.)
([PVAL[IPDI] = 1:4).

i$ gauty rezultaty matyti, kad, esant PUK sintezés temperatiirai 90 °C, susidaro
palankesnés salygos imobilizuotis fermentui. Tai lemia ne tik dominuojantis
akuciy plotis, kuris abiem atvejais yra 32 nm, taciau ir tai, kad mikrodalelése,
sintetintose 90 °C temperatiiroje, yra Zymiai maziau aku¢iy, maZesniy uz 30
nm. I§ literattiros duomeny Zinoma, kad fermentams imobilizuoti tinkamiausios
yra 30-100 nm skersmens akutés [295, 296]. Keliant PUK sintezés temperatiirg
nuo 90 iki 150 °C, izocianatogrupiy ant PUK mikrodaleliy praktiskai nelieka,
pavir§iaus plotas sumazéja nuo 113 iki 71 m%-g™, bendras aku¢iy tiris — nuo
0,46 iki 0,24 cm*.g™, o Ma IE sumazéja nuo 68 % iki 33 %. Tod¢l galima
prieiti prie iSvados, kad, did¢jant PUK sintezés temperatiirai, Ma daugiausia

imobilizuojasi fizikinés sorbcijos budu.
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3.3.1.3 Ma imobilizavimo ant PUK mikrodaleliy, susintetinty is PVA ir HMDI,

tyrimas

Ma buvo imobilizuota ant PUK mikrodaleliy, kurios gautos i§ PVA ir
cikloalifatinio diizocianato HMDI. Fermento imobilizavimas ir tyrimas buvo
vykdomas ant PUK mikrodaleliy, gauty kei¢iant PVA ir HMDI pradinius
molinius santykius nuo 1:2 iki 1:6 (3.9 lentel¢). Kai neSikliai buvo gauti, esant
santykiui [PVA]:[HMDI] = 1:2 ir 1:3, imobilizuotos Ma IE padidé¢jo nuo 60 iki
88 %, 0 IB — nuo 63 iki 90 %, tai yra, didziausiy ver¢iy. PUK mikrodaleliy
sintezei naudojant didesnj HMDI pertekliy ([PVA]:[HMDI] = 1:4-1:6),
imobilizuotos Ma IE sumaze¢jo iki 49 %, o IB iki 51 %. Tokius rezultatus biity
galima paaiskinti tuo, kad mikrodalelése sumazéja izocianatogrupiy kiekis nuo
0,7 iki 0,2 % (3.3 lentelé¢), PUK mikrodaleliy pavirSiaus plotas — nuo 68 iki
28 m?.g, bendras akuéiy tiaris — nuo 0,37 iki 0,08 cm*-g™, nors 30-70 nm

3.9 lentelé. Ma imobilizavimo ant PUK mikrodaleliy, susintetinty i§ PVA ir
HMDI, rezultatai

IE 1B
[PVA]:[HMDI]

(%) (%)
1:2 60 + 3 63+ 3
1:3 88 + 4 90 +5
1:4 68 + 3 71+4
15 51+3 53+ 3
1:6 49 + 2 51+3

plocio akuciy buvo palyginus daug. (3.26 pav.).

Tiriant PUK sintezés trukmeés jtakg Ma IE, nustatyta, kad, pailginus
sintezés trukme nuo 60 iki 90 min., I[E nezymiai sumazéja nuo 91 iki 88 %, o,
pailginus sintezés trukme iki 150 min., IE sumazéja iki 59 % (3.27 pav. A).

Gauti imobilizavimo duomenys koreliuoja su PUK sintezés rezultatais:
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3.27 pav. Ma IE priklausomybé nuo PUK mikrodaleliy sintezés trukmés (A)
(90 °C) ir temperatiiros (B) (90 min) ([PVA]:[HMDI] = 1:3).

mikrodaleliy izocianatogrupiy kiekis (3.5 pav.) ir pavirSiaus plotas (3.19.
pav A) sumaZz¢jo, ilginant PUK sintezés trukme. Pailginus PUK sintezés
trukme nuo 60 iki 120 min., mikrodalelése dominuoja 32 nm plocio akutes, o,
kai sintezés trukmé 150 min., — tik 14 nm. Galima daryti prielaida, kad Ma ant
PUK mikrodaleliy imobilizavosi kovalentiniu ir fizikiniu biidu. Imobilizavus
fermentg ant PUK mikrodaleliy, kurios gautos, keiCiant sintezés temperatiirg
nuo 70 iki 110 °C, nustatyta, kad Ma IE didéja nuo 76 iki 97 % (3.27 pav. B).
Siais atvejais izocianatogrupiy kiekis sumazéjo nuo 1,5 iki 0,3 % (3.6 pav.), 0
pavirdiaus plotas — nuo 53 iki 41 m?-g™. Esant reakcijos temperatirai 90 °C,
gautas didZiausias pavirSiaus plotas, kuris lygus 68 m*g? (3.21 pav. A).
Galima daryti prielaidg, kad, did¢jant sintezés temperatiirai, susidaro
palankesnés salygos fermento imobilizavimui ant PUK mikrodaleliy fizikiniu
biidu. Ma imobilizavimas ant PUK, esant sintezés temperatiirai 130 °C,
nepavyko, nes Siuo atveju susidaro ne dalelés, o vientisas gelis, kurj reikia

smulkinti, o tai prieStarauja darbo koncepcijai.

