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SANTRUMPOS

BMR — Branduoliy magnetinio rezonanso spektroskopija

Da — baltymy molekulinés masés vienetas, lygus 1,66 x 1027 kg
FTIR — Furjé transformacijos infraraudonyjy spinduliy spektroskopija
LPS — lipopolisacharidas

RDF - reaktyvios deguonies formos

SEM — Skenuojanti elektronin¢ mikroskopija

ZSA — Zmogaus serumo albuminas



[VADAS

Pastaruoju metu biopolimeras chitozanas sulaukia vis didesnio mokslininky
susidom¢jimo. Chitozanas yra katijoninis linijinis biopolimeras, sudarytas i§ pasikartojanciy
D—gliukozamino ir N-acetil-D—gliukozamino vienety, sujungty B—(1-4) glikozidiniais rySiais
(Yadu et al., 2017). Sis biopolimeras deacetilinimo biidu i§gaunamas i§ chitino, antro labiausiai
pasaulyje paplitusio polisacharido po celiuliozés. Chitozanas yra netoksiSkas, pasizymi
biologiniu suderinamumu ir biologiniu suirimu, todél yra placiai pritaikomas jvairiose
pramongés srityse, tokiose kaip farmacija, maisto pramone¢, zemdirbysté ar aplinkos apsauga
(Frank et al., 2020).

Dazniausiai farmacijos srityje chitozanas tiriamas kaip nanodaleles formuojantis
polimeras. Nanodalelés — tai kietosios dalelés, kuriy matmuo yra mazesnis nei 100 nm. Dél
savo mazo turio ir salyginai didelio pavirSiaus ploto, Sios dalelés pasizymi didesniu
reaktyvumu, stabilumu ir mechaniniu striprumu nei didesnés dalelés (Ealias ir Saravanakumar,
2017). Chitozanu gali biiti padengiamos polimerinés, lipidinés ar metalo pagrindu pagamintos
nanodalelés, kurios jprastai naudojamos kaip vaisty ar kity veikliyjy medziagy nesikliai. Tokiu
biidu pagerinamas vaisty pernasos efektyvumas: padidéja daleliy stabilumas, kontroliuojamas
vaisto isskyrimas, skatinama mukoadhezija bei skverbimasis j audinius (Agotegaray et al.,
2016; Cé et al., 2016).

Chitozano panaudojimui did¢jant ir pleciantis pritaikymo sritims tampa vis aktualesné
Jo gavyba. Dazniausias chitino iSskyrimo objektas yra véziagyviai, tokie kaip krabai ar krevetés.
Idiegus tvarias perdirbimo technologijas véZiagyviai panaudojami kaip Salutiniai jliros gérybiy
perdirbimo produktai. Tokiu biidu tausojama aplinka, nes atsiranda galimybé pritaikyti
gamybos atliekas kitose srityse (Elsoud ir Kady, 2019). Ta¢iau literatiiroje esama duomeny apie
galimybes chitozang i$skirti ir i$ kity objekty, tokiy kaip pelésiniai grybai (Ghormade ir Pathan,
2017). Daugumoje gryby chitinas aptinkamas kaip pagrindinis lgstelés sienelés fibrilinis
polimeras, palaikantis lgstelés vientisuma, struktiirg ir formg. Chitino ir chitozano gavyba i§
pelésiniy gryby micelio pastaruoju metu sulaukia vis didesnio démesio dél reikSmingy
pranaSumy lyginant su Sios produkcijos gavyba 1§ véZiagyviy, tokiy kaip mazesnis neorganiniy
medziagy kiekis, kuris sutrumpina ekstrakcijos laikg ir sumazina iSteklius bei alerginiy baltymy
nebuvimas (Elsoud ir Kady, 2019). Be to, mikromicety micelj galima iSgauti fermentuojant,
todél toks chitozanas turi gana pastovias savybes, o jo prieinamumas nepatiria nei geografiniy,
nei sezoniniy apribojimy (Muslim et al., 2018).

Ivairtis mikromicetai, tokie kaip Aspergillus sp., Penicillium sp., Mucor rouxii, Rhizopus
arrhizus placiai naudojami antibiotiky ir kity vaisty gamyboje, taip pat organiniy ragsciy ir
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fermenty gamyboje. Sparciai vystantis biotechnologijy pramonei, po fermentacijos procesy

lieka didelis kiekis mikroorganizmy biomasés atlieky, kurios galéty biiti panaudotos grybinés

kilmés chitozano iSskyrimui. Esant tokiai situacijai yra aktualu vystyti tyrimus apie chitozano

18skyrima 1§ mikromicety biomasés ir jo pritaikyma.

Siame darbe kaip alternatyvus chitozano i$skyrimo objektas nanodaleliy sintezei

pasirinkti Penicillium sp. pelésniai grybai. Jie gausiai paplit¢ aplinkoje, todél Penicillium sp.

iSskyrimas yra nesudétingas, o remiantis literatiiros duomenimis yra zinoma, kad sausoje jy

micelio biomaséje galima aptikti iki 29,7 % chitozano (Ebrahimzadeh, et al., 2013).

Darbo tikslas yra isskirti chitozang i§ Penicillium sp. pelésiniy gryby ir susintetinti

chitozano nanodaleles.

Darbo uzZdaviniai:

1.
2.
3.

ISskirti chiting ir chitozang i§ Penicillium sp. micelio taikant cheminj metoda.
Ivertinti chitino ir chitozano fizikinius-cheminius rodiklius.

Atlikti chitozano antimikrobinio aktyvumo jvertinimg taikant difuzijos j agara
metoda.

Atlikti chitozano nanodaleliy sintezg taikant desolvacijos metoda.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Chitozano fizikinés ir cheminés savybés

Chitozanas yra linijinis biopolimeras, sudarytas i§ pasikartojanc¢iy D—gliukozamino ir
N-acetil-D—gliukozamino vienety, sujungty 3—(1-4) glikozidiniais rysiais (Yadu et al., 2017).
Chitozanas iSgaunamas i§ chitino, antro labiausiai paplitusio polisacharido gamtoje po
celiuliozés. Chitozano polimeriniy grandiniy sudétis ir dydis skiriasi priklausomai nuo $io
polisacharido kilmés ir chitino deacetilinimo salygy (Sanchez—Machado et al., 2018).
Remiantis Rinaudo (2006), kietas chitozanas apibuidinamas kaip pusiau kristalinis polimeras,

kuris pasizymi balta arba gelsva spalva.
1.1.1 Molekuliné struktiira

Biopolimero molekuliné masé svyruoja nuo 10 kDa iki 1 MDa. Chitozanas turi D—
gliukozamino grandinés struktiirg ir reaktyvias funkcines grupes: vieng pirming amino grupg
C-2 pozicijoje bei dvi hidroksilo grupes C-3 ir C-6 pozicijose, kurios sudaro tarpmolekulinius

vandenilinius ry$ius ir lemia polimero stabiluma (1 pav.) (Sdnchez—Machado et al., 2018).
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1 pav. Celiuliozés, chitino ir chitozano cheminés strukttiros.

Modifikuojant amino ir hidroksilo funkcines grupes galima i§gauti skirtingus chitozano

darinius (Yadav et al., 2011).



1.1.2 Deacetilinimo laipsnis

Deacetilinimo laipsnis laikomas vienu svarbiausiu chitozano charakterizavimo
parametru, kuris daro jtakg chitozano savybéms ir pritaikymui. Deacetilinimo proceso metu
chitino acetilo grupé (C2H3z0) yra pasalinama, todél susidaro amino grupé (NH2) (2 pav.)
Cheminis chitino deacetilinimas Sarminémis sglygomis yra pagrindinis chitozano i§gavimo
budas (Sivashankari ir Prabaharan, 2017). Galimas ir fermentinis chitino deacetilinimas,
naudojant deacetilazes, taciau jis taikomas reciau, dél didelés proceso savikainos (Yadav et al.,

2019).
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2 pav. Chitino $arminio deacetilinimo reakcijos schema.

Kadangi chitozano molekulés D—gliukozamino vienete randama susidariusi amino
grupé, deacetilinimo laipsnis naudojamas iSreiksti procenting D—gliukozamino dalj bendrame
N-acetil-D—gliukozamino kiekyje. Deacetilinis chitinas, kurj sudaro daugiau kaip 50 %
deacetilinty vienety yra laikomas chitozanu (Rodriguez—Véazquez et al., 2015; Sivashankari ir
Prabaharan, 2017). Taciau chitino deacetilinimas beveik niekada néra baigtinis reiSkinys ir
chitozanas (arba deacetilintas chitinas) visada turi tam tikrg skaiciy acetilo grupiy (Islam et al.,
2017).

1.1.3 Chelaty sudarymas

Laisvos amino grupés buvimas suteikia chitozanui teigiama kravj, todél jis gali reaguoti
su neigiamg kriivj turinéiais polimerais ir pavirsiais (Yadav et al., 2011). Si funkciné grupé

padaro chitozang geru chelatiniu agentu, kuris dél elektrostatiSkumo gali suristi didel¢ jvairove



metaly jony ir absorbuoti dazy anijonus (Knidri et al., 2018). Chitozanas metaly jonus gali
prisijungti trimis budais: 1) per jony mainus, 2) absorbcijg ir 3) chelacija. Dazniausiai po
chelacijos jvyksta spalviniai pasikeitimai, pavyzdziui, chitozanas ir titano jonai suformuoja
raudonus chelatus, chitozanas ir metavanadatas bei chitozanas ir SeSiavalentis chromas
suformuoja oranzinius chelatus, Zalig chelatg suformuoja chitozanas ir trivalentis chromas bei
chitozanas ir nikelio jonai, geltonai—ruda chelata formuoja chitozang. Chitozanas nesudaro
chelaty su Sarminais metalais arba su Sarminiy Zemiy metalais. Taciau chitozanas gali atskirti

pereinamyjy metaly jonus nuo Sarminiy ar Sarminiy Zemiy metalay tirpalo, sudarydamas su jais

chelatus (Yao et al., 2017).

1.1.4 Tirpumas

Cheminiu poziiiriu chitozanas yra silpna bazé ir netirpsta vandenyje bei organiniuose
tirpikliuose, taCiau gerai tirpsta net ir labiausiai praskiestose riigStyse. Romanazzi ir kolegy
(2009) atlikto tyrimo metu buvo istirtos skirtingos rtigstys (1%), siekiant jvertinti jy gebéjima
iStirpinti chitozang (1 lentelé). Nustatyta, kad chitozanas lengvai tirpsta acto, skruzdziy, pieno,
maleino, maliko, fosforo ir sukcinato rtgstyse, o $ildant tirpsta ir L-askorbo, L—glutamo bei

druskos riigstyse, taciau netirpsta galinéje ir poligalakturono riigStyse, net ir Sildant jas.

1 lentelé. Rigstys, naudojamos chitozano tirpinimui (pagal Romanazzi et al., 2009).

Rigsis Tirpalo (1%) pH Gebé¢jimas iStirpinti chitosana?
Acto 2,8 Taip
L-askorbo 2,7 Taip®
Boro 5,0 Ne
Skruzdziy 2,2 Taip
Galo 2,9 Ne
L-glutamo 2,6 Taip®
Druskos 0,6 Taip®
Pieno 2,4 Taip
Malo 15 Taip
Obuoliy 2,3 Taip
Fosforo 1,4 Taip
Poligalakturono 3,0 Ne
Sukcinato 2,6 Taip
Trans—cinaminé 2,9 Ne

& Chitozano iStirpimas rugstyje jvertintas vizualiai.

b Riigtis turéjo biiti §ildoma, kad chitozanas istirpty.
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Sio polimero tirpuma riigstinéje terpéje lemia laisvosios amino grupés protonavimas, dél
kurio NH2 virsta j NHs", o chitozanas vandeniniame tirpale tampa stirpiu katijoniniu
polielektrolitu (Muslim et al., 2018). Kai pH padidéja iki 6 ir daugiau, chitozano amino grupé
deprotonuoja, todél polimeras praranda savo kriivj ir precipituoja (Zargar et al., 2015).

Chitozano tirpumas priklauso ne tik nuo tirpiklio pH, bet ir nuo keliy kity parametry,
tokiy kaip deacetilinimo laipsnis, molekuliné masé ar biopolimero koncentracija. Kadangi
didelé chitozano molekuliné masé riboja chitozano tirpuma, tod¢l daugelyje tyrimy siekiama ja

sumazinti (Chuan et al., 2019).

1.2 Chitozano biologinés savybés

1.2.1 Bioskaidumas

Chitozanas laikomas biogiskai suyran¢ia medziaga. Sig savybe lemia tai, kad chitozanas
yra polisacharidas ir turi nutriikti galinCius glikozidinius rySius. Biopolimero skilimo greitis
priklauso nuo jo molekulinés masés, deacitilinimo laipsnio ir N-acetil D—gliukozamino lickany
pasiskirstymo (Zhang et al., 2016). RySys tarp chitozano biologinio skaidumo ir deacetilinimo
laipsnio taip pat priklauso nuo kristaliSkumo. Chitozanas yra pusiau kristalinis polimeras, jo
kristaliSkumas yra didZiausias, kai deacetilinimo laipsnis lygus 0% (chitino forma) arba 100%
(visiskai deacetilintas chitozanas), ir mazéja esant tarpiniam deacetilinimo laipsniui. Biologinio
skilimo greitis didéja, kai kristaliSkumas mazéja, tuomet chitozano deacetilinimo laipsnio verté
artima 60% (Matica et al., 2017). Taip pat yra zinoma, kad mazesnés molekulinés masés
chitozanas skaidomas efektyviau, nei turintis didesng molekuling mase (Jiang et al., 2014).

