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IVADAS

Plastikai yra polimeriniy medZziagy grupé, pasizyminti skirtingomis savybémis ir
pritaikymu. Tokie plastikai kaip polipropilenas, polietilenas, polivinilchloridas, poliuretanas,
polietilentereftalatas yra placiai naudojami, nes pasizymi patvarumu, lengvumu bei zema kaina.
Poliuretanas, pagal gamybos kiekius, yra septintoji plastiky rasis pasaulyje ir penktoji
Europojel. Poliuretanas naudojamas daugelyje $iuolaikinio gyvenimo sri¢iy — statybose,
automobiliy pramonéje, baldy, Ciuziniy gamyboje ir kt. Taigi, poliuretano gaminiai skirti
ilgalaikiam naudojimui ir sukurti taip, kad biity atspariis biotiniams ir abiotiniams veiksniams.
Poliuretano poreikis kickvienais metais didéja — per pastargjj deSimtmetj Europoje poliuretano
gamyba padidéjo daugiau nei 1,5 karto'2, Dél augandio PU vartojimo iskyla jy atlieky tvarkymo
problemos ir vis daugiau poliuretano atliecky kaupiasi sgvartynuose. Poliuretano atlieckas sudaro
ne tik produktai po vartojimo, bet ir gaminant gautos atraizos, sudaranc¢ios apie 10 % Visos
produkcijos. Poliuretano atlieky Salinimas yra problematiskas, kadangi pastaruoju metu taikomi
mechaninio ir cheminio perdirbimo procesai yra riboti, o poliuretano deginimo metu susidaro
toksiski junginiai - vandenilio cianidas, amoniakas, nitrilo junginiai ir kt. Taigi, biitina ieSkoti
naujy poliuretano atlieky tvarkymo ir perdirbimo budy.

Yra zinoma, kad gamtoje grybai ir bakterijos gali vykdyti biologinj poliuretano skaidyma,
taCiau skaidymo mechanizmas néra zinomas. Tod¢l vienas i§ galimy poliuretano atlieky
perdirbimo keliy gali biiti paremtas biodegradacija. Biodegradacija tai biotechnologiniais
metodais paremtas biologinis skaidymas vykdomas mikroorganizmy ir/ar jy i$skiriamy
fermenty. Toks atlieky tvarkymo procesas yra ekologiskesnis nei minéti prie$ tai, kadangi gali
biiti vykdomas Zemesnéje temperatiiroje, be cheminiy katalizatoriy ir yra maziau terSiantis
aplinka. I$siaiskinus poliuretano biodegradacijos mechanizma, susidariusius skilimo produktus

biity galima panaudoti pakartotinai chemingje sintezéje.

Darbo tikslas: istirti poliuretano degradacija biotechnologiniais metodais.
Darbo uZdaviniai:
1. izoliuoti ir identifikuoti poliuretang skaidan¢ius mikroorganizmus;
2. atlikti poliuretano skaidymo komerciniais fermentais tyrima;

3. atlikti rekombinantinés uretanazés geno raiskos optimizavima.

1 https://www.plasticseurope.org/application/files/6315/4510/9658/Plastics_the facts 2018 AF_ web.pdf
2 https://www.plasticseurope.org/en/resources/publications/115-plastics-facts-2011
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Poliuretano pritaikymas

Poliuretanas (PU) — tai kondensacinis polimeras, pirmg kartg susintetintas vokie¢iy chemiko
Otto Bayer 1937 m. Poliuretano naudojimas iSplito per Antrajj pasaulinj kara, kai elastomery
gamyboje jis pakeité nattraly kauciukg (Magnin A. ir kt., 2019). Pastaruoju metu poliuretanai
yra septintoji labiausiai paplitusi plastiky rGi§is pasaulyje ir penktoji Europojes. 2017 m.
poliuretanai sudaré 7,7 % (4,9 mln tony per metus) viso Europoje pagaminamo plastiko, ir pagal
gamybos kiekius 2010 m. aplenké polietilentereftalatus (PET), kuriy gamyba sudaro 7,4 % visy
plastiky*. Poliuretano gamybai naudojamy polioliy ir izocianaty jvairové leidzia sintetinti
skirtingy savybiy poliuretanus, pagal kurias iSskiriami du tipai: puty poliuretanai ir CASE
(angl. Coatings, Adhesives, Sealants, Elastomers) poliuretanai (dangos, elastomerai, klijai,
hermetikai ir kt.), kurie pritaikomi jvairiose srityse (1.1 pav.) (Simon D. ir kt., 2018).