Apibendrinant galima teigti, kad, maltogeniné a-amilazé i§ Bacillus
stearothermophilus sékmingai imobilizuota ant PUK mikrodaleliy, kurios
susintetintos i§ PVA ir jvairiy diizocianaty. Didziausi Ma IE pasiekti, kai Ma
buvo imobilizuota ant neSikliy, kurie susintetinti, esant trumpiausiai reakcijos

trukmei (60 min.), nes Siuo atveju PUK mikrodalelése, nepriklausomai nuo
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diizocianato, lieka daugiausiai laisvy izocianatogrupiy, prie kuriy kovalentiniu
rySiu gali jungtis fermentas. PUK mikrodaleliy sintezés temperatiiros jtaka Ma
IE priklauso nuo naudoto diizocianato ir jo santykio su PVA. Didziausi Ma IE
ant PUK yra gaunami, kai: [PVA]:([HDI:TDI]) = (1:(0,5:0,5), T = 70 °C
(IE=98 %); [PVA]IPDI] = 14, T = 90 °C (IE = 68 %);
[PVA]:[HMDI] =1:3, T = 110 °C (IE = 97 %.) Galima daryti prielaida, kad
Ma imobilizuojasi ne tik per laisvas izocianatogrupes, bet ir fizikinés
adsorbcijos biidu. Ma IE ant PUK mikrodaleliy, kurios susintetintos i§ PVA ir
HDI bei TDI miSinio, yra didZiausias, nes yra didziausia teorin¢ galimybé
imobilizuotis kovalentiniu biidu dél didelio kiekio PUK mikrodalelése esanciy
laisvy izocianatogrupiy. Ma imobilizavimas ant PUK mikrodaleliy, susintetinty
i§ PVA ir IPDI, gali vykti kovalentiSskai per laisvas izocianatogrupes ir
fizikinés adsorbcijos biidu akutése, nes yra didelis PUK pavirSiaus plotas
(> 100 m?-g™Y) ir bendras aku¢iy taris (> 0,36 cm®-g™"), o dominuoja 32 nm
plo¢io akutés. Ant PUK, susintetinty i§ PVA ir HMDI, Ma imobilizavimas
pagrinde gali vykti fizikinés adsorbcijos budu, nes yra pakankamas didelis
mikrodaleliy pavirsiaus plotas (68 m?-g™), o prisijungimas kovalentiniu bidu

yra mazai tikétinas dél labai maZo izocianatogrupiy kiekio.

3.3.2 Imobilizuoty preparaty savybiy tyrimas
3.3.2.1 Imobilizuotos Ma ant PUK mikrodaleliy, susintetinty is PVA ir

diizocianaty, stabilumo tyrimas

Imobilizuoty preparaty (IP) stabilumo tyrimai dalinai atskleidzia, kaip
fermentas imobilizavosi ant neSiklio: kovalentiskai ar fizikinés sorbcijos biidu.
Be to, saugojimo metu, fermentas gali deaktyvuoti. IP stabilumas laike yra
vienas svarbiausiy faktoriy, kuriant naujus technologinius procesus, kuriuose
naudojami imobilizuoti fermentai. D¢l Siy priezasCiy atlikti Ma IP stabilumo
tyrimai, laikant juos 4 °C temperatiiroje citratiniame buferyje (pH = 5,0) 14 ir
28 paras (3.28 pav.).
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IStyrus tirpios Ma stabiluma, gauta, kad po 14 pary liko 70 % jos
aktyvumo, o po 28 pary — 56 %. Tod¢l galima teigti, kad Ma laikant
deaktyvuojasi.

Pirmiausia buvo istirti Ma IP, kurie gauti imobilizavimui naudojant PUK
mikrodaleles, kurios buvo susintetintos iS PVA ir HDI-TDI miSinio, esant
pradiniams moliniams santykiams: 1:(0,4:0,6), 1:(0,35:0,35) ir 1:(0,25:0,25).
Ma SA po 14 pary sumazéjo iki 54-42 %, o po 28 pary liko 16-6 %, pradinio
aktyvumo, todél galima teigti, kad Siais atvejais imobilizavimas labiau vyko
fizikiniu biidu. Tuo tarpu, imobilizavimui naudojant PUK mikrodaleles, kurios
buvo susintetintos, esant PVA ir HDI bei TDI miSinio pradiniams moliniams
santykiams 1:(0,5:0,5) ir 1:(0,75:0,25), imobilizuota Ma saugojimo metu
parodé¢ gera stabiluma: po 14 pary imobilizuotos Ma SA sumaz¢jo atitinkamai
iki 81 % ir 99 %, o po 28 pary — iki 72 % ir 95 %, (3.28 pav. A). Manoma, kad
Siais atvejais Ma imobilizavimas ant PUK mikrodaleliy, o ypac esant santykiui
1:(0,75:0,25), daugiausia vyko kovalentiniu badu.

Kai Ma buvo imobilizuota ant PUK mikrodaleliy, gauty i§ PVA ir IPDI,

[ IPo14pany A B
[_1Po 28 pai [ IPo14pary
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esant pradiniams moliniams santykiams nuo 1:2 iki 1:4, IP SA po 14
saugojimo pary iSliko gana didelis ir did¢jo nuo 77 iki 90 %, did¢jant IPDI
kiekiui PUK sintezés metu. Po 28 pary SA Siek tiek sumazg¢jo ir kito nuo 69 iki
88 % (3.28 pav. B). I§ gauty rezultaty galima teigti, kad imobilizuota Ma yra
stabilesné uz tirpig Ma, o geriausias IP stabilumas gautas, esant PVA ir IPDI
pradiniam moliniam santykiui 1:4.