In vivo chitozanas suskaidomas fermenty, kurie hidrolizuoja gliukozamino—
gliukozamino, gliukozamino—N-acetil-gliukozamino ir N-acetil-gliukozamino—N-acetil—-
gliukozamino rySius (Yadu et al., 2017). Chitinazés, chitobiazes ir kiti fermentai, galintys
skaidyti chitozang yra placiai paplite tarp organizmy, tokiy kaip gyvinai, augalai, mielés ar
prokariotai (Lizardi-Mendoza et al., 2016). Stuburiniuose gyviinuose chitozanas dazniausiai
skaidomas lizocimo — nespecifinio fermento, esanéio visuose zinduoliy audiniuose. Be
lizocimo, Zmonése nustatyti ir trys Zmogaus chinatazés formos, kurios buvo kruops¢iai istirtos
ir parodé hidrolizinj poveikj chitozanui ir jo dariniams: tai rigstiné zinduoliy chitinazé, di—N—
acetilchitobiazé ir chitotriozidazé. Sie fermentai nustatyti plazmoje, kepenyse ir virskinimo
trakte. Biologinis chitozano skaidumas lemia netoksisky oligosacharidy susidaryma. Sie
ivairaus ilgio oligosacharidai gali biiti jtraukiami ] metabolinius kelius sintetinant glikozamino
glikanus ir glikoproteinus arba tiesiog pasalinti (Matika et al., 2017).
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In vitro chitozanas skaidomas oksidacijos, cheminés ar fermentinés hidrolizés budu.
Paprastai Sie metodai naudojami gaminant mazos molekulinés masés chitozang
kontroliuojamomis sglygomis (Ma et al., 2014). Fermentinis chitozano skaidymas vyksta
efektyviausiai, kai naudojami specifiniai, bet tuo paciu ir brangis chitinazés ir chitozanazés
grupiy fermentai, kurie gali biiti iSskiriami i§ mikroorganizmy, tokiy kaip bakterijos ar mielés,
aukStesniyjy augaly ir kt. (Kean ir Thanou, 2010). Tadiau fermentiné hidrolizé gali buti
vykdoma naudojant fermentus i§ hidrolazés glikozidinés (celiuliazés) grupés, kurie yra placiai
prieinami ir pigis. Tokius fermentus, pasizymincius aukstu hidroliziniu aktyvumu, gamina
pelésiniy gryby gentys, tokios kaip Trichoderma, Penicillium, Aspergillus ir Fusarium
(Wisniewska-Wrona, 2007).

1.2.2 Antioksidacinis aktyvumas

Reaktyvios deguonies formos (RDF) gali sukelti oksidacing Zalg organizmui. Esant
normaliam metabolizmui, organizmas apripinamas pakankumu kiekiu antioksidanty, kurie
veikia organizmo generuojamas RDF (Prashanth ir Tharanathan, 2005). Taciau per didelé RDF
gamyba arba per mazas oksidanty kiekis sukelia oksidacinj stresa, kuris gali lemti jvairius
organizmo sutrikimus ar mirtj (Essick ir Sam, 2010). Pavyzdziui, oksidacinis stresas gali lemti
vézio, diabeto, aterosklerozés, artrito ir létinio uzdegimo atsiradima ar progresa (Halliwell,
2011).

RDF gali reaguoti su aktyviais vandenilio atomais chitozano hidroksilo arba amino
grupése, to pasekoje suformuojant labai stabily makromolekulinj radikalg. Maza molekuliné
masé ir didelé koncentracija daro teigiamg poveikj chitozano antioksidaciniam aktyvumui. Be
to, nustatyta, kad didesné molekuliné masé veiksmingai mazina lipidy oksidacija (Vinsova ir
Vavrikova, 2011).

Atlikta nemaZai tyrimy, kuriuose chitozanas tiriamas kaip galimas antioksidantas.
Nustatyta, kad chitozanas slopino fosfatidilcholino ir linoleato liposomy lipidy peroksidacija
(Feng et al., 2008). Yen ir kolegy (2008) atliktame tyrime buvo tiriamas zmogaus serumo
albuminas (ZSA), kuris laikomas pagrindiniu oksidacinio streso taikiniu sergant uremija. Dél
oksidacinio streso didé¢ja ZSA karbonilo dariniy kiekis. Siame tyrime naudotas maZos
molekulinés masés chitozanas neleido susidaryti karbonilo ir hiperoksido grupéms ZSA, kuris
buvo veikiamas peroksilo radikaly. Kitame tyrime gydymas chitozanu keturias savaites
sumazino oksiduoto albumino kiekj ir padidino bendrg antioksidanty kiekj plazmoje (Anraku

et al., 2009).
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1.2.3 Biologinis suderinamumas

Biologinj suderinamumg galima apibiuidinti kaip junginio ar medziagos geb¢jimag
kontaktuoti su gyva sistema nesukeliant jai neigiamo poveikio (Vert et al., 2012; Wisniewska-
Wrona, 2007). Atlikta daugybé tyrimy in vitro, sickiant jvertinti chitozano ir chitozano pagrindu
pagaminty sistemy biologin] suderinamuma, naudojant jvairius lgsteliy tipus, tokius kaip
fibroblastai, osteoblastai, chondrocitai, endotelio lastelés, nervinés lastelés, hepatocitai,
kraujogysliy ir vézinés lgstelés. Rezultatai parodé, kad chitozanas yra netoksiskas ir gali skatinti
Siy lgsteliy adhezija bei proliferacijg. Tai rodo, kad chitozanas yra suderinamas su Siais lasteliy
tipais (Jiang et al., 2014).

In vivo chitozano pagrindu pagaminty produkty veiksmingumas jvertintas naudojant
jvairius gyviiny modelius, daZniausiai peles ir Ziurkes. Sio biopolimero toksiskumas LD50 yra
apie 16 g/kg, kuris yra panasus j druskos ar cukraus toksiskuma (Lizardi-Mendoza et al., 2016).
Kadangi chitozanas naudojamas implanty gamyboje buvo nustatyta, kad chitozano pagrindu
pagamintos implanty medziagos paprastai sukelia minimalig ar normalig svetimkiinio reakcija
(Molinaro et al., 2002). Tyrime naudotoms ziurkéms po implantacijos stebimas normalus
granuliacinio audinio formavimasis. Sie simptomai priskiriami tipikai gijimo eigai. Manoma,
kad stimuliuojantis chitozano poveikis imuninéms lasteléms gali paskatinti vietiniy lgsteliy
dauginimasi ir implantuojamos medZziagos integracija su Seimininko audiniu (Suh ir Matthew,
2000; Lizardi—-Mendoza et al., 2016).

Keleto skirtingy chitozano preparaty biologinio suderinamumo tyrimy rezultatai labai
skyreési, tai lémée chitozano fizikinés ir cheminés savybes (daugiausiai deacetilinimo laipsnis ir
molekuliné masé) bei eksperimento salygos (Agnihotri et al., 2004; Kean ir Thanou, 2010).
Buvo pranesta, kad chitozano pléveliy deacetilinimo laipsnis neturi jtakos biologiniam
suderinamumui su keratinocitais ir fibroblastais, ta¢iau turi lemiama jtaka lasteliy adhezijai ir
proliferacijai. Kuo didesnis deacetilinimo laipsnis, tuo mazesnis lgsteliy sukibimas (Chupa et

al., 2000).

1.2.4 Antimikrobinis aktyvumas

Chitozanas kelia nemaza susidoméjima dél jvairaus bioaktyvaus poveikio. Sio
biopolimero polikatijoniné prigimtis yra pagrindas sgveikaujant su baltymais, lipidais, genetine
medziaga, anijoninémis molekulémis ir kitais biologiniais junginiais (Lizardi-Mendoza et al.,
2016). D¢l Siy priezas¢iy chitozanas geba sukelti antivirusinj, priesgrybelinj ir antibakterinj
poveikj (Cheung et al., 2015).
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Antibakterinis aktyvumas

Faktiniai antibakterinio aktyvumo procesai gali vykti: 1) pasikeitus bakterijy
membranos pralaidumui, 2) jvykus plazminés membranos pazeidimui arba 3) maistiniy
medziagy patekimo blokavimui. D¢l Siy priezas¢iy gali jvykti lasteliy lizé. Chitozano
slopinamojo aktyvumo mechanizmai dazniausiai skiriasi priklausomai nuo tokiy veiksniy kaip
bakterijos rusis, molekuliné masé ar deacetilinimo lapsnis (Vinsova ir Vavrikova, 2011). Dél
skirtingy lgsteliy pavirSiaus ypatybiy antibakterinio veikimo mechanizmas skiriasi tarp

gramteigiamy ir gramneigiamy bakterijy (3 pav.).

Lipopolisacharidai
Lipoteicho ragstys ]J ~ - O-antigenas
Teicho riugstys = Porinas
Lipidas A
Fosfolipidai
Peptidoglikanas Lipoproteinai
]-— Peptidoglikanas

Periplazminé ertmé
Lastelés membrana WW— Lastelés membrana

Membranos baltymas Membranos baltymas

3 pav. Schematinis gramteigiamos (A) ir gramneigiamos (B) bakterijos apvalkalo sandaros vaizdas (pagal
Tachaboonyakiat, 2017).

Gramteigiamy bakterijy lasteliy pavirSius pasizymi didesniu hidrofiliSkumu su
neigiamai jkrautomis mokekulémis, todél teigiamai jkrautas chitozanas gali lengviau sukibti su
Siy bakterijy lastelés pavirSiumi (Younes et al., 2014). Buvo pranesta, kad tarp chitozano ir
gramteigiamy bakterijy, tokiy kaip Staphylococcus aureus, vyksta elektrostatiné sgveika su
neigiamai jkrautomis teicho riigStimis. Tai jvertinta palyginus antibakterinj poveikj S. aureus
mutantinéms bakterijoms su teicho riigSties delecija ir bakterijoms be S§ios mutacijos.
Elektrostatiné chitozano sgveika su gramteigiamy bakterijy anijoninémis teicho riigStimis gali
sutrikdyti citoplazminés membranos dinaminius procesus bei funkcijas ir lemti mazy lastelés
komponenty iStekéjima (Raafat ir Sahl, 2009).

Kadangi gramneigiamose bakterijose teicho ruigsciy néra, Iastelés sienelé yra maziau
neigiamai jkrauta, o tai jrodo, kad chitozano polikatijoniné prigimtis yra pagrindinis veiksnys,
lemiantis jo antibaktering funkcija (Tachaboonyakiat, 2017). Helander ir kolegy (2001) atlikto
tyrimo metu nustatyta, kad chitozano ir gramneigiamy bakterijy, tokiy kaip Escherichia coli,
sgveikos vietos atsiranda dél elektrostatinés sgveikos su neigiamais jkrautais lipopolisacharidais
(LPS), to pasekoje keiciasi membranos pralaidumas. Tai patvirtina tyrimai, kuriuose lyginamas
antibakterinis aktyvumas pries Salmonella typhimurium kamiena, turintj jprasta anijoninj LPS
su mutantiniu kamienu, turin¢iu katijoninj LPS (Helander et al., 2001). Elektrostatiné chitozano
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sgveika su gramneigiamy bakterijy LPS citoplazminés membranos dinamikai didelés jtakos
neturi, nes chitozanas ribojasi tik su iSorine membrana. Todé¢l gramteigiamos bakterijos yra
Zymiai jautresnés antibakteriniam chitozano poveikiui nei gramneigiamos (Raafat ir Sahl,
2009).

Galimi keli antibakterinio veikimo mechanizmai, priklausomai nuo biopolimero
molekulinés masés dydzio: 1) chitozanas, turintis didel¢ molekuling mase¢, formuoja polimering
membrang ant bakterijos pavirSiaus, kuri neleidzia maistinéms medziagoms patekti j lastele ir
2) chitozanas, turintis mazg molekuling mase skverbiasi j lgstelg dél elektrostatinés saveikos su
lastelés pavirSiumi (Zheng ir Zhu, 2003). Patekes | lastelés vidy, chitozanas geba jungtis su
bakterijy DNR, taip slopindamas geny ekspresijos profilj, jskaitant RNR, baltymy sintezg ir
peptidoglikano biosintezg (Mooduto et al., 2019).

Antibakterinis aktyvumas padidéja padidéjus chitozano deacetilinimo laipsniui. Tai
rodo, kad amino grupés, kaip aktyvios funkcinés grupés, yra biitinos antibakteriniam chitozano

veikimui (Chung ir Chen, 2008).

Priesgrybinis aktyvumas

PrieSgrybinis chitozano mechanizmo veikimas paremtas teigiamai jkrautos chitozano
amino grupés elektrostatine sgveika su neigiamai jkrauta medziaga grybo lastelés sieneléje,
pavyzdziui, fosfolipidais. Si saveika lemia chitozano membranos sluoksnio susidaryma ant
grybo lastelés, dél kurios pasikeiCia Igstelés membranos pralaidumas. Jam pasikeitus
blokuojamas maistiniy medZziagy patekimas j lastele, sukeliamas DNR, RNR ir baltymy
sintezés slopinimas bei Igstelés komponenty iStekéjimas (Qin et al., 2020). Be to, DNR, RNR
ir baltymy sintezes sutrikimus gali lemti ir chitozano patekimas j 13stelés vidy, kur Sis polimeras
jungiasi su DNR (Verlee et al., 2017). Marquez ir kolegy (2013) atlikto tyrimo metu buvo
nustatyta, kad Saccharomyces cerevisiae mieles paveikus chitozanu gali susidaryti mieliy
mutantai su geny delecijomis, kurie siejami su baltymy sinteze ir Igstelés ciklu (Marquez et al.,
2013).

Chitozanas taip pat pasizymi prieSgrybiniu poveikiu, slopindamas sporuliacijg ir spory
dygima, todel Sis biopolimeras daZnai aptariamas kaip medziaga, apsauganti nuo gedimo
vaisius, uogas ar kitus greitai pelijan¢ius maisto produktus (Gutierrez—Martinez et al., 2018).