Dangos

U Kita (kateteriai, implantai)

o)
Elastomerai

(lanksiios, Jtﬂndégas)

1.1 pav. Poliuretano tipai ir jy pritaikymas, pagal Magnin A. ir kt., 2018

Puty poliuretanai sudaro pagrinding poliuretany rinkos dalj - 65 % (Magnin A. ir kt., 2018).
Poliuretano putos gali biti standzios arba lankscios. StandZios yra naudojamos Saldytuvy bei
pastaty Silumos ir garso izoliacijai. Lankscias poliuretano putas dar galima suskirstyti j dvi
grupes: viskoelastinés putos ir didelio atsparumo putos. Viskoelastinés putos, dél lengvo
prisitaikymo prie kiino formy, naudojamos pagalvéms, ¢iuZiniams, biuro baldams, sporto
jrangoje, avalingje, taip pat ergonomiSkoms priemonéms, tokioms kaip kaklo, nugaros
pagalvélés. Didelio atsparumo putos naudojamos paminkStinimams automobiliy pramonéje

(Simon D. ir kt., 2018).

3 https://www.plasticseurope.org/application/files/6315/4510/9658/Plastics_the facts 2018 AF_web.pdf
4 https://www.plasticseurope.org/en/resources/publications/115-plastics-facts-2011



https://www.plasticseurope.org/application/files/6315/4510/9658/Plastics_the_facts_2018_AF_web.pdf
https://www.plasticseurope.org/en/resources/publications/115-plastics-facts-2011

CASE poliuretanai sudaro 32 % visos poliuretano produkcijos: dangos - 13 %, elastomerai
- 12 %, Kklijai ir hermetikai - 7 % (Magnin A. ir kt., 2018). CASE poliuretany pritaikymo spektras
yra labai platus, pradedant nuo sportiniy bateliy, lengvosios atletikos taky, automobiliy dangy
iki konstrukciniy laivo daliy (Simon D. ir kt., 2018). Pavyzdziui, PU dangos naudojamos kaip
apsauginis sluoksnis nuo dilimo, korozijos ir aplinkos salygy. O automobiliy pramonéje, kaip
pagrindinis kébulo daliy sujungimo budas, vietoje taskinio suvirinimo, vis dazniau naudojamas
klijavimas poliuretano pagrindu pagamintais klijais, kurie padidina bendra automobilio kébulo
sandarumg ir lengvuma (Berntsen J.F. ir kt., 2019).

Taip pat poliuretanas laikomas viena i geriausiai biologiSkai su krauju ir audiniais
suderinamy medziagy, todé¢l yra svarbus kuriant daugelj medicinos prietaisy: kateteriy, Sirdies
voztuvy, kraujagysliy, implanty, sanariy protezy. Sie gaminiai sudaro apie 3 % visos
poliuretano gamybos. Pritaikyma medicinos srityje lemia poliuretany stabilumas in vivo, kurj
salygoja atsparumas makromolekulinei oksidacijai, hidrolizei ir kalcifikacijai (Santerre J.P. ir
kt., 2005).