Ma imobilizavus ant PUK mikrodaleliy, susintetinty i§ PVA ir HMDI,
esant pradiniam moliniam santykiui 1:2, nustatytas geriausias imobilizuotos
Ma SA (96 %) po 14 pary saugojimo. Po to seka IP, kai santykiai buvo nuo 1:3
iki 1:5, o blogiausias stabilumas — esant santykiui 1:6. Po 28 pary saugojimo
geriausias IP stabilumas gautas, kai Ma buvo imobilizuota ant PUK
mikrodaleliy, susintetinty esant santykiui 1:3 (72 %), o blogiausias — Ma
imobilizuojant ant PUK mikrodaleliy, susintetinty esant santykiui 1:6
(3.28 pav. C). Siuo atveju Ma SA yra tik 5 %. Manoma, kad Ma pagrinde
imobilizavosi fizikinés sorbcijos budu, o saugojimo metu difundavo nuo PUK
mikrodaleliy pavir§iaus, kuriy paviriaus plotas (28 m®-g™) ir bendras aku¢iy
tiris (0,08 cm®-g™) buvo maZiausi.

Taip pat buvo atlikti Ma stabilumo tyrimai, kai Ma imobilizuota ant PUK
mikrodaleliy, kurios susintetintos i§ PVA ir IPDI, kai jy pradinis molinis
santykis yra 1:4, o taip pat i§ PVA ir HMDI, kai jy santykis yra 1:3, esant
skirtingai sintezés trukmei (T = 90 °C) (3.29 pav.) ir temperatiirai (t = 90 min.)
(3.30 pav.)

Gauti didziausi IP SA po 14 ir 28 pary saugojimo, kai PUK sintezé buvo
vykdyta i§ PVA ir IPDI nuo 60 iki 120 min., toliau ilginant PUK sintezes
trukme iki 180 min., IP SA po 14 pary sumazéjo iki 73 %, o po 28 pary — iki
62 % (3.29 pav. A). Is 3.1.2 ir 3.2.3 skyriuose pateikty duomeny matyti, kad
PUK mikrodaleliy iSeiga ir pavirSiaus plotas praktiSkai nesikeicia, ilginant
sintezés trukme nuo 90 iki 180 min., ta¢iau maZéja izocianatogrupiy kiekis ir
bendras akuciy taris.

Tiriant sintezés trukmes jtakg Ma IP stabilumui, nustatyta, kad PUK,

118



A B

100+ [ IPo 14 dieny 1004 |
ES jL_I_ +Jr I Jr 1P 28 dieny ° —I— [ Po 28 dieny
g 80} B2 4 8o} { 1

- ©
E el £ 7
2 60} 2 60}
K 3
2 40! 2 aof
= =
= =
§ 20 £
o 20F & 20}
0 0
60 90 120 150 180 60 90 120 150
Reakcijos trukmé, min Reakcijos trukmé, min

3.29 pav. Imobilizuotos Ma SA priklausomybé nuo laikymo trukmes, esant
skirtingoms PUK sintezés trukméms (A - [PVA][IPDI] = 1:4; B -
[PVA]:[HMDI] = 1:3; T = 90 °C).

gauty 1§ PVA ir HMDI, geriausias IP stabilumas pasiektas, kai Ma buvo
imobilizuota ant PUK mikrodaleliy, esant maziausiai sintezés trukmei
(60 min). Sio IP SA po 14 pary buvo 100 %, o po 28 pary — 95 % (3.29
pav. B). Siuo atveju gauta maziausia PUK mikrodaleliy iseiga (34 %) bei
didziausias izocianatogrupiy kiekis, o, imobilizavus Ma, gaunamas didZiausias
IE (91 %). Kai PUK sintezés trukmé yra 90 min., imobilizuoto preparato SA
po 14 ir 28 pary saugojimo sumazg¢jo atitinkamai iki 86 % ir 72 %. PUK iSeiga
Siuo atveju didesné 16 % ir sieke 50 %, bet sumaz¢jo izocianatogrupiy kiekis,
todel Ma IE ant PUK mikrodaleliy nezymiai sumazéjo nuo 91 iki 88 %.
Pailginus PUK sintezés trukme iki 150 min., po 28 pary saugojimo IP SA
sumazéjo iki 41 %. Siuo atveju Ma IP stabilumas taip pat susijes su PUK
dalelése esanciy izocianatogrupiy kiekiu, kuris, ilginant sintezés trukme,
mazéja (3.5 pav.). Ivertinus Ma IE ir IP stabilumg nuo PUK sintezés trukmeés,
galima daryti prielaida, kad, esant trumpai sintezés trukmei, fermentas prie
PUK mikrodaleliy jungiasi daugiau kovalentiniu biidu, nes yra daugiau
izocianatogrupiy, o, ilginant sintezés trukme, labiau dominuoja fizikiné
adsorbcija. D¢l Siy veiksniy IP stabilumas saugojant mazgja, ilginant PUK
sintezés trukmg.

Tiriant PUK mikrodaleliy, gauty i§ PVA ir IPDI sintezés temperatiiros
jtaka Ma IP stabilumui, nustatyta, kad stabiliausi IP gauti, kai PUK sintezés
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temperatiira yra 90 °C (3.30 pav. A). Siuo atveju imobilizuoto Ma preparato
SA po 14 ir 28 saugojimo pary yra 90 % ir 88 %. Siuo atveju yra optimalus
santykis tarp PUK iSeigos (67 %), izocianatogrupiy kiekio (1,7 %), pavirSiaus
ploto (113 %), ir Ma IE (68 %) bei IP stabilumo (88 %). Pakélus PUK sintezés
temperatira iki 150 °C, imobilizuotos Ma SA po 14 ir 28 saugojimo pary yra
atitinkamai 84 % ir 79 %. Galima teigti, kad didelis IP stabilumas pastaruoju
atveju gautas tod¢l, kad Ma IE yra mazas (33 %), o po saugojimo liko tik 26 %
pradinio fermento aktyvumo, nors desorbavosi ir nedidel¢ dalis. Atsizvelgus |
Ma IP stabilumo rezultatus, galima teigti, kad Ma imobilizavimas ant PUK

nesikliy, gauty esant Zemoms sintezés temperatiroms, pagrinde turéty vykti
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3.30 pav. Imobilizuotos Ma SA priklausomybé nuo laikymo trukmés, esant
skirtingoms PUK sintezés temperatiroms (A — [PVA]L[IPDI] = 1:4; B —
[PVA]:[HMDI] = 1:3; t = 90 min).