Nustatyta, kad chitozanas turi priesgrybelinj poveikj keletui fitopatogeniniy gryby, tokiy
kaip Penicillium sp. citrusiniuose vaisiuose, Botrytis cinerea agurkuose, Phytophthora
infestans, Alternaria solani ir Fusarium oxysporum pomidoruose (Chi et al., 2015). Chitozano
molekulinés masés ir deacetilinimo laipsnio poveikis prieSgrybiniam aktyvumui skiriasi

priklausomai nuo grybo risies (Younes et al., 2014).
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Priesvirusinis aktyvumas

Daugelj mety chitozanas buvo Zinomas dél savo antivirusinio poveikio, nors i§samus
veikimo mechanizmas iSlieka nezinomas. Vienas i§ galimy chitozano priesvirusinio poveikio
mechanizmy zinduoliuose gali biiti susij¢s jo geb¢jimu griztamai suardyti lgsteliy glaudzigsias
jungtis, taip padidinant vaisto kvarbuma j Igsteles. Manoma, kad j tokias Igsteles gali patekti ir
antivirusiniai baltymai, pavyzdziui, interferonai, defensinai ar peptidai, kuriuos gamina gyviinai
reaguodami j virusing infekcija (Villa et al., 2017). Kitas veikimo mechanizmas siejamas su
viruso adsorbcijos slopinimu. Li su kolegomis (2011) aprasé chitozano pagrindu pagaminty
medziagy pritaikymg gripo viruso prevencijai ir kontrolei. Jie panaudojo chitozang ir
sialilaktozés konjugata ir nustaté, kad jis §i medziaga slopina viruso adsorbcija. Konjugato
prisijungimas prie viruso hemagliutinino pasizymi auks$tu afiniSkum, todé¢l virusas negali
prisijungti prie Seimininko lastelés.

Yra zinoma, kad chitozanas apsaugo augalus nuo virusy, kuriems btidingos skirtingos
struktiiros ir genomo ekspresijos mechanizmai, o tai rodo, kad chitozanas gali slopinti infekcija,
nepriklausomai nuo viruso tipo, stimuliuodamas paties augalo gynybos mechanizmus (lriti ir
Varoni, 2015). Manoma, kad chitozanas gali saveikauti su chromatinu ir tiesiogiai paveikti geny
raiSka, lemianciy gynybiniy reakcijy suzadinimg, dél kuriy slopinamas viruso dauginimasis
(Malerba ir Cerana, 2016).

Chitozanas ir jo dariniai gali sukelti antiretrovirusinj poveikj keliais mechanizmais. Jis
gali: 1) veikti kaip konkurencinis atvirkstinés transkriptazés (RT) inhibitorius (nukleozidy,
nukleotidy ir nenukleotidy RT inhibitorius), 2) slopinti proteaze, 3) slopinti ZIV—1 sukelian¢ios
sincitijos formavimasi, 4) saveikauti su CD4 molekulémis ir 5) slopinti ZIV—1 gp120 jungimasi
prie Seimininko (Tachaboonyakiat, 2017). Skirtingos molekulinés masés chitozano
priesvirusinis aktyvumas ZIV—1 buvo jvertintas naudojant sulfatuota chitozana, kurio
molekuliné masé 1-10 kDa (Artan et al., 2010). Buvo nustatyta, kad kuo didesné molekuliné
masé, tuo labiau slopinamas sincitijos formavimasis ir geny replikacija, efektyviausiai infekcijg
slopino (gp120-CD4 suri$imo slopinimas) chitozanas, kurio molekuliné masé buvo 3000-5000

Da. Sie rezultati teikia vilties, kad chitozanas gali bti pritaikytas ZIV gydyme.

1.3 Chitozano Saltiniai

1.3.1 Komerciniai Saltiniai

Chitinas, i§ kurio iSgaunamas chitozanas, yra antras daZniausiai aptinkamas

polisacharidas gamtoje po celiuliozés ir gausiausiai randamas polisacharidas jurinéje
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ekosistemoje. Kasmet vandenyno organizmy pagaminta chitino masé siekia 10*2-10'* kg
(Yadav et al., 2019). Pagrindiniai komercinés chitozano gamybos Saltiniai yra véziagyviai.
Dazniausiai naudojami krabai ir krevetés, nes jie lengvai prieinami kaip jlros gérybiy
perdirbimo pramonés atliekos. Daugiausiai chitino randama véziagyviy egzoskelete, Cia
chitinas sudaro 13—-15% kraby ir 14-27% kreveciy perdirbamy atlieky sausosios masés (Elsoud
ir Kady, 2019).

Nors §is komercinio chitino Saltinio pasirinkimas yra draugiSkas aplinkai, nes perdirbtos
maisto atliekos gali biiti panaudotos kitose srityse, jis turi ir trikumy. Chitino i§skyrima i§
véziagyviy riboja jiiriniy organizmy sezoniné kaita, dél skirtingy rtiSiy pasireiSkiantis biomasés
nevienalytiSkumas, alergenai bei didelis mineraly kiekis, kurio perdirbimo procesas uzima daug
laiko bei reikalauja grieztesniy proceso salygy (Bastiaens et al., 2019). Dél 8iy priezas¢iy nuolat

ieSkomi ir tiriami potencialiis chitino i§skyrimo Saltiniai.

1.3.2 Alternatyviis Saltiniai

Mikroskopiniai grybai

Mikroskopiniai grybai (mikromicetai) — tai grybai, kuriy sporos, konidijos ir Kiti
vaisiakiinius iSauginantys organai gerai matomi tik per mikroskopa. Mikromicetai yra labai
gyvybingi, plaiai paplitg, prie jvairiy aplinkos salygy prisitaikantys mikroorganizmai,
gebantys aktyviai sintetinti ir j aplinka isskirti mikotoksinus. Dazniau aptinkamos mikromicety
gentys yra §ios: Acremonium, Alternaria, Aspergillus, Botrytis, Candida, Cylindrocarpon,
Fusarium, Mucor, Monilia, Penicillium, Rhizomucor, Rhizopus, Sclerotinia, Verticillium,
Zygorhynchus (Lugauskas, 2009).

Dalis mikroskopiniy gryby vadinami pelésiniais grybais arba pelésiais (Masteikiene,
2002). Tai puky pavidalo arba aksominés apnasos, kurias sudaro micelio hifai, i$sidéste
substrato (augaly, gyvininés ir augalinés kilmés liekany) pavirSiuje arba jo viduje (Lugauskas,
2009; Prigodina LukoSiené ir Kutorga, 2014). Pelijimg daznai sukelia Rhizopus, Fusarium,
Aspergillus, Mucor ir Penicillium genc¢iy mikroskopiniai grybai (Lugauskas, 2009).

Daugumoje gryby chitinas aptinkamas kaip pagrindinis Igstelés sienelés fibrilinis
polimeras, palaikantis lastelés vientisuma, struktiirg ir forma. Kai kurie mikroskopiniai grybai
pasizymi itin dideliu chitino kiekiu lasteliy sienelése ir septose (Alagesan et al., 2016).
Pavyzdziui, Mucor rouxii micelyje chitinas sudaro 53%, Aspergillus niger 33%, Aspergillus
furnigatus 24%, Penicillium sp. 43% visos micelio masés (Latha ir Suresh, 2013).

Chitino ir chitozano gamyba i§ mikroskopiniy gryby micelio pastaruoju metu sulaukia
vis didesnio démesio dél reikSmingy pranaSumy lyginant su Sios produkcijos gamyba i§

17



véziagyviy (Elsoud ir Kady, 2019). Mikroskopiniy gryby micelyje yra maZziau neorganiniy
junginiy, todél chitino gamyboje nereikia demineralizacijos etapo, be to micelyje néra alerginiy
baltymy, kurie randami véziagyviuose. Siy gryby micelj galima i$gauti fermentuojant, todél
toks chitinas ir chitozanas turi gana pastovias savybes, 0 jo prieinamumas nepatiria nei
geografiniy, nei sezoniniy apribojimy (Muslim et al., 2018).

Chitinas gali buti i$skiriamas i§ mikroskopiniy gryby, naudojamy komercingje
gamyboje (2 lentel¢). Gryby Saltinius, turinius komercinio chitino/chitozano gamybos
potencialo, galima suskirstyti j tris kategorijas:

1) biotechnologijy pramonés gryby biomasés atliekos,
2) grybai, kurie yra fermentuojami dél didelio Siy polimery kiekio juose,
3) grybai, naudojami kitiems jy nattiraliai gaminamiems produktams i$gauti (Ghormade et al.,

2017).

2 lentelé. Procesai ir juose naudojami mikroskopiniai grybai, kuriy biomasés atliekos yra potencialus
chitino/chitozano $altinis (pagal Ghormade et al., 2017).

Procesas Mikroskopiniy gryby rusis
Alaus ir kepiniy gamyba Saccharomyces cerevisiae, S. carlbergensis.
Antibiotiky ir kiti vaisty gamyba — ciklosporino, Aspergillus terreus, Aspergillus nidulans, Claviceps
cefalosporino, echinokandino B, penicilino ir kt. pupurea, Penicillium chrysogenum, P. griseofulvum.

Organiniy riig8¢iy gamyba — citrinos, fumaro, itakono, pieno | Aspergillus. niger, A. terreus, Mucor rouxii, Rhizopus

rugsties ir kt. arrhizus, R. oryzae.

Fermenty gamyba - amilazés, amilogliukozidazés, | Aspergillus oryzae, A. niger, A. awamori, Mucor miehei,
katalazés, lipazés, lakazés, proteazés, pektinazés, §liuzo | Penicillium funiculosum, P. citrinum, Pyricularia oryzae,

fermento ir kt. Rhyzopus oryzae, Trichoderma viride, Trichoderma reesei.

Kinijos vaisty pramonés asociacija praneseé, kad daugiau nei 80% visos antibiotiky
produkcijos sudaro penicilinas, kurj gamina kai kurios Penicillium r@isys. Proceso metu susidaro
1,2 milijono tony biologiniy atlieky, daugiausia Penicillium micelio biomasés. I8 tokio didelio
atlieky kiekio galima i8skirti chitozana, kurio kiekis gali siekti 57 g/kg sausos biomasés ir turéti
deacetilinimo laipsnj lygy 86% (Ebrahimzadeh et al., 2013; Ghormade et al., 2017).

Kai kuriy rii§iy gryby sieneléje randama ir paties chitozano. Zigomicety klasés Mucor,
Absidia, Benjaminiella, Cunninghamella, Gongronella ir Rhizopus gentys pripazintos kaip
vertingas chitozano Saltinis. Nustatyta, kad sausoje gryby biomaséje chitozano yra 1-10%, 0 jo
deacetilinimo laipsnis siekia 83-94%. Chitozanas néra sintetinamas tiesiogiai, o yra
iSgaunamas i$ chitino, veikiant deacetilazés fermenty. Toki polisacharidg galima iSskirti taikant

maziau ekstremalias procediiras (Bastiaens et al., 2019).
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Vabzdziai

Chitino yra vabzdziy egzoskelete, taip pat vidinése struktirose, tokiose kaip
virS§kinamasis traktas, trachéjy sistema, lytiniai takai ar jvairtis odos liauky latakai (Zhu et al.,
2016). Chitino kiekis skirtingose vabzdziy rusyse labai skiriasi. Pavyzdziui, naminése bitése
(Apis mellifera) chitinas sudaro 23-32%, SirSuoluose (Vespa crabro) 2-10%, kolorado
vabaluose (Leptinotarsa decemlineata) 7—10%. Taip pat chitino kiekis priklauso nuo vabzdzio
gyvenimo ciklo stadijos (Kaya, Sofi, Sargin, & Mujtaba, 2016).

Pastaraisiais metais sparciai iSaugo baltymy gamyba i§ agrariniy atlieky, naudojant
vabzdzius. D¢l to atsirado gausus chitino Saltinio srautas, kurj sudaro subrendusiy lervy iSnaros,
liku¢iai po nérimosi ir negyvi vabzdziai. Palyginti su véziagyviais, vabzdziy Saltinis yra
homogeniSkesnis (dazniausiai vienos riiSies) ir turi mazesnj mineraly kiekj nei véziagyviai
(Jardine ir Sayed, 2016). Taciau chitino iSskyrimas i§ vabzdziy kol kas atlickamas tik
laboratoriniu mastu, nes S§is procesas yra mazai iStirtas ir laikomas salyginai nauja sritimi

(Bastiaens et al., 2019).

Moliuskai

Moliuskai, kaip chitino $altinis, kelia susidoméjima dél didelio Siy organizmy atlieky
kiekio, liekancio po apdorojimo maisto perdirbimo sektoriuje. Kai kuriy galvakojy moliusky,
tokiy kaip kalmary, sepijy ir aStuonkojy endoskeleto sausoje maséje chitino kiekis gali siekti
6-40%, o dvigeldziy moliusky, pavyzdziui, austriy kriauklése 3—6% (Kurita, 2006; Hamed et
al., 2016).

Taciau pramoninio masto chitino i§skyrimg i§ moliusky riboja tai, kad chitinu gausios
sritys galvakojuose moliuskuose sudaro tik nedidel¢ viso kiino dalj, o pilvakojy moliusky

kriauklése chitino kiekis yra santykinai mazas (Abdelmalek et al., 2017).

1.4 Chitozanas nanotechnologijoje

1.4.1 Nanodaleliy Kklasifikacija

Nanodalelés apibiidinamos kaip kietosios dalelés, kuriy matmuo yra maZesnis nei 100
nm (Teleanu et al., 2018). Nanodalelés turi unikalias fizikines, chemines ir biologines savybes
nanoskaléje, lyginant su atitinkamomis dalelémis, esan¢iomis aukStesniu mastu. Taip yra todél,
kad ttringos medziagos (ang. bulk material) turi santykinai pastovias savybes, nepriklausomai
nuo jy dydzio, taciau mazéjant medziagos daleliy dydziui, didéja pavir§iaus atomy procentas,
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to pasekoje didéja ir daleliy reaktyvumas, stabilumas, mechaninis stiprumas ir kt. (Ealias ir
Saravanakumar, 2017; Divya ir Jisha, 2017).