1.2. Poliuretano atlieky perdirbimas

Pragjus daugiau nei penkiasdeSimt mety po poliuretano sintezés pradzios, atsirado
pirmosios su poliuretano utilizavimu susijusios aplinkosaugos problemos, kurios islicka
aktualios iki Siol (Cregut M. ir kt., 2013). Kiekvienais metais poliuretano poreikis didéja — per
pastarajj desimtmetj Europoje poliuretano gamyba padidéjo daugiau nei 1,5 karto>®. Dél
augancio PU vartojimo, vis daugiau poliuretano atlieky kaupiasi sgvartynuose. Poliuretano
atliekas sudaro ne tik produktai po vartojimo, bet ir gaminant gautos atraiZos, sudarancios apie
10 % visos produkcijos (Simon D. ir kt., 2018). Siuo metu taikomus poliuretano atlieky
perdirbimo metodus galima suskirstyti j tris kategorijas (1.2 pav.):

= Mechaninis perdirbimas. Poliuretano atlieckos mechaniskai paver¢iamos granulémis ar
milteliais ir naudojamos naujo produkto gamyboje. Polimero vidiné struktira
nepasikeicia.

= Cheminis perdirbimas. Cheminiy vyksmy metu gaunami poliuretano monomerai, kurie
gali biiti naudojami chemijos ir naftos pramong¢je.

» FEnergijos isSgavimas. Poliuretano atliekos dalinai arba visiSkai oksiduojamos, iSgaunant
Silumg ir energija. Degimo metu susidaro toksiski junginiai — vandenilio cianidas,
amoniakas, nitrilo junginiai ir kt. (Zevenhoven R., 2004; Simon D. ir kt., 2018; Garrido
A.ir kt., 2016).

> https://www.plasticseurope.org/application/files/6315/4510/9658/Plastics_the facts 2018 AF web.pdf
6 https://www.plasticseurope.org/en/resources/publications/115-plastics-facts-2011
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Poliuretano perdirbimas

Mechaninis perdirbimas Cheminis perdirbimas Energijos atgavimas
Presavimas klijais Glikolizé Atlieky deginimas
Daleliy surisimas Hidrolizé Skysto kuro deginimas
Pakartotinis malimas Pirolize Rotacinis deginimas
Formavimas purskiant Hidrinimas Drvieju etapu deginimas
Formavimas gniuzdant Dujy gamyba Metalurginis perdirbimas

1.2 pav. Poliuretano atlieky perdirbimo metodai, pagal Zevenhoven R., 2004

Siuo metu néra biotechnologija pagristy PU perdirbimo bady. Kita vertus, nustatyta, kad
gamtoje grybai ir bakterijos gali vykdyti biologinj poliuretano skaidyma, taciau procesas yra
létas (Nakajima-Kambre T. ir kt., 1999; Howard G., 2002). Aplinkoje poliuretanas pirmiausia
yra veikiamas abiotiniy veiksniy - temperatiiros, saulés $viesos, drégmés. Sie faktoriai sukelia
pavirSiaus pazaidas ir palengvina mikroorganizmy prieigg. Toliau mikroorganizmai
fermentinés hidrolizés ir/ar oksidacijos biidu suskaido polimero makromolekules iki oligomery
ir monomery. Susidariusius mazos molekulinés masés junginius mikroorganizmai gali
pasisavinti ir jjungti ] metabolizmo kelius. Todél poliuretano perdirbimui taip pat gali buti
priskiriama biodegradacija, kuri vykdoma mikroorganizmy in vivo arba fermentiniu skaidymo
biidu in vitro. Sis atlieky tvarkymo procesas yra ekologiskesnis nei pries tai aptarti, kadangi
gali biiti vykdomas Zemoje temperatiiroje, be cheminiy katalizatoriy ir yra maziau terSiantis
(Magnin A. ir kt., 2018).