kovalentiniu biidu, o, esant aukS§toms sintezés temperatiiroms — fizikiniu biidu.
Taip pat nustatyta PUK, gauty i§ PVA ir HMDI, sintezés temperatiiros
jtaka Ma IP stabilumui (3.30 pav. B). Pakélus PUK sintezés temperatiirg nuo
70 iki 90 °C, gautas IP stabilumas padidéja, o po to i§lieka panasus, kai PUK
sintezé vykdyta 110 °C temperatiiroje. Siais atvejais Ma IE didéjo nuo 76 iki
97 %. Izocianatogrupiy 110 °C temperatiiroje sintetintose PUK mikrodalelése
praktiSkai néra. 3.2.3 skyriuje teigiama, kad, didinant sintezés temperatiira,
mazeja PUK pavirSiaus plotas ir bendras akuciy turis. Taciau susidaro geros

salygos fermentui imobilizuotis fizikinés adsorbcijos budu 30-80 nm plocio
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akutése, kuriy mikrodalelése pakankamai daug (3.21 B pav.). Todé¢l saugojimo

metu tik maza dalis desorbuojasi ar deaktyvuojasi.

Ma IP stabilumas priklauso nuo PUK mikrodaleliy sintezés salygy. Po 28
pary, geriausiu stabilumu pasizymi IP, kai PUK mikrodaleliy sintezei naudota:
[PVA]:([HDI]:[TDI]) = 1:(0,75:0,25), t = 90 min. ir T = 90 °C; [PVA]:[IPDI] =
1:4, t = 60-90 min. ir T = 90 °C; bei [PVA]:[HMDI] = 1:3, t =60 min ir T =
90 °C. I3 gauty rezultaty, galima teigti, kad $iais atvejais Ma imobilizavimas
pagrinde vyko kovalentiniu biidu. Kitais atvejais vyravo miSrus imobilizavimo

budas.

3.3.2.2 Ma IP krakmolo hidrolizés ciklinio rezimo tyrimas

Fermentai imobilizuojami ant neSiklio ne vien tam, kad buty padidintas jy
stabilumas saugojimo metu ar juos transportuojant, bet ir norit IP panaudoti
kelis kartus. Be to, daugkartinis IP panaudojimas sumazina fermentacijos, IP
gali buti atskiriami nuo produkto ar substrato, tiesiog jj nufiltruojant ir t.t.
Ciklinis rezimas parodo, kaip fermentas elgiasi dinaminémis sglygomis, nes,
jei fermentas prie neSiklio prisikabings silpnai ar tiesiog difundaves j akutes,
atsikabina greiciau, negu tiriant stabilumg statinémis salygomis. Todél grei¢iau
sumazgja [P SA verte.

Septyniy cikly krakmolo hidrolizés tyrimai buvo atlikti, kai Ma
imobilizuota ant PUK mikrodaleliy, susintetinty i§ PVA ir HDI-TDI miSinio,
kai jy pradinis molinis santykis 1:(0,75:0,25), 1§ PVA ir IPDI, kai jy santykis
1:4, bei i§ PVA ir HMDI, kai jy santykis 1:3, esant sintezés trukmei 90 min. ir
T=90 °C (3.31 pav.). I3analizavus duomenis, nustatyta, kad, naudojant IP,
gautus iSkart po Ma imobilizavimo, kai Ma buvo imobilizuota ant PUK
mikrodaleliy susintetinty i§ PVA ir HDI-TDI miSinio arba IPDI, Ma SA po 7
cikly krakmolo hidrolizés praktiskai nepakito. Todél galima teigti, kad
fermentas yra stabiliai prisikabines prie PUK mikrodaleliy.
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Tuo tarpu, naudojant imobilizuota Ma ant PUK mikrodaleliy, susintetinty

100 |
S
5 Q0L
@
£
2 80+
X
©
L 70tk
=
X
=
§ 60
N
50
0

3

Cikly skaicius

3.31 pav. Imobilizuotos Ma ant PUK mikrodaleliy, susintetinty 1§ PVA ir

diizocianaty, SA priklausomyb¢ nuo krakmolo hidrolizés cikly skaiciaus: 1 —

[PVA]:([HDI:TDI]) =
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3.32 pav. Imobilizuotos Ma ant PUK mikrodaleliy, susintetinty i§ PVA ir IPDI,

SA priklausomybé nuo krakmolo hidrolizés cikly skaiciaus.
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i§ PVA ir HMDI, gauta, kad jau po antro ciklo [P SA sumazéja iki 89 %. Po
septyniy cikly IP SA sumazéja iki 62 %. Galima teigti, kad dalis fermento,
kuris buvo imobilizavesis fizikiniu buidu prie PUK mikrodaleliy, naudojimo
metu iSsiplove.

7 cikly krakmolo hidrolizé taip pat buvo atlikta, naudojant, IP, kai Ma
buvo imobilizuota ant PUK mikrodaleliy, kurios susintetintos iS5 PVA ir IPDI,
ne iSkart, o po 14 ir 28 pary saugojimo (3.32 pav.). Nustatyta, kad, naudojant
Siuos IP, SA sumazéjo iki 95 ir 90 %.

Remiantis rezultatais, galima teigti, kad gauti IP yra stabiliis tiek tiriant

statinémis, tiek dinaminémis sglygomis.