Nanodalelés yra placiai suskirstytos j jvairias kategorijas, priklausomai nuo jy ypatybiy,
pavyzdziui, morfologijos, dydzio, sudéties, formos ir kt. Toliau pateikiamos nanodaleliy klasés,
suskirstytos remiantis jy kilme (4 pav.). Tai organinés, neorganinés ir anglies pagrindo

nanodalelés (Ealias ir Saravanakumar, 2017)

Nanodalelés
T
Organinés Neorganinés Anglies pagrindo
T T T
Polimerinés Dendrimerai Liposomos Miceles Feritinas Metalo Metalo oksido Fulerenai Grafenas Anglies
nanodalelés I peeske nanovamzdeliai
“/ /ﬁ‘.
— Ve =000
e LA %
Ty Q)*)j/

4 pav. Nanodaleliy klasifikacija pagal jy pobidi.

Organinés nanodalelés

Organinéms nanodaleléms priskiriami dendrimerai, micelés, liposomos, feritinas ir
polimerinés nanodalelés. Sios nanodalelés yra biologiskai skaidzios, netoksiskos, o kai kurios,
tokios kaip micelés ir liposomos turi tus¢iavidure Serdj, dar Zinomg kaip nanokapsule (Serdies
ir apvalkalo struktiira, kurioje polimeras supa Serdj) (Ealias ir Saravanakumar, 2017).

Polimerinés nanodalelés yra struktiros, sudarytos i§ polimery, surinkty kaip
nanokapsulé arba nanosfera (polimero matricos sistema) (Frank et al., 2020). Polimerinés
nanodalelés yra struktiiros, sudarytos i§ sintetiniy arba natiiraliy polimery. Placiausiai
naudojami sintetiniai polimerai yra polilaktidy, polilaktidy—poliglikolidy kopolimerai,
polikaprolaktonai ir poliakrilatai. Tarp jvairiy natiiraliy polimery placdiai iStirtas alginatas,
albuminas ir chitozanas. Organinés nanodalelés del gebéjimo jnkapsuliuoti arba absorbuoti

vaistus dazniausiai naudojamos kaip vaisty pernaSos sistemos (Pund ir Joshi, 2017).

Neorganinés nanodalelés

Neorganinéms nanodaleléms pagrindinai priskiriamos metalo pagrindo nanodalelés,
tokios kaip sidabro, aukso, gelezies, vario, aliuminio, kadmio, kobalto ir cinko bei metaly
oksidy pagrindu pagamintos nanodalelés, jskaitant titano oksidg, gelezies oksida, cezio oksido,

ir cinko oksida. Sios dalelés pasizymi pagerintomis savybémis, palyginti su jy metalo dalelémis
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(Teleanu et al., 2018). Dél savo pazangiy optiniy savybiy neorganinés nanodalelés yra
pritaikomos daugelyje tyrimy sri¢iy, pavyzdziui, aukso nanodaleliy danga placiai naudojama
méginiy padengimui skenuojancioje elektroninéje mikroskopijoje (SEM, siekiant sustiprinti

elektroninj srauta, kuris padeda gauti aukstos kokybés vaizdus (Khan, 2017).

Anglies pagrindo nanodalelés

Nanodalelés, pagamintos tik i§ anglies, zinomos kaip anglies pagrindo nanodalelés. Jos
gali buti klasifikuojamos j fulerenus, grafeng, anglies nanovamzdelius, anglies nanopluostus,
juodaja anglj, o retais atvejais ir j nano dydzio aktyvintg anglj (Ealia ir Saravanakumar, 2017).
Tokios nanodalelés turi platy pritaikyma biomedicinoje, pavyzdziui, vaisty pernasoje, v€zio

terapijoje, lasteliu ir audiniy vaizdavime (Patel ir Kim, 2018).

1.4.2 Chitozano nanodaleliy paruo$imo budai

ISskiriami du pagrindiniai nanodaleliy paruosimo biidai: ,,top—down* ir ,,bottom—up* (5
pav.). ,,Top—down* metodui biidingas dideliy molekuliy i§skaidymas iki mazesniy, kurios gali
biiti paver¢iamos ] nanodaleles. Paprastai tai pasiekiama naudojant malima, aukSto slégio
homogenizavimg ar ultragarsa. ,,Bottom—up* metodo principas yra prieSingas, ¢ia nanodalelés
sintetinamos i§ palyginti paprastesniy medziagy, taikoma precipitacija ir tirpiklio perkélimas
(Divya ir Jisha, 2018; Khan et al., 2019). Dazniausiai chitozano nanodaleliy sintezei taikomas
,,bottom—up* budas ir tik retais atvejais ,,top—down* budas (Wijesena et al., 2015). Daznai
chitozano  nanodaleliy  sintezei  taikomi ,bottom—up“ motodai yra: joniné
geliacija/polielektrolity kompleksavimas, emulsijos laSeliy suliejimas, emulsijos tirpiklio

difuzija, atvirkstiniy miceliy sudarymas, desolvacija.

» Top=down* metodas ~Bottom-up* metodas

Tiringa medziaga Milteliai Nanodalelés Klasteriai Atomai

5 pav. ,, Top—down" ir ,,bottom—up* nanodaleliy sintezés buidai.
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Jonineé geliacija/polielektrolity kompleksavimas

Sio metodo veikimas pagrjstas saveika tarp teigiamai jkrauty chitozano aminogrupiy ir
anijonino, pavyzdziui tripolifosfato (TPP) (6 pav.). Chitozanas istirpinamas rigstiniame tirpale,
] tirpalg pridedamas stabilizatorius ir polianijonas. Tarp Siy dviejy medziagy dél elektrostatiniy
jégy susidaro kompleksas, todél jvyksta joniné geliacija. Po polianijono pridé¢jimo nanodalelés

susidaro spontaniskai (Naskar et al., 2019).

&

>

.'
S

Q ®

6% o

Chitozano tirpalas Chitozano/TPP
nanodalelés

6 pav. Jonings geliacijos/polielektrolity kompleksavimo metodo scheminis vaizdas.

Joniné geliacija yra tinkamiausias terminas apibtidinti procesa, kai chitozano geliacija
indukuoja mazos anijoninés molekulés, tokios kaip fosfatas, citratas, sulfatas, o polielektrolity
kompleksas susidaro, kai vietoj mazy molekuliy naudojamos anijoninés makromolekulés,
tokios kaip dekstrano sulfatas, natrio alginatas, karageninas, gliukomananas, pektinas,

heparinas, taip pat baltymy molekulés ar DNR (Grenha, 2012).

Emulsijos laseliy suliejimas

Siuo metodu gaunama stabili vandens aliejuje emulsija, jpilant vandeninj chitozano
tirpala kartu su vaistu ] skysto parafino ir stabilizatoriaus miSinj, kuris greitai
homogenizuojamas. Lygiagreciai gaminama dar viena stabili vandens aliejuje emulsija,
pridedant natrio hidroksido j skysto parafino ir stabilizatoriaus misinj, kuris taip pat greitai
homogenizuojamas. SumaiSius dvi gautas emulsijas, abiejy emulsijy laseliai atsitiktinai
susitinka ir sukimba, todél chitozano laSeliai precipituoja ir sudaro nanodaleles (7 pav.)
(Naskar, et al., 2019).
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Chitozanas
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Greitas
homogenizavimas
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+ stabilizatorius aliejuje
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%ﬁOH
/ Chitozann

dengtos nanodalelés
Greitas
homogenizavimas

l

SKkystas parafinas Vandens
+ stabilizatorius aliejuje
emulsija

7 pav. Emulsijos laseliy suliejimo metodo scheminis vaizdas.

Emulsijos tirpiklio difuzija

Toks nanodaleliy paruo$imo biidas apima organinés fazés (pvz., metileno chlorido ir
acetono), turincios hidrofobinj vaista, pridé¢jimg | vandeninj faze, kurioje yra chitozano ir
stabilizatoriaus (pvz., poloksamero ir lecitino) (8 pav). Dél to susidaro aliejaus vandenyje
emulsija, kuri toliau homogenizuojama aukSto slégio sglygomis. Metileno chloridas
paSalinamas sumazintame slégyje. Siame etape acetonas difunduoja j vandening fazg,
mazindamas chitozano tirpuma, todél nusodinant polimerus susidaro nanodalelés. Paprastai
pridedamas papildomas vandens kiekis visiskai acetono difuzijai (Grenha, 2012; Divya ir Jisha,

2017).

Metileno chloridas
+ acetonas
+ vaistas

Metileno
chlorido
igaravimas

AukSto slégio
homogenizacija

Acetono difuzija
{ vandening faze

Chitozanas Al'lt'_juus " Chitozano
+ stabilizatorius vandenyje emulsija nanodalelés

8 pav. Emulsijos tirpiklio difuzijos metodo scheminis vaizdas.

Atvirkstiniy miceliy sudarymas
AtvirkStinés micelés yra vanduo aliejaus laseliuose, prieSingai nei jprastos micelés,

susidarancios aliejuje vandens aplinkoje. Pagal §j metoda lipofiliné¢ pavirSiaus aktyvioji
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medZiaga (pavyzdziui, natrio bis(etiloheksil) sulfosukcinatas arba
cetiltrimetilamoniobromidas) iStirpinama tinkamame organiniame tirpiklyje (pavyzdziui, n—
heksane). Sis etapas skirtas paruoti organinei fazei vandens aliejuje emulsijai (9 pav.). Tada j
organine faze pridedama vandeniné faze, kurioje yra chitozanas, vaistas ir glutaraldehidas, kuris

dedamas siekiant i§vengti drumstumo. Nanodalelés iSgryninamos iSgarinus tirpiklj (Grenha,

2012; Naskar et al., 2019).
(‘hitoz?qu tirpalas
g,:;i'::::m.m
g

@]

Vandens aliejuj Isij
Bis(etiloheksil) sulfosukcinatas ancens allejuje emuisija

+ n-heksanas Chitozano nanodalelés

9 pav. Atvirkstinés micelizacijos metodo scheminis vaizdas.

Desolvacija

Taikant desolvacija, | 1§ anksto paruosta chitozano tirpalg jlasinamas su tirpikliu
konkuruojantis agentas, pasizymintis didesniu hidrofiliskumu (pavyzdziui, natrio sulfatas). Kai
druska patenka j salytj su chitozano tirpalo vandenine aplinka, d¢l didesnio vandens afiniSkumo
druskai vyksta laipsniS$kas chitozang supancio vandens pasSalinimas (10 pav). Padidéjus

chitozano molekuliy sgveikai susidaro nanodalelés (Jiang et al., 2018).

Natrio sulfatas

o ©
@]

o]

Chitozanas Chitozano
+ stabilizatorius nanodalelés

10 pav. Desolvacijos metodo scheminis vaizdas.

Skirtingas chitozano nanodaleliy iSgavimo buidy taikymas gali lemti skirtingas S$iy
daleliy savybes, pavyzdziui dydj, krivj. Sie savybiy skirtumai gali turéti jtakos nanodaleliy

funkcijoms. Taciau be paruoSimo biido, galutinés nanodaleliy savybés taip pat gali priklausyti
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nuo keliy kity parametry, tokiy kaip medziagy koncentracijos, jy santykis, reakcijos laikas,

chitozano molekuliné masé ir deacetilinimo laipsnis ir kt. (Grenha, 2012).

1.4.3 Chitozano nanodaleliy panaudojimas

Chitozanas, kaip medziaga gebanti formuoti nanaodaleles, tyrin€¢jama paskutinj
desimtmetj. Dazniausiai Sis biopolimeras tiriamas kaip kontroliuojamy aktyviyjy ingredienty
iSskyrimo sistema (Divya ir Jisha, 2018).

Yra keli mechanizmai, kurie lemia aktyviyjy ingredienty iSsiskyrima i$ chitozano
nanodaleliy, tai 1) polimero iSbrinkimas, 2) adsorbuoto ingrediento difuzija, 3) ingrediento
difuzija per polimering matrica, 4) polimero erozija ar degradacija ir 5) erozijos bei degradacijos
derinys. Taip pat galimas nuo pH priklausomas aktyviyjy ingredienty i$siskirimas dél chitozano
tirpumo (11 pav.) (Mohammed et al., 2017).

S Difuzija
. T . . . Iibrinkimas
Polimero matrica ., .
Erozija

11 pav. Aktyviyjy ingredienty iSskyrimo i$ chitozano nanodaleliy mechanizmai.

D¢l savo unikaliy biologiniy, fizikiniy ir cheminiy savybiy chitozano nanodalelés turi
platy pritaikyma farmacijoje, pavyzdziui, vaisty pernasoje, vakciny kiirime, vézio gydyme, taip
pat tokiose srityse kaip Zemdirbysté, kosmetikos gamyba, maisto pramoné, aplinkos apsauga ir

kt. (Divya ir Jisha, 2017).

Vaisty pernasa

vairiose biomedicinos srityse chitozanas pla¢iai naudojamas kaip daleles formuojantis
ir pavir§iy dengiantis polimeras. Chitozanu gali buti padengiamos polimerings, lipidinés ar
metalo (arba metalo oksido) pagrindu pagamintos nanodalelés, kurios jprastai naudojamos kaip
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vaisty ar kity veikliyjy medziagy nesikliai (Agotegaray et al., 2016; Cé et al., 2016). Daugybé
tyrimy in vitro ir in vivo parodé, kad nanonesikliy pavir§iy modifikavimas, padengiant juos
chitozanu, gali suteikti daug privalumy: 1) pageréja fizikinis ir cheminis stabilumas; 2)
kontroliuojamas vaisto iSsiskyrimas; 3) skatinama mukoadhezija ir skverbimasis j audinius; 4)
moduliuojama Igsteliy sgveika (Igsteliy jsisavinimas ir toksiSkumas) (Frank et al., 2020).