Mikroorganizmy vykdomas biologinis skaidymas naudingas pastaruoju metu ypac aktualiai
temai — mikroplastiky keliamai tar$ai. Poliuretano mikroplastiky gabaléliai susidaro dévintis
padangoms, dazams ar sintetinéms dangoms, ir jy dydis svyruoja nuo 100 nm iki 0,5 cm (Naik
R.K.ir kt., 2019). Ypatinga pavojy mikroplastiky dalelés kelia patekusios j vandens telkinius -
vandens organizmy praryti mikroplastikai gali neigiamai paveikti jy iSgyvenamuma, sukelti
morfologinius, histopatologinius poky¢ius ar genetinj bei reprodukcinj toksiSkuma.
Mikroplastikai taip pat kelia grésme ekosistemai dél bioakumuliacijos ir biomagnifikacijos
visoje maisto grandinéje, galimai sukeldami sveikatos sutrikimus Zmonéms ir gyvinams (Wu
Q. ir kt., 2019). Todé¢l biodegradacija yra laikoma perspektyviu biotechnologinio perdirbimo
procesu, galiniu pakeisti poliuretano atlieky kaupimg ar jy deginimg. Poliuretano

biodegradacija mikroorganizmais ir fermentais placiau aptariama 1.4 skyriuje.



1.3. Poliuretano sintezé

Priklausomai nuo sintezéje naudojamy struktiiriniy segmenty, yra sukuriami skirtingos
struktiros poliuretanai. Jy biologinis skaidumas priklauso nuo gamybos proceso salygy,
poliolio tipo, naudoty priedy, molekulinése grandinése esanciy cheminiy grupiy bei kietyjy ir
minkStyjy segmenty santykio (Loredo-Trevino A. ir kt., 2012). Taigi, poliuretano sintezés
salygos ir cheminé struktiira yra svarbiis veiksniai norint suprasti, kodé¢l vieni poliuretanai

lengvai skaidomi, o kiti mazai ar visai neskaidomi.

1.3.1. Tradiciné cheminé poliuretano sintezé

Poliuretano sinteze¢, tai egzoterminis procesas susidedantis i$ dviejy etapy (1.3 pav.). Pirmo
etapo metu vyksta sgveika tarp polioliy ir izocianaty, turinCiy vieng ar daugiau reaktyviy
izociano grupiy. Sios saveikos pagrindas — uretano (-NH-CO-O-) jungties susidarymas.
Antrame etape prepolimeras reaguoja su mazos molekulinés masés grandinés ilgintoju
(Mahajan N. ir Gupta P., 2015; Magnin A. ir kt., 2019). Susintetinta poliuretang, pagal
struktiirg, galima apibudinti kaip kopolimera sudaryta i§ minkStyjy ir kietyjy molekuliniy
segmenty. Minkstieji segmentai — tai ilgos polioliy grandinés. Kietieji segmentai sudaryti i$
diizocianato ir grandinés ilgintojo. Pakeitus molekuliniy segmenty santykj ar tipa, gali
susidaryti skirtingy fizikiniy savybiy poliuretanai, t.y. minkstieji segmentai suteikia
elastinguma, o kietieji — tvirtuma (Barrioni B.R. ir kt., 2015). Sie segmentai tarpusavyje
sujungti kovalentiniais rysiais (Jirakittidul K., 2013).

HO~~OH + ocN—f}Nco

Poliolis Diizocianatas

Uretano rysys

H H
OCN—D—‘N—](])—O«MMO—g—N-DNCO

Diizocianato prepolimeras

HO OOH
Grandinés ilgintojas

Uretano rysys

H H H H H H
MoﬁrN—D"N—n—O“M“OTN'D‘NTO“O—Oﬁ’ND'NTO'W
O O @) O xO (@)

\ Poliuretanas }
Minkstasis segmentas Kietasis segmentas

1.3 pav. Poliuretano sintezés schema, pagal Cornille A. ir kt., 2017
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Grandinés ilgintojai, naudojami poliuretano kompozicijose, yra polioliai arba diaminai: 1,4-
butandiolis, 1,2-etandiolis ir 1,2-etandiaminas. Grandinés ilgintojai prisideda prie poliuretano
molekulés modifikavimo kietajame segmente (Barrioni B.R. ir kt., 2015).