Panaudojus Ma IP, atlikti 7 krakmolo hidrolizés ciklai ir nustatyta, kad IP
yra stabiliis, kai Ma imobilizuota ant PUK mikrodaleliy, susintetinty i§ PVA ir
(HDIL:TDI) bei IPDI. Taciau, naudojant Ma, imobilizuotg ant PUK, susintetinty
1§ PVA ir HMDI, po 7 cikly Ma SA sumazgjo iki 62 %. Vadinasi, Ma ant PUK
mikrodaleliy, susintetinty 1§ PVA ir HMDI, imobilizavosi nestipriu fizikinés

adsorbcijos biidu.

3.3.2.3 Joninés jégos jtaka tirpiai ir ant PUK mikrodaleliy imobilizuotai Ma

Zinoma, kad fermentai gali imobilizuotis ant nesikliy, susidarant
kovalentiniams rySiams arba fizikinés sorbcijos btidu (dél hidrofobinés ir Van
der Waals‘o sgveiky, susidarant vandeniliniams ir joniniams rySiams) [294,
295]. Kartais atskirti, kaip fermentas yra prisijunges prie nesiklio, yra sunku ir,
tik jdéjus druskos, tai yra jvedant joning jéga, galima nustatyti, ar fermentas
yra prisijunges fizikinés sorbcijos biidu, ar kovalentiniu rySiu [294, 297, 298].
Drusky pridéjimas gali fermenta aktyvuoti arba deaktyvuoti [299, 300].

Norint jvesti joning jéga ir jvertinti jos poveiki Ma IP, visy pirma reikia

jsitikinti, ar druskos pridéjimas nepakeicia tirpios Ma aktyvumo (3.33 pav.).
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3.33 pav. Tirpios Ma SA priklausomybé nuo NaCl koncentracijos.

Nustatyta, kad, 1 krakmolo tirpalg jdéjus 0,02 M NaCl ir jvykdzius fermenting
reakcija, Ma SA padidéjo 11 %, o, padidinus NaCl koncentracija iki 0,06 M,
Ma SA sumazéjo iki 91 %, o toliau didinant iki 0,10 M — nekinta. Galima
daryti prielaida, kad mazas NaCl kiekis suaktyvina tirpig Ma, bet didesnis —
dalinai inhibuoja fermenta.

Norint jsitikinti, ar fermentas prie PUK mikrodaleliy imobilizuotas
stipriai, Ma I[P preparatai buvo laikomi 20 min citratiniame buferyje
(pH =5,0), kuriame yra 0-0,1 M NaCl. Po to IP buvo praplauti su buferiniu
tirpalu ir vykdoma fermentiné krakmolo hidrolizé (3.34 pav.). Nustatyta, kad
IP preparato, kai PUK mikrodalelés susintetintos i§ PVA ir IPDI, SA
nepriklauso nuo NaCl koncentracijos. Todél galima teigti, kad fermentas
didesne dalimi imobilizavosi kovalentiniu rySiu. Manoma, kad tokiam geram
I[P stabilumui jtakos gal¢jo turéti didelis PUK mikrodaleliy pavirSiaus plotas
(113 m*.g™), didelis bendras akuciy turis (0,46 cm’g™), kurio didele dalj
sudaro 30-70 nm dydzio akutés, o dominuoja 32 nm. Tuo tarpu, paveikus
jonine jéga IP, kai Ma imobilizuota ant PUK mikrodaleliy, kurios susintetintos

IS PVA ir HDI bei TDI miSinio, nustatyta, kad IP SA priklauso nuo NaCl
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3.34 pav. Ant PUK mikrodaleliy imobilizuotos Ma SA priklausomybé nuo
NaCl koncentracijos: 1 - [PVA]:([HDI]:[TDI]) = 1:(0,75:0,25); 2 -
[PVAL:[IPDI] = 1:4; 3 — [PVA]:[HMDI] = 1:3 (t = 90 min., T = 90 °C).

koncentracijos buferiniame tirpale. Padidinus NaCl koncentracijg iki 0,06 M,
I[P SA sumazéja iki 90 %, o, padidinus NaCl koncentracijg iki 0,10 M,
sumazéjo iki 48 %. Manoma, kad apie 10 % fermento prie PUK pavirSiaus
galimai buvo prisijunggs hidrofobine sgveika, 40 % — vandeniliniais ir joniniais
ry$iais, o like 48 % — pagrinde kovalentiniu rysiu. IS PUK sintezés duomeny
(3.1.1 skyrius) zinoma, kad PUK mikrodalelés, susintetintos i§ PVA ir HDI bei
TDI miSinio, turi didziausig izocianatogrupiy kieki (9 %), taciau maziausia
pavirsiaus plota (4 m?-g™). Vadinasi, galima teigti, kad imobilizavimo metu
dalis PUK izocianatogrupiy sureagavo su vandeniu, susidarant amino grupei, o
kita dalis sureagavo su Ma amino- ir hidroksigrupémis.

Kai Ma buvo imobilizuota ant PUK mikrodaleliy, kurios susintetintos i$
PVA ir HMDI, nustatyta, kad, didinant NaCl koncentracijg iki 0,1 M, Ma
palaipsniui desorbuojasi nuo PUK mikrodaleliy pavirSiaus, o IP SA sumaZz¢ja
iki 68 %. IS PUK sintezés duomeny (3.1.3 skyrius) zinoma, kad PUK

mikrodalelése izocianatogrupiy kiekis buvo 0,7 %, o pavirSiaus plotas —
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68 m?.g* (3.2.3 skyrius). Todél manoma, kad §iuo atveju 32 % fermento buvo

prijungta fizikinés adsorbcijos biidu, o 68 % — pagrinde kovalentiniu rysiu.