Chitozanas gali formuoti polimerines nanodaleles, pritaikytas jvairiems geriamyjy
vaisty vartojimo tikslams. Pavyzdziui, nustatyta, kad zaliojoje arbatoje randamy flavanoidy
katechino ir epigalokatechino prasta absorbcija per Zarnyno membranas Zymiai pageréja Siuos
antioksidantus inkapsuliavus j chitozano nanodaleles (Mohammed et al., 2017).

Nanodalelés gali buti pritaikomos vaisty pernasai per nosj i kvépavimo takus, smegenis
ar kraujotaky. Taciau Cia susiduriama su problema, kad vaistams, kurie nepereina nosies
gleivinés barjero, atliekamas mukociliarinis klirensas. Nustatyta, kad karbamazepino (vaistas,
naudojamas gydant epilepsija), karboksimetilchitozano nanodalelés pasizymi geresnémis
mukoadhezinémis savybémis ir tikslesniu nukreipimu j smegenis nei pats karbamazepinas (Liu
et al., 2018). Taip pat nustatyta, kad estradioliui (lytinis hormonas, naudojamas Alzheimerio
ligos gydymui ir prevencijai) | organizmg patenkant per burna, sukeliamas mazas $io hormono
pagausé¢jimas smegeny skystyje. Taciau estradiolio—chitozano nanodaleléms patekus per nosj,
hormono smegeny skystyje Zymiai pagauséja. Sie rezultatai rodo, kad estradioliui j organizma
patenkant per nosj chitozano nanodaleliy sudétyje, jis yra tiesiogiai perduodamas j smegenis

(Mohammed et al., 2017).

Vezio terapija

Geny pernasoje chitozanas apsaugo plazmidés DNR nuo nukleozinio suardymo,
sudarydamas polioelektrolity kompleksa su neigiamai jkrauta DNR. Si apsauga pagerina
transfekcijos efektyvuma (Garg et al., 2019). Laikoma, kad katijoniniai polimerai ir lipidai yra
perspektyviis geny perne$imo agentai plataus masto gamybai ir komerciniam naudojimui kaip
nevirusiniai vektoriai. Deng su kolegomis (2014) gydant krities vézj paruosé¢ miRNR-34a
(endogeninj navika slopinancig molekulg) ir doksorubicing padengtus hialurono ragsties ir
chitozano nanodalelémis. Atlikti in vivo ir in vitro tyrimai parod¢, kad $ios nanodalelés yra
sekminga dviguba nanoneSikliy sistema, tiekianti tiek doksorubicing, tick miRNR-34a |
tikslines lgsteles.

Barbieri su kolegomis (2015) pranesé, kad prieSvézinio vaisto tamoksifeno
prasiskverbimas per zarnyno epitelj padidéjo inkapsuliavus tamoksifeng j lecitino—chitozano
nanodaleles. Tokj veikimg lemia teigiamg kriiv] turinio chitozano sgveikavimas su neigiamg
kriiv} turin¢iomis epitelio Igstelémis.
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Skiepy pernasos sistema

Kai kurie vakciny tiekimo sistemy tyrimai rodo, kad nanodaleliy tiekimas gali padidinti
antigeny ar adjuvanty jsisavinimg antigeng prezentuojanciose lgstelése bei padidinti imuninj
atsakg. Nustatyta, kad in vivo chitozano nanodalelés gali padidinti enoksaparino absorbcija per
burng, perneSant mazos molekulinés masés heparing ir enoksaparing. [rodyta, kad chitozano
nanodalelés yra veiksmingos sukuriant imunitetg prie§ Vibrio genties bakterijas, nes apsaugo
padengta antigeng nuo rigStinio ir fermentinio skilimo organizme. Be to, chitozano
nanodalelés, kuriy sudétyje yra monofosforilo lipido A sukelia stipresnj imuninj atsakg nei pats

monofosforilo lipidas A (Naskar et al., 2019).

Zemdirbysté

Natiiralis produktai yra neprilygstamas visy sintetiniy agrocheminiy medziagy
pakaitalas zemés iikyje, siekiant sumazinti neigiama poveikj aplinkai. PraneSama apie daugybe
zemés iikyje naudojamy nanomedziagy, kuriy pagrinda sudaro chitozanas. Sios medziagos daro
teigiamg poveiki sodinuky augimui ir vystymuisi, maistiniy medziagy pasisavinimo
efektyvumui, augaly augimui, antimikrobiniam aktyvumui, ligy kontrolei ir augaly gynybos
mechanizmo sustiprinimui (Choudhary et al., 2019).

Pagrindinis inkapsuliavimo j chitozano matricg pranasumas yra tas, kad tai apsaugo
veikligsias medziagas nuo aplinkos poveikio. Pastaraisiais metais siekiama sukurti chitozano
nanodaleles, pasiZymin¢ias kontroliuojamu inkapsuliuoty agrocheminiy produkty
atpalaidavimu, tokiy kaip makroelementai, mikroelementai, pesticidai ar herbicidai (Kashyap
et al., 2015).

Dél toksisky medziagy, tokiy kaip pesticidai, inkapsuliavimo chitozano polimere, jos
tampa maziau toksiSkos ir suteikia daugiau galimybiy tiekti jas augalams ilgesnj laika
(Choudhary et al., 2019). Oliveira ir kolegy (2018) atliktame tyrime buvo jvertintas
chitozano/gumiarabiko nanodalelése inkapsuliuoto geraniolio biologinis aktyvumas baltojo
drugio Bemisia tabaci atzvilgiu. Preparatas apsaugojo geraniolj nuo skilimo UV spinduliuotéje,
0 in vitro issiskyrimas vyko pagal difuzijos mechanizma, kuriam jtakos turéjo temperatiira.

Buvo nustatyta, kad tokio tipo preparatas gali biiti naudojamas kenkejy kontrolei.

Maisto pramoné
Chitozano nanodalelés daznai naudojamos inkapsuliuojant naudinggsias medziagas,
siekiant iSsaugoti Siy medziagy savybes bei apsaugoti jas nuo oksidacinio poveikio.
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Nesociosiyjy riebaly rigsciy, kaip maisto papildy, vystyma riboja riebaly oksidacija ir
hidrolizé. Chitozanas yra itin efektyvus stabilizuojant aliejaus vandenyje emulsijas,
adsorbuodamasis ant aliejaus laselio pavirSiaus, mazindamas pavirSiaus jtampg ir formuodamas
apsaugines membranas aplink lipidg (Zhao et al., 2011).

Natiiraliis konservantai — eteriniai aliejai paprastai pasizymi jautrumu Silumai, Sviesai,
spaudimui ir deguonies poveikiui, todél juos padengiant chitozano miSinio sluoksniu pageréja
jvairos savybés, jskaitant antiparazitinj poveikj prieS Stegomyia aegypti ar Aedes sp. lervas
(Akbari—Alavijeh et al., 2020).

Mazas vitaminy stabilumas ir didelis jautrumas aplinkos saglygoms yra pagrindiniai
i$$kiai naudojant vitaminus maisto pramonéje. Siai problemai spresti pasitlyta naudoti
chitozano pagrindu pagamintas nanodaleles. Azevedo su mokslininky grupe (2014) sukiiré
alginato/chitozano nanodaleles, skirtas inkapsuliuoti vitaming Bj, kurios zymiai padidino
eteriniy aliejy stabiluma.

Daugybe mety naudoty nesuyranciy ar sunkiai yran¢iy naftos kilmés maisto pakuociy
naudojimas salygojo plastiko atlieky kaupimasi aplinkoje ir kelia didelj susirdpinima. Si
problema gali biiti sprendziama pritaikant chitozano pagrindo pléveles maisto pakuociy
gamyboje. Tokiy pléveliy sudétyje sitiloma naudoti chitozano ir su juo kombinuojamas
nanodaleles. Sios plévelés gali pakeisti plastika maisto produkty pakavimui taip sumaZinant
aplinkos uzterStumg (Radhakrishnan ir Glucose, 2015).

Chitozano amino grupés leidzia Siam biopolimerui pritaikyti modifikacines reakcijas bei
sgveikauti su kitomis molekulémis. Puikios $io polisacharido savybés, pavyzdZiui, biologinis
suderinamumas, biologinis skaidumas, biologinis aktyvumas, netoksiSkumas ir geros
adsorbcijos savybés daro chitozang tikétina alternatyva pramoniniu biidu iSgaunamiems
sintetiniams polimerams. Be to, Sios savybés suteikia galimybe¢ chitozang pritaikyti vaisty
pernasoje, kur jis naudojamas kaip nanodaleliy pagrindas, kuriose perneSamos inkapsuliuotos
ar absorbuotos bioaktyvios medziagos. Nepasisant to, pagrindinis chitozano pritaikymo
galimybiy plétojima ribojantis veiksnys yra prastas tirpumas Sarminéje terpéje, dél kurio dalis
potencialiy panaudojimo sri¢iy tampa netinkamomis. Kitas, ne maziau svarbus aspektas yra tai,
kad nors chitozano toksiskumas prilyginamas minimaliam, chitozano dariniy, tokiy kaip
chitozano nanodalelés, toksiSkumas yra vis dar tiriamas ir gali kisti priklausomai nuo jvairiy
chitozano savybiy, tokiy kaip molekuliné mase, deacetilinimo laipnis, taikomos modifikacijos
bei molekuliy tipo, su kuriomis sgveikaujama (Mohammed et al., 2017).

Chitozano iSskyrimas i§ mikromicety yra daug Zadantis, nes toks negyviininés kilmés
objektas jvairiais aspektais yra pranasesnis nei iSskyrimas i§ véZziagyviy, taciau tokio tipo
ektsrakcijai reikalingas proceso sglygy optimizavimas ir metodo standartizavimas.
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2. METODIKA

2.1 Darbe naudotos medZziagos, prietaisai, terpés

2.1.1 Darbe naudotos medziagos

NaOH, CH3COOH, NaCl, kazeino peptonas, agaras, chitinas, gliukozé (Carl Roth,
Vokietija), polimiksino B sulfatas (INC, JAV).

2.1.2 Darbe naudoti prietaisai

Automatiné purtyklé 1083 (GFL), BMR spektrometras Avance 400 SB (Bruker),
centrifuga Joaun KR 250i (Thermo electron corporation), FTIR spektrometras Alpha (Bruker),
laminaras MARS 1200 (Labogene), pH matuoklis 766 (Knick), magnetiné maisyklé RH basic
2 (IKA®), svarstyklés EG 420-3NM (Kern), skenuojantis elektroninis mikroskopas SU-70
(Hitachi), Sviesinis mikroskopas CX21FS1 (Olympus), termostatas (25 °C) BD 115 (Binder),
termostatas (55 °C) BD 115 (Binder), traukos spinta SCALA 1200 (WALDNER).

2.1.3 Darbe naudotos mitybinés terpés

Saburo 2 % gliukozés agaras (Carl Roth) su polimiksino B sulfatu (50 pg/ml) naudotas
pelésiniy gryby kultivavimui ir gryninimui Petri IékStelése.

Saburo 2 % gliukozés sultinys (2 % gliukozé, 1 % peptonas) su polimiksino B sulfatu
(50 pg/ml) naudotas Penicillium sp. spory kultivavimui.

Terpés sterilintos autoklavuojant 20 min, esant 121 °C temperatiirai.

2.2 Pelésiniy grybuy iSskyrimas ir auginimas

2.2.1 Paséliy paémimas

Mikromicety paseliai paimti i§ oro ir nuo skirtingy substraty: darZoviy, vaisiy ir maisto
produkty. Imant pasélius i$ oro, Petri 1ékstelé su Saburo agaru atidengta ir palikta aplinkoje 15
min. Imamt pasélius nuo skirtingy substraty su pelésiu, pelésiniy gryby biomasé paimta sterilia

Kilpele ir perkelta j Petri 1€kstele su Saburo agaru.
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2.2.2 Pelésiniy grybu kultivavimo salygos

Petri Iekstelés su paséliais inkubuotos termostate esant 25 °C temperatiirai 10 dieny. IS
iSaugusios misrios pelésiniy gryby kulttros atrinkti Penicillium sp. mikromicetai, kurie yra $io
darbo objektas. Penicillium sp. kultiiros i$grynintos ant Saburo agaro ir inkubuotos esant 25 °C
temperatiirai 10 pary, kol susiformavo ju sporos. Véliau 1 ml spory suspensijos (4,5 x 107
spory/ml) paséta j 250 ml Saburo gliukozés sultinj ir kultivuota vandens voneléje su purtykle

esant 25 °C temperattrai 7 paras, kol susiformavo micelis.

2.2.3 Pelésiniy grybu identifikavimas

Ant Saburo agaro iSaugus pelésiniy gryby kultiirai, pelésiniai grybai buvo identifikuoti
pagal morfologinius pozymius, vadovaujantis literatiros Saltiniuose pateikta informacija

(Lugauskas et al., 2002; Visagie et al., 2014).

2.3 Chitozano iSskyrimas

2.3.1 Chitozano iSskyrimas i§ pelésiniy grybuy

Chitozano i$skyrimui i§ pelésiniy gryby buvo pritaikyta modifikuota Aili et al. (2019)
ir Albuguerque et al. (2011) metodika. Chitozano i$skyrimg sudaré trys etapai: 1) Sarminis
apdorojimas, kurio metu pasalinti baltymai ir tirpiis polisacharidai; 2) rtigstinis apdorojimas,

skirtas chitino ir chitozano atskyrimui; 3) precipitacija, kurios metu iskrito chitozano nuosédos.