Minkstyjy segmenty polioliai gali biiti polieteriniai, poliesteriniai, polikarbonatiniai arba
Siy polioliy deriniai. Priklausomai nuo naudojamo poliolio tipo iSskiriamos dvi pagrindinés
poliuretany grupés: polieteriniai poliuretanai (PE-PU) ir poliesteriniai poliuretanai (PES-PU)
(Mahajan N. ir Gupta P., 2015). Dauguma polioliy poliuretano gamybai yra gaunami i$ naftos
produkty, todél tausojant iSkastiniy energijos Saltiniy naudojimg, yra ieSkoma alternatyvy ir
orientuojamasi j poliolius i§ atsinaujinanc¢iy medziagy.

Izocianatai, naudojami poliuretano gamyboje, yra skirstomi j dvi klases: alifatiniai ir
aromatiniai. Dazniausiai PU pramonéje naudojami alifatiniai diizocianatai yra heksametileno
diizociantas (HDI) arba izoforono diizocianatas (IPDI). Tolueno diizociantas (TDI) ir
metilendifenilo diizociantas (MDI) yra aromatiniy izocianaty pavyzdziai (Engels H.W. ir kt.,
2013). Svarbu tai, kad izocianaty gamyba kenksminga d¢l jy sintezéje naudojamy nuodingy
fosgeno dujy. Be to, MDI ir TDI priskiriami CMR junginiams (angl. Carcinogenic,
Mutagenic, Reprotoxic), kurie yra kancerogeniniai, mutageniniai ir toksiSki reprodukcijai.
Ilgalaikis §iy junginiy poveikis kelia grésm¢ zmoniy sveikatai, sukelia imius apsinuodijimus,
astma ar dermatitg (Cornille A. ir kt., 2017). 2015 m. Europoje priimtas REACH reglamentas,
kuriuo yra ribojamas tam tikry izocianaty naudojimas pramonéje, tokiy kaip 4,4-metilendifenilo
diizocianatas, 1,5-naftileno diizocianatas, 2-metil-m-fenileno diizocianatas ir kt. Pagal §j
reglamentg diizocianaty koncentracija medZiagoje ar miSinyje turi sudaryti ne daugiau kaip
0,1 % visos gaminio masés’. Tokiu biidu PU gamintojai yra skatinami ieskoti naujy poliuretano
gamybos keliy.

Sintetinant poliuretanus, be polioliy bei izocianaty naudojami ir Kiti komponentai, tokie
kaip katalizatoriai, plastifikatoriai, antipirenai, pigmentai, kryZminiai grandiniy sujungéjai,
uzpildai, patikliai. Sie sintezés priedai suteikia pageidaujamas galutinio gaminio savybes (1.1

lentelé) (Akindoyo J.O. ir kt., 2016).

1.1 lentelé. PU sintezéje naudojami priedai ir jy suteikiamos savybés, pagal Akindoyo J.O. ir kt., 2016

Priedai Naudojimo priezastys

Katalizatoriai Pagreitinfl re?akcijq tarp izocianaty ir polioliy - reakcija gali vykti zemesnéje
temperattiroje.

Plastifikatoriai Sumazina medziagos kietuma.

Pigmentai Suteikia medZziagai spalva.

Naudojami molekulés modifikavimui;

Grandinés ilgintojai . . . . v
gintoj Suteikia mechaning atrama, kuri pagerina medziagos savybes.

7 https://echa.europa.eu/documents/10162/d6794aa4-8e3a-6780-d079-77237244f5f9
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1.1 lentelés tesinys.

Priedai Naudojimo priezastys

Naudojami poliuretano puty gamyboje. Kontroliuoja burbuliuky susidaryma

Patikliai . . . _
sintezés metu ir puty elementy struktiira.

Sumazina medziagy sanaudas;

Uzpildai . . L
Pagerina standuma ir atsparuma tempimui.

Antipirenai SumaZina medziagos deguma.

Dumuy slopikliai Sumazina diimy susidaryma deginant medziaga.