Apibendrinant galima prieiti prie i§vady, kad 0,02 M NaCl koncentracija
aktyvina tirpig Ma, o didesnis kiekis — deaktyvuoja. Desorbuojant fermenta
nuo neSiklio, i buferinj tirpalg jvedant 0,1 M NaCl, nustatyta, kad Ma,
imobilizuotos ant PUK mikrodaleliy, susintetinty i§ PVA ir IPDI, SA nekinta,
0 Ma imobilizavus ant PUK, susintetinty i§ PVA ir HDI-TDI miSinio bei PVA
ir HMDI, SA atitinkamai sumazéjo iki 48 % ir 68 %.

3.3.2.4 Tirpios ir ant PUK mikrodaleliy imobilizuotos Ma optimalios

temperatiiros nustatymas

Imobilizuojant fermentus ant organiniy ar neorganiniy neSikliy, daZnai
pasikeic¢ia imobilizuoty fermenty savybés: stabilumas, optimali temperatiira
(fermento aktyvumas yra didziausias), enantioselektyvumas, Michaelio
konstanta (Ky), grei¢io konstanta (Vuax) ir t. t. [295]. Fermento optimalios
veikimo temperatiiros nustatymas yra svarbus faktorius, nes, Zinant fermento
veikimo temperatiiros ribas, yra galimybé nuspéti reakcijos eigg. ISanalizavus
tirpios Ma SA priklausomybe nuo substrato temperataros, nustatyta, kad tirpios
Ma optimali temperatiira yra 60 °C (3.35 pav.). Nustatyta fermento optimali
temperatira yra tokia pati, kokia yra deklaruojama [301]. ISanalizavus
rezultatus, galima teigti, kad, esant Zemoms temperatiiroms (20-30 °C),
fermento SA yra apie 45 %, o, pakélus temperatiirg nuo 60 iki 90 °C, fermento
aktyvumas staigiai krenta ir siekia vos 16 %. IStyrus ant PUK mikrodaleliy
imobilizuotos Ma optimalias temperatiras, nustatyta, kad jos priklauso nuo
PUK sintezei naudoto diizocianato (3.36 pav.). Ma, imobilizuotos ant PUK
mikrodaleliy, susintetinty i§ PVA ir IPDI, optimali temperatiira yra 70 °C, 0 tai
yra 10 °C auks¢iau, lyginant su tirpios Ma optimalia temperatiira. Padidinus

temperatiirg iki 80 °C, IP SA staigiai maz¢&ja. Tuo tarpu, Ma, imobilizuotos ant
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3.36 pav. Ant PUK mikrodaleliy imobilizuotos Ma SA priklausomybé nuo
terpés temperatiros: 1 — [PVA][IPDI] = 1:4; 2 — [PVA]:([HDIL:TDI]) =
1:(0,75:0,25); 3 — [PVA]:[HMDI] = 1:3 (t = 90 min, T = 90 °C)).

PUK mikrodaleliy, susintetinty 1§ PVA ir diizocianaty miSinio (HDI ir TDI) bei
HMDI, optimali temperatiira atitinkamai yra 60 °C ir 70 °C. Taciau S$iais
atvejais yra temperatiiry zonos, kuriose IP SA yra didesnis kaip 90 %.
Imobilizuotos Ma ant PUK mikrodaleliy, gauty i§ PVA ir HDI bei TDI

misinio, atveju $i zona yra 60-80 °C temperatiiros ribose. Padidinus
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temperatiirg iki 90 °C, IP SA staigiai krenta. Ma, imobilizuotai ant PUK
mikrodaleliy, susintetinty i§ PVA ir HMDI, §i zona yra 70-80 °C. Pakélus

temperatiirg iki 90 °C ir $iuo atveju fiksuojamas staigus IP SA kritimas.

Ivertinus gautus duomenis, galima teigti, kad, imobilizavus Ma ant PUK,
padidéja fermento optimali temperatiira, o fermentas tampa stabilesniu. I§
gauty rezultaty galima prieiti prie iSvady, kad, imobilizavus Ma ant PUK
mikrodaleliy, susintetinty 1§ PVA ir diizocianaty miSinio arba HMDI, galima
pasirinkti $iy IP panaudojimo temperatiirg ribose, kuriose IP SA yra didesnis
kaip 90 %. Vadinasi, atliekant krakmolo hidroliz¢, nebiitina tiksliai laikytis
temperatiiros rezimo, o jis gali kisti nustatytame optimalios temperatiiros

intervale.

3.3.2.5 Tirpios ir imobilizuotos maltogeninés a-amilazés Ky ir Viyax

nustatymas

Dirbant su fermentais svarbu zinoti, kokie yra fermento Ky ir Vyax.
Zinant $ias konstantas, galima lengviau nuspéti rezultatus, Zinoti, koks
fermento kiekis yra reikalingas atlikti konkreciai uzduociai ir per kiek laiko.

Zemiau pateikti rezultatai yra orientaciniai, nes Ma Ky, ir Viyax/2 vertés
turéty biiti nustatomos, kai substratas yra maltotriozé [301] arba krakmolas
[271], o produktas — maltozé. O. Gaouar [271] nustaté, kad, kai substratas yra
krakmolas, Ma Ky = 1 % (9,64 g-I* krakmolo), 0 Vyax = 0,00247
mol-(min-1)"" maltozés.