Sarminis apdorojimas

Susidares Penicillium sp. micelis buvo atskirtas nuo mitybinés terpés filtruojant, po to
buvo dziovintas esant 55 °C temperatirai 7 paras. Isdzitivgs micelis buvo sutrintas, pasvertas ir
sumaisytas su NaOH (2 %) santykiu 1/50 (masé/tiiris). MiSinys buvo kaitintas naudojant
magneting maiSykle esant 90 °C temperatiirai, 2 val. Netirpios frakcijos (Sarme netirpios
medziagos) atskyrimui miSinys buvo nucentrifuguotas 14000 rpm grei¢iu 15 min.
Supernatantas buvo nupiltas, o nuosédos buvo nufiltruotos ir perplautos distiliuotu vandeniu iki

nekintancios pH vertés. Méginys buvo isdziovintas termostate 55 °C temperattiroje.
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Riugstinis apdorojimas

Isdzitivusi Sarme netirpi medziaga buvo sutrinta ir pasverta. Méginys sumaiSytas su
CH3COOH (2 %) santykiu 1/40 (masé/turis) ir naudojant magneting maiSykle kaitintas esant
95 °C temperatirai 8 val. Po apdorojimo mi$inys centrifuguotas 14000 aps./min grei¢iu 15 min.
Atsiskyrus frakcijoms, tirpi frakcija (iSirpes chitozanas) atidéta tolimesniam biopolimery
iSskyrimo etapui, o netirpi frakcija (chitinas) nufiltruota ir perplauta distiliuotu vandeniu iki

nekintanc¢ios pH vertés. Méginys iS§dziovintas 55 °C temperatiiros termostate.

Precipitacija
Po centrifugavimo susidariusios tirpios frakcijos pH verté pakelta iki 10 j supernatanta
flasinus 2N NaOH. Susidargs precipitatas nufiltruotas ir perplautas distiliuotu vandeniu iki

nekintancios pH vertés. Méginys iSdziovintas esant 55 °C temperatiirai termostate.

2.3.2 Chitozano iSskyrimas i§ komercinio chitino

Chitozano i$skyrimui i§ komercinio chitino naudotas véziagyviy kilmés chitinas.
Vadovautasi Patria (2013) aprasyta procediira. Chitozano i§skyrima i§ chitino sudaré vienas,
deacetilinimo etapas. Chitinas buvo sumaisytas su NaOH (50%) 1/10 (masé/turis) ir naudojant
magneting maiSykle kaitintas esant 100 °C temperattarai 2,5 val. Po kaitinimo susidariusios
nuosédos buvo nufiltruotos ir perplautos distiliuotu vandeniu iki nekintancios pH vertés.
Meéginys buvo isdziovintas 55 °C temperatiiros termostate.

Chitozano procentin¢ iSeiga i§ 100 g sauso micelio ar komercinio chitino buvo

apskaiCiuota pagal lygti (1), pateiklg Alagesan et al. (2016).

. Sausa chitozano masé
Procenting iSeiga = — —— - X 100% (1)
Sausa micelio arba komercinio chitino masé

2.3.3 Pavirsiaus morfologijos jvertinimas

Siekiant istirti chitozano pavirSiaus morfologija, buvo paimti méginiai po keliy
chitozano i$skyrimo etapy: riigStinio apdorojimo ir precipitacijos (grybinés kilmés chitozano
iSskyrime) bei po deacetilinimo etapo (gyvininés kilmés chitozano iSskyrime). Méginiy
pavirSiaus morfologija tirta taikant SEM.

SEM analizei sutrinti méginiai buvo patalpinti ant silicio ploksteliy (0,5 cm x 0,5 cm).

Dél siy polisacharidy gebéjimo kaupti kriivi, méginiai buvo padengti 10 nm storio aukso
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sluoksniu, kad biity neutralizuotas kravis ir elektrostatinés jégos. Vaizdas sugeneruotas

skenuojanciu elektroniniu mikroskopu prie 10 kV.

2.3.4 Biopolimery identifikavimas

ISskirty biopolimery identifikavimui ir galimy priemaiSy jvertinimui taikyta Furjé
transformacijos infraraudonyjy spinduliy spektroskopija (FTIR) bei branduoliy magnetinio
rezonanaso (BMR) spektroskopija. Spektriné analizé atlikta Fiziniy ir technologijos moksly
centre.

FTIR analizei atlikti méginiai buvo sutrinti ir naudojama ~50 mg méginio. FTIR spektrai
buvo registruojami esant kambario temperattirai naudojant spektrometrg. Registracija vykdyta
bangos ilgio ruoze nuo 4000 cm™ iki 400 cm™, rezoliucija — 4 cm™, atlikti 64 nuskaitymai.

BMR analizei buvo registruoti kietos fazés 3C ir *H BMR spektrai, naudota 200 mg
meéginio, pakrauto i cirkonio oksido rotoriy. Spektrai registruoti kambario tempertaiiroje,
spektrometro darbo daznis — 400 MHz, sukimo daznis — 10 kHz.

FTIR ir BMR spektrai atvaizduoti ir analizuoti OriginPro 2019b programa.

2.3.5 Deacetilinimo laipsnio nustatymas
Chitozano deacetilinimo laipsnis buvo nustatytas siekiant jvertinti procenting acetilinty
gliukozamino molekuliy kiekj polimere. Chitozano deacetilinimo laipsnj galima nustatyti
dviem biidais: taikant FTIR ir 3C BMR. Taikant *C BMR, chitozano deacetilinimo laipsnis
buvo apskaiciuotas pagal lygtj (2), pateiktg Oberemko et al. (2019).

AL=100 xIx_cps/[1/6UciH eyt ez Heatoste) ] 2)

kur: In-cHz — N-acetil grupés metilinto anglies atomo integralas, Ic — D—gliukopiranozilo

ziedo anglies atomy integralai, AL — acetilinimo laipsnis.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1 Mikroorganizmy atranka

Sio darbo metu i3 skirtingy substraty buvo iskirtos ir i§grynintos jvairios pelésiniy
gryby ir mieliagrybiy kultiros. I8 jy atrinktos Aspergillus ir Penicillium genciy pelésiniy gryby
kultiiros, kaip potencialus chitozano Saltinis ir identifikuotos iki genties. Dél mazesnés rizikos
uzterSti aplinkg ar sukelti pavojy sveikatai, darbui pasirinkti Penicillium genties grybai.
Tolimesnei analizei atrinkta viena Penicillium sp. kultiira, pasizyméjusi greitesniu augimu (12

pav.).

12 pav. Isgrynintos Penicillium pelésiniy gryby kolonijos po 10 pary augimo easnt 25 °C temperattirai ant Saburo
agaro su polimiksinu: a — kultiira iSgryninta i§ pasélio nuo morky; b —kultlira i$gryninta i§ pasélio, paimto i$ uzdary

patalpy oro, kuri dél greitesnio augimo pasirinkta tolimesnei analizei.

3.2 Biopolimery iSeigos jvertinimas

Pritaikius cheminj biopolimery i$skyrimo metoda atliktas skirtingos kilmés chitino ir
chitozano i$skyrimas. I§ Penicillium sp. pelésiniy gryby micelio i$skirtas chitinas ir chitozanas,
o i§ komercinio gyvuninés (kraby) kilmés chitino — chitozanas. Sékmingg biopominery
i§skyrimg leido patvirtinti FTIR ir BMR analizé.

Apskaiciuota, kad Penicillium sp. sausg micelj sudaro 46 % chitino ir 28 % chitozano
(3 lentelé). Tokie rezultatai artimi minimiems literatiroje. Latha ir Suresh (2013) nustaté, kad
Penicillium sp. chitinas sudaro 43 %, o chitozanas 17 % sausos micelio masés, Ebrahimzadeh
su kolegomis (2013) pranesa, kad skirtingy Penicillium rasiy micelyje aptinkama 20,9 — 29,7

% chitozano.
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3 lentelé. Biopolimery produkcija i§ Penicillium sp. micelio ir komercinio gyvininés (kraby) kilmés chitino:
chitinas ir chitozanas isskirtas i§ Penicillium sp. micelio po 7 pary augimo Saburo sultinyje esant 25 °C

temperatirai.

Sausa biopolimery masé 1 g micelio/chitino
Chitozano Saltinis

Chitino masé (g) Chitozano masé (g) Chitozano masé (%)
Penicillium sp. micelis 0,46 0,28 28
Komercinis chitinas 1 0,944 94,4

Nustatyta, kad i§ komercinio chitino i$skirto chitozano kiekis sieké 94,4 %. Lyginant su
duomenimis, pateiktais literatiiroje, Siame darbe iSgauto biopolimero kiekis yra aukstesnis, nei
paprastai biidinga i§ kraby i$skirtam chitozanui. Yen et al. (2008) atliktame darbe nurodoma,
kad 18 kraby iSskirto chitozano iSeiga siekia 30,0-32,2 %. Tokius rezultaty skirtumus galimai
lémé per trumpas komercinio chitino deacetilinimo laikas, dél kurio biopolimeras buvo

deacetilintas tik i$ dalies.

3.3 Chitino ir chitozano struktiiriné analizé

3.3.1 Chitino pavirsiaus charakterizavimas

Chitino ir chitozano pavirSiaus morfologija analizuota taikant SEM. Chitino pavirSiaus
morfologija jvertinta po Penicillium sp. micelio apdorojimo, sudaryto i§ dviejy etapy: Sarminio
apdorojimo ir rigstinio apdorojimo. Nustatyta, kad nepaisant sauso chitino sutrinimo iki
milteliy, chitino struktiiros i§laiké mikromicety micelio hifams biidinga forma. Sie fragmentai
matomi méginio vaizdg padidinus 2500, 5000 ir 10000 karty (13 pav. a, b, c).

Véziagyviy chitino ir chitozano pavirSiui biidingos dviejy tipy struktiros — fibrilés ir
poros. Gryby chitino ir chitozano pavirSius gali neturéti iy strukttry dél B-1,3-gliukany
priemaisy.

Nustatyta, kad i§ Penicillium sp. micelio i$skirto chitino pavir$ius yra lygus ir jam
biidingos nanoporos, kurios yra matomos meéginio vaizda padidinus 45000 karty (13 pav. d).
Nanoporos chitino pavirSiuje yra mazesnés nei 100 nm. Sferinés struktiiros chitino pavirSiuje
aptiktos nebuvo.

Panasia mikromicety pavirSing struktlira apraSo ir Aili su kolegomis (2019).
Mokslininkai savo darbe i§ Penicillium camembertii isskirto chitino pavirSiy apibiidina kaip
turintj fibrilines struktiiras, kurios yra smailesnés nei tos, kurios buvo nustatytos ankstesniuose

i§skyrimo etapuose. Mokslininky Raquel et al. (2014) atliktame darbe i§ Rhizopus arrhizus
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i§skirto chitino pavirSius pasizyméjo gerai matoma mikrofibriliy kristaliné struktura, pavirSiuje
nanoporos aptiktos nebuvo.

IS makromicety iSskirtas chitinas taip pat pasizymi skitinga pavir§iaus morfologija,
pavyzdziui, i§ Lactarius vellereus ir Phyllophora ribis isskirtas chitino pavirSius apibiidinamas
kaip lygus, neturintis pluosty ir/ar nanopory, o i$skirtas i§ Fomitopsis pinicola pasizymi 10-15

nm dydzio nanopluostais ir 15-25 nm nanoporomis (You et al., 2017).

20.0um M SU70 10.0kV 6.4mm x5.00k 10.0um

(I T T e S e B B S B

SU70 10.0kV 6.5mm x45.0k 1.00um

13 pav. Chitino SEM mikrografijos, i$skirto i§ Penicillium sp. micelio po dviejy etapy: Sarminio ir rugstinio
apdorojimo. Matomos mikromicety miceliui biidingos hify struktiiros: a — vaizdas padidintas 2500 karty; b —
vaizdas padidintas 5000; ¢ — vaizdas padidintas 10000 karty. Chitino pavirSiuje matomos fibrilinés strukttros: d —
vaizdas padidintas 45000 karty.

3.3.2 Chitozano pavirSiaus charakterizavimas

Darbe buvo jvertinti dviejy skirtingos kilmés chitozano meéginiy pavirSiai: grybinés
kilmés chitozano, iSskirto i§ Penicillium sp. micelio ir gyviininés kilmés chitozano, iSskirto i$
kraby kiauty (komercinis chitinas). Grybinés kilmés chitozano pavirSiaus morfologija jvertinta

po Penicillium sp. micelio apdorojimo, sudaryto i$ trijy etapy: $arminio apdorojimo, rigstinio
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apdorojimo ir precipitacijos. Nustatyta, kad chitozano pavirSius nelygus, gauta struktira poréta,
pavirSiuje matomos fibrilés ir nanoporos. Chitozano pavirSiaus fragmentai matomi méginio
vaizda padidinus 1000, 2500 ir 5000 karty (14 pav. a, b, c).

Literatiroje minima, kad chitozanas, iSgautas i§ chitino, iSlaiko chitino pavirSiui

budingas struktaras (You et al., 2017).

Al

50.0um [l SU70 10.0kV 6.5mm x2.50k 20.0um

SU70 10.0kV 6.5mm x5.00k
14 pav. Chitozano, i$skirto i§ Penicillium sp. micelio SEM mikrografijos, atvaizduotos po trijy i§skyrimo etapy:

§arminio apdorojimo, riig§tinio apdorojimo ir precipitacijos. Matomas nelygus, porétas pavirSius: a — vaizdas
padidintas 1000 karty. Pavir§iuje matomos fibrilés ir nanoporos: b — vaizdas padidintas 2500. Matoma poréta
struktiira: ¢ — vaizdas padidintas 5000 karty.