Taciau Sio tyrimo atveju buvo bandoma nustatyti krakmolo hidrolizés Ky
ir Vyax konstantas, kai substratas yra krakmolas, o galutinis produktas —
jvairaus ilgio oligosacharidy miSinys, nes zinoma, kad Ma ne tik atskelia
galutinj produkta — a konfigiiracijos maltozg, bet taip pat skaido ilgg krakmolo
granding atsitiktinése vietose. Be to, esant tam tikrai mazamolekuliy cukry
koncentracijai, gali pradeti vykdyti transglikozilinimo reakcijos [169]. IS

eksperimento duomeny galima teigti, kad butent dél Ma specifiSkumo
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nepavyko atvirkStinése koordinatése nustatyti tikryjy Ky ir Vyax verciy, o
nustatytos tik orientacinés vertés (3.37 pav.), kurios leidzia palyginti
tarpusavyje tirpios Ma ir Ma IP, gautus naudojant skirtingas PUK
mikrodaleles. Siems tyrimams Ma imobilizuota ant PUK mikrodaleliy,
susintetinty esant [PVA]:([HDI]:[TDI]) = 1:(0,75:0,25), [PVA]:[IPDI] = 1:4 ir
[PVA]:[HMDI] = 1:3. Visos PUK mikrodalelés susintetintos, esant 90 min.
trukmei ir 90 °C temperatiirai. Gauta, kad tirpios Ma Ky verté yra 1,8 %, o

Vuax/2 — 4,8:10° mol-(min-I)*. Tuo tarpu, imobilizuoto fermento ant PUK
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3.37 pav. Tirpios (1) ir imobilizuotos ant PUK mikrodaleliy Ma Ky ir Vyax/2
vertés: 2 — [PVA] ir ([HDIJ:[TDI]) = 1:(0,75:0,25); 3 — [PVA] ir IPDI = 1:4,0;
4 —[PVA] ir [HMDI] = 1:3; (t = 90 min, T = 90 °C).

mikrodaleliy, susintetinty i§ PVA ir IPDI, Ky, yra 1,2 %, Ma ant PUK
mikrodaleliy i§ PVA ir HDI bei TDI misinio, Ky yra 2,1 %, o PVA ir HMDI
atveju Ky lygi 2,9 %. Vadinasi, imobilizavus fermenta ant mikrodaleliy i$
PVA ir IPDI, Ma tapo giminingesné krakmolo substratui, nei tirpus fermentas.

Taip pat galima teigti, kad fermento imobilizavimas ant kity dviejy neSikliy
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pablogino fermento gimininguma substratui. ISanalizavus reakcijos greicius,
nustatyta, kad, imobilizavus Ma ant PUK mikrodaleliy, susintetinty i§ PVA ir
HMDI, Vyax/2 yra lygus 6,3-10° mol-(min-1)*, o tai yra 1,3 karto didesnis,
lyginant su tirpaus fermento Vyax/2 reik§me. Imobilizavus fermentg ant PUK
mikrodaleliy, susintetinty 1§ PVA ir IPDI, Vmax/2 yra lygus
4,7-10° mol-(min-)*, tai yra beveik toks pat, kaip tirpaus fermento.
Blogiausias Vuax» gautas, kai Ma buvo imobilizuota ant PUK mikrodaleliy,

susintetinty i§ PVA ir diizocianaty misinio (4,1-10° mol-(I-min)™).

Apzvelgus rezultatus, galima konstatuoti, kad geriausia fermenta
imobilizuoti ant PUK mikrodaleliy, susintetinty i§ PVA ir IPDI, nes sumazéja

Kwm verté, o reakcijos greitis praktiskai identiskas tirpiam fermentui.

3.3.3  PUK mikrodaleliy taikymas ureazei imobilizuoti

Bendradarbiaujant su Vilniaus Universiteto Biochemijos instituto
mokslininkais, ant PUK mikrodaleliy imobilizuotas fermentas ureazé
(EC.3.5.1.5, isgauta i$ Jack beans, aktyvumas = 77 V-mg™, Sigma). Ureazei
imobilizuoti pasirinktos PUK mikrodalelés, susintetintos i§ PVA ir IPDI, esant
jy moliniam santykiui 1:4, kai t = 90 min., T = 90 °C, nes ant Sio neSiklio
imobilizuota Ma pasizyméjo geriausiomis savybémis. Ureazés imobilizavimas
buvo atliktas pagal 2.3.2 metodika, tik ureazé imobilizuota fosfatinio buferio
terpéje (0,01 M, pH = 7,3) 20 °C temperatiiroje. Tyrimams naudota 0,5 g §lapiy
PUK mikrodaleliy, ant kuriy imobilizuotas skirtingas ureazés kiekis: 380, 770,
1540 ir 2310 V. IP buvo panaudotas elektrocheminiam biojutikliui Kkurti
(3.38 pav.). Biojutiklis skirtas nustatyti karbamido kiekiui piene [302]. Sio
biojutiklio detektavimas paremtas chronoamperometrijos metodu. Tai -
elektrocheminis tyrimo metodas, kurio metu fiksuojamas elektros sroveés
kitimas laike, esant pastoviam elektrodo potencialui. Nustatyta, kad jutiklio

signalo atsako stipris priklauso nuo karbamido koncentracijos terpéje, esant
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3.38 pav. Principiné biojutiklio schema.
1 — pusiau pralaidi lavsano plévelé, 2 —
ant polimerinio neSiklio imobilizuotos
ureazés sluoksnis, 3 — modifikuoto
grafito sluoksnis, 4 - biojutiklio
korpusas, 5 — kontaktinis laidas, kuriuo

prisijungiama prie potenciostato.
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770V

380V

12 16 20

Karbamido koncentracija, mM

3.39 pav. Jutiklio atsako srovés stiprio priklausomybé nuo imobilizuotos

ureazeés kiekio ant PUK mikrodaleliy.

skirtingam imobilizuotam ureazés kiekiui ant PUK mikrodaleliy (3.39 pav.).

Didziausias signalo atsako srovés stipris iSmatuotas, kai buvo imobilizuota

2310 V ir 1540 V ureazés ant PUK neSiklio. IS 3.39 pav. nustatyta, kad tiesiné

priklausomybé gaunama, esant karbamido koncentracijai nuo 0 iki 5 mM.