Chitozano, i$skirto i§ komercinio véziagyviy kilmés chitino, SEM mikrografijos
atvaizduotos po vieno, deacetilinimo etapo. Chitozano mikrografijy vaizda padidinus 2500 ir
5000 karty matomas nelygus pavirsius bei fibriliy struktiiros (15 pav. a, b), méginio vaizda

padidinus 10000 karty matomas chitozano porétas, fibrilinis pavirSius (15 pav. c).
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15 pav. Chitozano, isskirto i§ komercinio véziagyviy kilmés chitino SEM mikrografijos atvaizduotos po vieno,
deacetilinimo etapo. Méginio pavir$ius nelygus, matomos fibrilinés strukttros: a — vaizdas padidintas 2500 karty;
b —vaizdas padidintas 5000. Matomas porétas, fibrilinis pavir§ius: ¢ — vaizdas padidintas 10000 karty.

Mokslininky Anand et al. (2014) atlikto darbo metu i$ kraby iSgautas chitozano pavirSius
apibtidinamas kaip nelygus, porétas, o chitozano daleléms buidingas jvairus dydis. Kitame darbe
buvo palygintas i§ kraby isskirto komercinio chitozano ir i§ komercinio chitino iSskirto
chitozano méginiy pavirsius. Pavirsius pasizyméjo morfologine jvairove: i§ komercinio chitino
i§skirto chitozano meginiy pavirSius aprasomas kaip pasizymintis mikropluoStinémis
kristalinémis struktiiromis, komercinio chitozano méginiuose tokios struktiiros pastebétos

nebuvo, ta¢iau buvo aptiktos dribsniy pavidalo strukttros (Yen et al., 2008).

3.3.3 Chitozano identifikavimas taikant FTIR

IS skirtingy Saltiniy iSskirtas chitozanas identifikuotas taikant FTIR. FTIR analizé

pagrista molekuliy atomy virpesiais, kurie gali biiti uzregistruoti spektro pavidalu. Kadangi
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kiekviena absorbcijos spektro smailé atitinka tam tikrg molekulés dalies virpesiy daznj, todél
galima nustatyti tam tikrus jung¢iy tipus méginyje ir identifikuoti medziaga.

Chitozano, isskirto i§ Penicillium sp. micelio ir chitozano, i$skirto i§ komercinio
gyvuninés (kraby) kilmés chitino FTIR spektre matomos chitozanui tipiSkos sugerties juostos
(16 pav., 17 pav.). Spektruose matoma plati sugerties juosta nuo 3000 cm™ iki 3400 cm™, Kuri
susijusi su O-H ir N-H tempimu, atsiradusiu dél vidumolekuliniy ir tarpmolekuliniy
vandeniliniy ry$iy, Taip pat matomos dvi sugerties juostos nuo 2800 cm™ iki 3000 cm™
(chitozane, iSskirtame i§ Penicillium sp. micelio isreiksta nezymiai), susijusi su C-H virpesiais
bei viena sugerties juosta ties 1426 cm, susijusi su C-H virpesiais (Henrique et al., 2017).

Sugerties juosta ties 1150 cm™ abiejy chitozano $altinio spektruose susijusi su p (1-4)
glikozidine jungtimi polisacharido molekuléje (Moussout et al., 2016). Smailés tarp 840 cm™
ir 1170 cm™ biidingos struktiiriniams chitozano sacharidams.

Literatiiroje I amido juostos reik§mé ties 1655 cm™ (ties 1650 cm™ grybinés kilmés
chitozane ir ties 1652 cm™ gyviininés kilmés chitozane) ir II amido juostos reik§mé ties 1590
cm? (ties 1555 cm™ grybinés kilmés chitozane ir 1552 cm™ gyviininés kilmés chitozane)
vertinama nevienareikSmiskai. Kumirska et al. (2010) darbe teigiama, kad chitino deacetilinimo
metu sugerties smailés ties 1655 cm™ reik§mé mazéja, o ties 1590 cm™ — didéja, toks reiskinys
rodo NH: grupiy susidarymg. Tac¢iau Moussout et al. (2016) teigia, kad deacetilinimo metu |
amido sugerties juosta mazéja, tuo tarpu padidéjusi II amido sugerties juosta rodo NH> grupiy
formavimasi. Siame darbe gauti rezultatai sutampa su Moussout et al. (2016) pateikiamu
rezultaty vertinimui, ta¢iau priestarauja Kumirska et al. (2010) pateiktai informacijai.

Atlikus analiz¢ buvo nustatyta, kad chitozano FTIR spektrai pasizyméjo ir chitinui, ir
chitozanui biidingomis sugerties juostos smailémis. Sugerties smailé ties 3100 cm™ chitozane,
isskirtame i§ Penicillium sp. micelio ir ties 3099 cm™ i§ komercinio chitino i§skirtame chitozane
budinga acetilo grupei, ji charakterizuoja chiting. Grybinés kilmés chitozano spektre $i smailé
matoma, taciau néra labai iSreiksta. Tokie duomenys reiskia, kad chitozanas pasizymi aukstu
deacetilinimo laipsniu, taciau tiriamosios medziagos turi ir chitino. Literattiroje nurodoma, kad
iSskiriant chitozang gaunamas chitino-chitozano misinys, nes chitino deacetilinimo procesas
néra baigtinis reiSkinys ir polimere visada yra tam tikras kiekis acetilinty gliukozamino vienety
(Islam et al., 2017). Taciau véziagyviy kilmés chitozano spektre §i smailé iSraiSkinga. Tokie
rezultatai gali reiksti, kad komercinio chitozano deacetilinimas jvyko tik i§ dalies ir jj sudaro
didesné dalis acetilinty gliukozamino vienety nei i§ Penicillium sp. micelio i$skirtg chitozana.

Chitozane, isskirtame i§ Penicillium sp. micelio matoma smailé ties 2923 cm™ biidinga
ksilanams, gliukanams ir karaginanams. D¢l Sios priezasties, galima teigti, jog méginyje yra
gliukany priemaisy.
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Chitozanas, gautas i§ gyvuninés kilmés organizmy, gali turéti uZterSimg
glikozaminoglikanais, jie yra sulfilinti ir dél jy matoma astri smailé ties 1260-1270 cm™,

Vienas i§ biidy, taikomy nustatant chitozano deacetilinimo laipsnj yra FTIR, taciau
gaunama reik§mé yra preliminari. Siame darbe gauti chitozano spektrai turi priemaisy, kurios
neleidzia nustatyti deacetilinimo laipsnio remiantis FTIR spektroskopija. Be to, taikant §j
metoda deacetilinimo laipsnio nustatymui reikalinga skirtingy N-acetilgliukozamino
koncentracijy standartiné sugerties kreivé, be kurios rezultaty gavimas negalimas. FTIR spektro
analizé yra sudétinga ir nevienarecik§miSka, nes néra aiSkios rezultaty vertinimo metodikos,

todél néra patikima nustatyti deacetilinimo laipsnj naudojant FTIR.

3.2.4 Chitino kristalinés formos nustatymas

Pagal chiting sudaran¢iy gliukozamino grandiniy iSsidéstymg skiriamos trys
polimorfinés formos, nuo kuriy priklauso biopolimero kristaliné struktara: o,  arba y (Kaya et
al., 2017). Remiantis gautais chitozano FTIR sugerties spektrais galima nustatyti chitino
kristaly forma. Pagrindinis pozymis nustatant chitino kristaly formg yra FTIR spektro
absorbcijos juostos ties 1660 cm™ ir 1550 cm™, kurios atitinkamai charakterizuojamos kaip
amido | ir II grupés. Literatiiroje pateikiama ir daugiau chitino kristaly formos nustatymui
budingy smailiy, ta¢iau dauguma jy néra matomos chitozano FTIR spektre.

Chitozano, iSskirto i§ komercinio véziagyviy kilmés chitino amido I juosta padalinta j
dvi astrias smailes ties 1652 cm™ ir 1620 cm™, toks padalijimas bidingas o formos chitinui (17
pav.) Sios smailés charakterizuoja tarmolekuliniy ir vidumolekuliniy vandeniliniy jungéiy
virpéjima: vandeniliniy jungciy tarp C=0 virpéjimag bei vandeniliniy jungCiy virp¢jima tarp
—CH20H Soninés grandinés ir C=0, atitinkamai. Tokia chitino kristaliné forma reiskia,
kadbiopolimeras sudarytas is antilygiagreciy grandiniy, kurias jungia stiprus vandenilinis rySys.
Dazniausiai o formos chitinas isskiriamas i$ kraby ir kity véziagyviy kiauty, be to tai labiausiai
paplitusi chitino kristaliné forma (Kaya et al., 2017; Zelencova et al., 2015; Jang et al., 2004).

Chitozano, isskirto i§ Penicillium sp. micelio FTIR spektre nustatyta viena I amido
grupei priklausanti sugerties smailé ties 1650 cm™, kuri biidinga B formos chitinui. Si smailé
charakterizuoja vidumolekuliniy vandeniliniy jungciy virp¢jima tarp C=0. Tai reiskia, kad 3
chitino kristaliné struktiira yra sudaryta i lygiagreciy grandiniy, kurias jungia silpnesnis
vandenilinis rySys, nei a chitino strukttiroje (Jang et al., 2004). B chitino kristaliné forma
daZniausiai aptinkama moliuskuose.

Nei viename tirtame chitozano méginyje nebuvo aptikta y chitino kristaliné forma.
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16 pav. Chitozano, i$skirto i§ Penicillium sp. micelio FTIR sugerties spektras.
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17 pav. Chitozano, iskirto i§ komercinio gyvininés (kraby) kilmés chitino, FTIR sugerties spektras.



3.3.5 Chitozano identifikavimas taikant BMR

Chitozanas, i$skirtas i§ Penicillium sp. micelio, identifikuotas taikant kietosios fazes 13C
BMR ir H BMR analize.

13C BMR yra BMR spektroskopija, leidzianti identifikuoti anglies atomus organinéje
molekuléje. Analogiskai *H NMR (protony BMR) spektroskopija leidzia nustatyti vandenilio
atomus. *C BMR spektroskopija nustato tik *C anglies izotopa, kurio natiiralus paplitimas
siekia 1,1%, o pagrindinis anglies izotopas *2C BMR aptinkamas néra, nes jo branduolinis
sukinys lygus 0 (Adya et al., 2013).

13C BMR spektro smailés charakterizuoja $esis anglies atomus pastikartojan¢iame D-
gliukozamino molekuléje. Atlikus 3C BMR analize buvo nustatyti §ie C signalai: anomerinis
C-1 signalas i§ abiejy monosacharidy liekany (gliukozamino ir N-acetilgliukozamino) ties
103,93, C-3 ir C-5 signalai ties 6 74,87, C-6 signalas ties 6 61,99, C-4 poslinkio signalas ties &
83,31 dél gliukozilinimo 4-oje pozicijoje ir C-2 rezonansas, pasislinkes j 6 55,35 dél amino
grupiy poveikio (18 pav.) (Kumirska et al., 2010).

Kiti signalai i$ N-acetil grupés N-acetilgliukozamino liekanoje nustatyti ties 6 22,99, o
ties & 174,23 — dél karboksilo grupés atomy (Kumirska et al., 2010). Signalas ties 6 68,5
matomas dél C atomy gliukany priemaisose.

Nustatyty signaly reik§més yra labai artimos tipiskoms chitozano *C BMR spektro
signaly reik§méms, peteikiamoms literatiiroje, todél galima teigti, kad i§ Penicillium sp. micelio

chitozanas buvo isskirtas kokybiskai.
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18 pav. Chitozano, igskirto i§ Penicillium sp. micelio kietosios fazés 3C BMR spektras. Spektras uzregistruotas

esant 400 MHz ir 22 °C temperatiirai.
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Remiantis *C BMR buvo nustatytas i§ Penicillium sp. micelio iskirto chitozano
preliminarus deacetilinimo laipsnis, lygus 69,64 %. Aili et al. (2019) atliktame darbe, kuriame
taikytas analogiskas chitozano iSskyrimo budas i§ pelésiniy gryby, nustatyta, kad Penicillium
waksmanii deacetilinimo laipnis lygus 65,1 %, Penicillium citrinum — 62,4 %. Literatiroje
minimos jvairios i§ Penicillium sp. micelio iSskirto chitozano deacetilinimo laipsnio vertés,
taCiau tokius rezultatus sudétinga interpretuoti su gautais Siame darbe, nes skirtingos chitozano
iSskyrimo salygos gali lemti skirtingus rezultatus.

Atlikus kietosios fazés 'H BMR analize, gautas spektras, kuris dél méginyje esanéiy
priemaiSy pasiZymi maza rezoliucija. Nors spektras yra sunkiai analizuojamas, taciau ties o 2,1

ppm matomas smailé, kuri charakterizuoja N-acetil grupe (Kumirska et al., 2010) (19 pav.).

00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 HO 55 60
&/ppm
19 pav. Chitozano, isskirto i§ Penicillium sp. micelio *H BMR spektras. Spektras uzregistruotas esant 400 MHz ir

22 °C temperatirai.

Smailé, matoma regione ties 6 4-5 ppm, galimai atitinka skirtingus (a ir B) glikozidinius
rySius. Skirtingo tipo rysiai, kaip ir papildoma grupé, turinti vandenilio atomg gali neigiamai
veikia spektro rezoliucija, dél Sios priezasties gautos smailés susilieja. Skystos fazés *H BMR
spektrai pasiZymi geresne rezoliucija, taciau dél prasto chitozano tirpumo tokio tipo chitozano
spektra iSgauti yra sudétinga, nes tirpiklio signalas neturéty persidengti su méginio signalu
(Kumirska et al., 2010).