Tyrimams buvo pasirinktas biojutiklio, kuris sukonstruotas naudojant PUK
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3.41 pav. Biojutiklio signalo atsako trukmés priklausomybé nuo imobilizuotos

ureazés kiekio ant PUK nesikliy, esant 5 mM karbamido.

mikrodaleles, ant kuriy imobilizuotas ureazes kiekis yra 1540 V. Gauta, kad
jutiklio atsako dydis proporcingas karbamido koncentracijai (3.40 pav.).
ISanalizavus duomenis, tolimesniems tyrimams pasirinkta karbamido

koncentracija, kuri yra lygi 5 mM. Esant Siai koncentracijai, gauta, kad
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biojutiklio atsako signalo trukmé priklauso nuo skirtingo ureazés kiekio,
imobilizuoto ant PUK mikrodaleliy (3.41 pav.). Gauta, kad geriausia
imobilizavimui naudoti 1540 V wureazés, nes, imobilizuojant didesnius
fermento kiekius, signalo atsakas nekinta. I§ stabilumo tyrimo duomeny gauta,
kad fermento aktyvumas krenta per pirmasias 100 valandy. Taip yra todél, kad

vyksta nesuri§to fermento desorbcija nuo PUK neSiklio pavirSiaus. Ilgéjant

55| —— 2310V
—— 1540V
—— 770V

50 —— 380V
E 45
c
= 40}
3,5_ v\_‘
3,0

0 50 100 150 200 250 300 350 400
Trukmeé, val

3.42 pav. Biojutikliy stabilumas laike.

saugojimo trukmei iki 400 val., biojutiklio atsakas kinta nezymiai, ypac
imobilizuojant ureazés kiekj, kuris lygus 1540 V ir 770 V (3.42 pav.). Tai
vyksta dé¢l savaiminio fermento deaktyvavimosi. Galima daryti iSvada, kad,
esant Siems parametrams, ant PUK mikrodaleliy imobilizuota ureazé yra

tinkama naudoti, nes yra pakankamai didelis srovés stiprio atsakas.
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ISVADOS

1. Pirmg kartag susintetintos akytos poli(uretankarbamidinés) (PUK)
mikrodalelés 1§ poli(vinilo alkoholio) (PVA) ir 1,6-
heksametilendiizocianato (HDI) bei 2,4-toluendiizocianato (TDI) miSinio,
izoforondiizocianato (IPDI) arba 4,4‘-dicikloheksilmetandiizocianato
(HMDI). PUK mikrodaleliy iSeiga ir izocianatogrupiy kiekis yra
maziausi, sintezei naudojant PVA ir HMDI, didesni — PVA ir IPDI, o
didziausi — PVA ir HDI-TDI miSinj. Ilginant sintezés trukme bei keliant
temperatiira, PUK iSeiga did¢ja, o izocianatogrupiy kiekis maz¢ja,
iSskyrus PVA-IPDI sistema, kai didZiausia iSeiga gauta, sintez¢ vykdant
90 °C temperatiiroje.

2. PUK mikrodaleliy struktiira yra tinkliné. Joje yra hidroksigrupiy,
uretaniniy grandziy ir jvairaus ilgio polikarbamido grandiniy, kurios gali
baigtis laisva izocianatogrupe. PUK mikrodalelés, nepriklausomai nuo
naudoto diizocianato, skyla per dvi stadijas. Esant diizocianato pertekliui,
pirmoji skilimo stadija sudaryta i§ dviejy etapy. Pirmiausia skyla uretano
grandys, tada — trumposios, 0 po to — ilgesnés, tvarkingesnés struktiiros,
vandeniliniais rySiais stabilizuotos polikarbamido grandinés.

3.  PUK mikrodalelés yra ploksteliy pavidalo, akutés — plySinés formos.
PUK mikrodaleliy pavirSiaus plotas yra maziausias, sintezei naudojant
PVA ir HDI-TDI misinj (4-5 m?.g™?), didesnis — PVA-HMDI (28-68
m?-g’), o didZiausias — PVA ir IPDI (71-122 m*-g™). Bendro akugiy tiirio
kitimo tendencija yra ta pati. PUK mikrodalelése dominuoja 32-40 nm
plocio akutés.

4.  Didzioji dalis Ma ant PUK mikrodaleliy imobilizuota kovalentiniu badu.

IE yra didziausias, kai Ma imobilizuota ant PUK mikrodaleliy, sintezg
vykdant is PVA ir HMDI arba i$ PVA ir HDI-TDI misinio (IE = 98 %), o

IE yra mazesnis — kai iS PVA ir IPDI (IE = 72 %).
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Didziausias IP stabilumas gautas, kai Ma imobilizuota ant PUK
mikrodaleliy, kurios susintetintos i§ PVA ir IPDI, esant optimalioms
salygoms ([PVA]:[IPDI] = 1:4, t = 90 min., T = 90 °C), nes IP iSlieka
stabilis po 28 pary saugojimo, Ma santykinis aktyvumas nekinta,
naudojant IP 7 cikly krakmolo hidrolizei, 0 Ma desorbcija nuo PUK
mikrodaleliy nevyksta, pridéjus 0,1 M NaCl.

Ma IP optimali temperatiira yra 10-20 °C didesné uZ tirpaus fermento
optimalig temperatiira. Ma imobilizuoti tinkamiausios yra optimaliomis
salygomis 1§ PVA ir IPDI susintetintos PUK mikrodalelés, nes sumazéja
Michaelis-Menten konstantos verté, palyginus su tirpia Ma, o maksimaliis
reakcijos greiciai yra praktiSkai vienodi.

Ant PUK mikrodaleliy, kurios suintetintos optimaliomis sglygomis i$
PVA ir IPDI, imobilizuota Ma gali buti panaudota krakmolo hidrolizei.
Sios PUK mikrodalelés panaudotos ureazei imobilizuoti ir biojutikliams,

skirtiems karbamido kiekiui nustatyti, kurti.
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