Siame darbe pritaikius cheminj metoda i§ Penicillium sp. pelésiniy gryby i$skirtas
chitozanas pasizyméjo buidingu Sios genties mikromicety micelyje aptinkamu chitozano kiekiu
(Latha ir Suresh, 2013). Sékminga chitozano ekstrakcijg ir pavirSiaus morfologija leido
patvirtinti FTIR, BMR spektai ir SEM bei kity tyréjy duomenys. Taikant **C BMR analize
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nustatytas deacetilinimo laipsnis lygus 69,64 %. Deacetilinimo laipsnis yra vienas svarbiausiy
parametry, nusakantis chitozano veikluma, nes jis atitinka polimero procentinj deacetilinty D-
gliukozamino vienety kiekj, kuriuose susidariusi amino grupé dé¢l teigiamo kravio gali
sgveikauti su neigiamai jkrautomis molekulémis. Todél kuo aukstesnis chitozano deacetilinimo
laipsnis, tuo stipresne sgveika su kitomis molekulémis jis pasizymi. Literatiiroje minima,
chitozano deacetilinimo laipsnis yra atvirksciai proporcingas sudaromy nanodaleliy dydziui.
Mazesnés nanodalelés pasizymi pranasesnémis savybémis nei didesnés, todél Siame darbe i$
Penicillium sp. iSskirtas chitozanas suteikty nanodaleléms geresnj funkcionalumg sgveikaujant

su kitomis molekulémis ar 1astelémis (Frank et al., 2020).
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5. NUMATYTI EKSPERIMENTAI

5.1 Chitino deacetilinimas ir analizé

Siame darbe komercinio chitino deacetilinimas jvyko i§ dalies, todél buvo numatyta
atlikti prailgintg deacetilinimo etapg, apraSytg (Patria, 2013). Tam numatyta pakartoti 2.3.2
aprasyta eiga, prailginus procediiros trukme iki 6 val. Chitozano iSskyrimo patvirtinimui,
deacetilinimo laipsnio nustatymui bei iSskirto biopolimero pavirSiaus struktiiros jvertinimui yra
numatyta pakartoti analizes: SEM, kuri aprasyta 2.3.3, FTIR ir BMR, kurios aprasytas 2.3.4 ir
2.3.5, atitinkamai. Dazniausiai 1§ véziagyviy kiauty iSskirtas chitozanas pasizymi aukstu

deacetilinimo laipsniu, Ebrahimzadeh et al. (2013) nurodoma, kad §is rodiklis siekia 84-90 %.

5.2 Chitozano molekulinés masés nustatymas

Chitozano molekuliné masé¢ apsprendzia polimero tirpumg. Mazesnés molekulinés
masés chitozanas pasizymi geresniu tirpumu nei didesnés, 0 nuo tirpumo priklauso chitozano
sgveikavimo efektyvumas. Paprastai i§ véziagyviy kiatuty iSskirtas chitozanas turi pasizymi
didele mokeluline mase (apie 1,5 x 10° Da), 0 i§ gryby vidutine ir maza (1-12 x 10* Da)
(Dhillon et al., 2012).

Viduting chitozano viskozimetring molekuling mas¢ buvo numatyta nustatyti taikant
viskozimetrijos metodg, aprasyta Garcia et al. (2019). Chitozano méginiai 1% (masé/tiiris)
paruosiami buferiniame tirpale (0,2 M CH3COONa ir 0,3 M CH3COOH — pH ~ 4,5). Chitozano
meéginiy santykinis klampumas matuojamas naudojant kapiliarin] viskozimetrg esant 30 °C
temperatiirai. Vidutiné viskozimetriné molekuliné masé jvertinama apskaiCiavus savitgja

klampa, viduting klampa ir ir sumaZzintaja klampa. Savitoji klampa nustatoma naudojant (3)

lygti.
Nsav = (ﬂtirpalo - 77tirpik|io)/77tirpiklio) (3)
kur: 7sav — savitoji kKlampa, #tirpalo — Chitozano tirpalo klampa, #tirpikiio— buferinio tirpalo klampa.

Vidiné klampa yra apibréziama kaip sumazintoji klampa, ekstrapoliuota iki chitozano

koncentracijos, lygios nuliui. Vidiné klampa nustatoma naudojant (4) lygti.

Nvid = (ﬂsav/C)c—>O = (ﬂsum)c—>0 (4)

44



¢ia: nvia — vidiné klampa, 77sav— Savitoji klampa, C — chitozano koncentracija, #sum — sumazintoji

klampa.

Vidutiné viskozimetriné molekuliné masé apskaiciuojama pagal Mark-Houwink lygtj
(5).
n=KM2 ®)

kur: n — vidiné klampa, My — vidutinés klampos molekuliné masé, K ir o yra empiriskai

apskaiciuojamos tirpinio—tirpiklio sistemos konstantos.

5.3 Chitozano antimikrobinio poveikio nustatymas

Ivertinus i§ Penicillium sp. isskirto chitozano antimikrobiskuma, biity galima nustatyti
kokj poveikj jis turi patogeniniams mikroorganizmams bei pritaikyti jvairiose srityse kaip
antimikrobinj agenta.

Chitozano antimikrobinio aktyvumumo tyrimui buvo numatyta taikyti difuzijos j agara
metoda. Tam chitozanas iStirpinamas CH3COOH (1 %) tirpale atitinkamai, kad biity gauti 2 g/1,
1,59/l, 1 g/l, 0,5 g/l koncentracijos chitozano tirpalai.

Paruosiamos skirtingos Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Streptococcus sp. ir
Candida sp. lgsteliy suspensijos. Bakterijy suspensija praskiedziama pagal McFarland’o
standarta Nr. 0,5, atitinkantj bakterijy kultiros drumstuma 1,5-108 KSV/ml. Kiekvienos
bakterijy lasteliy suspensija (250 pl) ir supilama j 100 ml agarizuotos terpés (PCA). Mitybiné
terpé iSmaiSoma ir iSpilstoma j Petri Iéksteles.

Sustingusioje mitybinéje terpéje su mikroorganizmai daromos keturios 7 mm diametro
jdubos, i kurias dozuojama po 50 pl chitozano tirpalo. Kontrolinéje grupéje naudojamos
leksteles be chitozano tirpalo, su acto riigsties tirpalu (1 %) ir su antibiotiku polimiksino B
sulfatu. Petri l1€kstelés inkubuojamos esant 30-37 °C temperatiirai 24 h, priklausomai nuo
optimalios kiekvieno mikroorganizmo augimo temperatiiros. Po 24 h jvertinamas inhibiciniy

zony susidarymas aplink jdubas.

5.4 Chitozano nanodaleliy sintezé

Chitozano nanodaleliy sintezei buvo numatyta taikyti desolvacijos metoda, nes tokiu

biidu pagamintos nanodalelés pasizymi didesne iSeiga ir geresniu stabilumu nei taikant kitus
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metodus Jiang et al., (2018). Numatyta atlikti procediirg pagal Agnihotri et al. (2004) ir Jiang
et al. (2018) aprasytas metodikas. Tam 0,25 g chitozano istirpinami 50 ml CH3COOH tirpale
(2 %), kad susidaryty vienalytis tirpalas. Chitozano nanodaleliy sintezé atlickama Siekiant
palyginti skirtingos kilmés chitozano nanodaleliy geb&jimg sudaryti ir iSlaikyti nanodalelés
struktiirg. Chitozano nanodalelés suformuojamos po 30 min ] nuolat maiSoma tirpalg jmaiSius
acetono, santykiu 3/1 (acetonas/chitozano tirpalas). Chitozano nanodaleliy cheminiam
suliejimui ir stabilumui padidinti j misinj pridedamas glutaro dialdehidas (25 %) ir maiSoma 2
val. Perteklinis glutaro dialdehidas pasSalinamas miSinj centrifuguojant 20 min, esant 10000

aps./min, acetonas pasalinamas iSgarinant vakuume rotaciniu garintuvu.

5.5 Chitotano nanodaleliy pavirSiaus morfologijos ivertinimas

Chitozano nanodaleliy pavirSiaus morfologija buvo numatyta jvertinti taikant SEM,
pagal procediira, apradyta 2.3.2. Siame etape buvo numatyta jvertinti grybinés ir véziagyviy
kilmés chitozano nanodaleliy pavir§iaus morfologija.

Buvo tikimasi gauti panasius rezultatus, j aprasytus Jiang et al. (2018) (20 pav.). Siy
mokslininky darbe gautos chitozano nanodalelés pasizyméjo elipsinémis ir sferinémis
struktiiromis. Chitozano nanodaleliy skersmuo sieké 196,3 £ 11,6 nm. D¢l statistinio

patikimimuo buvo numatyta atlikti eksperimento pakartojimus.

¢

20 pav. Chitozano nodaleliy morfologija. Vaizdas uzfiksuotas transmisiniu elektroniniu mikroskopu (Jiang et al.,

2018).

Sékmingai susintetinus chitozano nanodaleles bei atlikus jy analize tyrimas galéty biiti
plétojamas inkapsuliuojant aktyviuosius ingredientus, pavyzdziui, riboflaving j nanodaeliy vidy

bei tirti tokiy daleliy savybes in vivo ir in vitro.

46



ISVADOS

Pritaikius cheminj metoda i§ Penicillium sp. pelésiniy gryby iSskirtas chitozanas
pasizyméjo biidingu Sios genties mikromicety micelyje aptinkamu chitozano kiekiu:
sausg micelj sudaré 46 % chitino ir 28 % chitozano. Lyginant su duomenimis, pateiktais
literatiiroje, Siame darbe i§gauto biopolimero kiekis yra aukstesnis, nei paprastai biidinga
i§ véziagyviy isskirtam chitozanui.

Taikant 13C BMR analize nustatytas chitino deacetilinimo laipsnis lygus 69,64 %.
Taikant FTIR, BMR spektring analize ir SEM patvirtinta, kad chitino ir chitozano
pavirSiaus morfologija atitinka Siy biopolimery pavir$iui budingus poZzymius, chitinui
budinga B chitino kristaly forma, chitozanas pasizymi ne mazesniu nei 69 %
deacetilinimo laipsniu.

Sis darbas turi moksline perspektyva, jj reikia testi, siekiant itirti chitozano antimikrobinj

poveiki ir pritaikymg nanodaleliy sintezéje.
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Giedré Jakubauskaité

Magistro baigiamasis darbas

Chitozano nanodaleliy sintezé i pelésiniy grybuy

Chitozanas yra katijoninis linijinis biopolimeras, sudarytas i§ pasikartojan¢iy D—
gliukozamino ir N-acetil-D—gliukozamino vienety, kuris dazniausiai iSgaunamas i
véziagyviy. Chitozanas pasizymi antibakterinémis savybémis yra netoksiskas ir biologiskai
Suyrantis, todél turi didelj pritaikomumg jvariose srityse, tarp jy ir farmacijoje, kur yra
naudojamas nanodaleliy padengimui, kurios skirtos vaisty ar kity aktyviyjy ingredienty
pernaSai. Nuolat did¢jantis chitozano poreikis vercia ieskoti alternatyviy jo i§gavimo Saltiniy.
Siam tiksliui gali biti panaudojami pelésiniai grybai, kurie sudaro didele dalj biotechnologijos
pramonés atlieky.

Sio darbo tikslas buvo i§skirti chitozang i§ Penicillium sp. i§ pelésiniy gryby ir pagaminti
chitozano nanodaleles. ISkeltam tiklsui pasiekti buvo iSskirtas chitinas ir chitozanas, jvertinti
Siy biopolimery fizikiniai-cheminiai rodikliai, buvo numatyta atlikti chitozano antimikrobinio
aktyvumo jvertinima bei susintetinti chitozano nanodaleles. Chitozano i$skyrimui taikytas
cheminis metodas, chitino ir chitozano fizikiniy-cheminiy rodikliy jvertinimui taikytos SEM,
FTIR, ®BMR ir 'H BMR analizés. Antimikrobinio aktyvumo jvertinimui buvo numatyta taikyti
difuzijos | agara metods, o nanodaleles susintetinti taikant desolvacijos metodg. Atlikus
eksperimetinius tyrimus chitinas ir chitozanas buvo sékmingai i$skirti i§ Penicillium sp.
micelio. Tyrimo metu nustatyta, kad i§ Penicillium sp. i$skirtam chitinui budingos pavirSiaus
nanoporos ir B chitino kristaliné forma, chitino iSeiga sieké 46 %, chitozano — 28 %. Nustatyta,
kad preliminarus chitozano deacetilinimo laipnis yra lygus 69,64 %. Sie rezultatai leidzia teigti,

kad chitozanas yra i8skirtas kokybiSkai.
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Synthesis of Chitosan Nanoparticles from Mold Fungus

Chitosan is a cationic linear biopolymer composed of repeating units of D—glucosamine
and N-acetyl-D—glucosamine, which is most often extracted from crustaceans. Chitosan is
special due to its antibacterial properties it is non-toxic and biodegradable, therefore, it is highly
adaptable in various fields, including pharmaceuticals, where it is used to create nanoparticle
coating that is applied for transfer of drugs and other active ingredients. The ever-increasing
demand for chitosan forces us to look for alternative sources of its extraction. Molds, which
make up a large proportion of waste from the biotechnology industry, can be used for this
purpose.

The objective of this work was to extract chitosan from Penicillium sp. molds and
produce chitosan nanoparticles. To reach the objective, chitin and chitosan were extracted,
physicochemical properties of these biopolymers were evaluated. It was planned to evaluate the
antimicrobial activity of chitosan and to synthesize chitosan nanoparticles. The chemical
method used to isolate chitosan, SEM, FTIR, *BMR, and *H NMR analyzes were used to
evaluate the physicochemical parameters of chitin and chitosan. The agar diffusion method was
planned to be used to evaluate antimicrobial activity, nanoparticles were planned to be
synthesized by using the desolvation method.

Chitin and chitosan were successfully isolated from Penicillium sp. mycelium. During
the study it was determined that chitin that was isolated from Penicillium sp., is characterized
by surface nanopores and a crystalline form of 3 chitin, the yield of chitin was 46% and that of
chitosan was 28%. The preliminary degree of deacetylation of chitosan was found to be 69.64%.
These results substantiate suggest that chitosan is isolated qualitatively.
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