Naudojant atitinkamus priedus galima kontroliuoti ne tik poliuretano sintezés sglygas, sukurti
reikiamas galutinio produkto fizines savybes, bet ir pagerinti biologinio skaidumo savybes.
Pavyzdziui, | minkStajj segmenta jterpus lengvai hidrolizuojama polietilenglikolj (PEG),
padidinamas poliuretano skaidymo greitis ir yra gaunami netoksiski skilimo produktai (Barrioni

B.R. ir kt., 2015).

1.3.2. Alternatyviis poliuretano sintezés budai

Poliuretano pramonés i$Siikis yra pereiti nuo naftos pagrindu pagaminty poliuretany prie
atsinaujinanciy iStekliy naudojimo. Pastaruoju metu démesio centre yra dvi tradicinés
poliuretano sintezés alternatyvos (Nohra B. ir kt., 2013).

Pirmoji alternatyva yra orientuota j naftos pagrindo polioliy pakeitimg biologinés kilmés
polioliais, kurie gaunami i§ skirtingy augaliniy aliejy, tokiy kaip rapsy, saulégrazy, sojy,
palmiy, liny sémeny ir ricinos aliejy (Prociak A. ir kt., 2019). Augaliniai aliejai yra tinkami
poliuretano sintezei, jei jy molekul¢je yra daugiau kaip 2,5 hidroksilo (-OH) grupés. Todéel
augaliniai aliejai turi buti modifikuojami ir i jy struktiira jvedamos papildomos polioliams
budingos hidroksilo grupés, pvz., dviguby jungCiy pavertimas hidroksilo grupémis,
epoksidacijos ar transesterifikacijos reakcijos (Nohra B. ir kt., 2013; Milan D.A. ir kt., 2018;
Prociak A. ir kt., 2019). Vienintelis augalinis aliejus, kurj galima tiesiogiai naudoti kaip
poliolj, yra ricinos aliejus (2,7 -OH/molekuléje) (Nohra B. ir kt., 2013). Biologinés kilmés
polioliai 1§ atsinaujinanciy iStekliy komerciskai yra prieinami nuo 2006 m. PavyzdZiui, jmoné
,, Huntsman“ siilo JEFFADD™ B650 poliolj, kuris yra sintetinamas 1§ epoksidinto sojy
aliejaus, ir skirtas standziy dangy, klijy, puty poliuretanams gaminti. Imoné ,, Hobum
Oleochemicals “ gamina MERGINOL™ poliolius sudarytus i$ ricinos, liny sémeny ir sojy
pupeliy aliejy, tinkamus poliuretano putoms, dangoms ir dispersijoms gaminti (Desroches M.
ir kt., 2012). Nepaisant to, kad biologiniais polioliais yra mazinamas naftos pagrindu gaunamy
medziagy naudojimas, taciau vis dar iSlieka izocianaty toksiSkumo problema.

Antroji alternatyva yra beizocianatiniy poliuretany kiirimas. ISskiriami keturi

neizocianatiniy poliuretany (NIPU - angl. Non Isocyanate Polyurethane) sintezés keliai (1.4
pav):
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» Ziedo atidarymo polimerizacija: naudojami cikliniai karbamatai arba aziridinai.
Reakcijos metu Salutiniai produktai neiSsiskiria, taciau cikliniai karbamatai gaminami i$
fosgeno, o aziridinai yra toksiski. Be to, reakcijos vykdomos aukstoje temperatiiroje.

= Pertvarkymas: vyksta karboksiamidy, hidroksamo azidy arba acilo azidy pertvarkymas,
taciau Sie junginiai yra kenksmingi.

= Polikondensacija: reakcijoje dalyvaujan¢iy monomery sintezei yra reikalingos fosgeno
dujos. Taip pat iSsiskiria Salutiniai produktai, kurie apsunkina pritaikymg pramonéje.

= Poliadicija: vyksta cikliniy karbonaty ir aminy polimerizacija. Sios reakcijos
privalumas — iSvengiama fosgeno naudojimo. Be to, penkianariai cikliniai karbonatai
gaunami i§ CO2, taip mazinamas $iltnamio efekta sukelian¢iy dujy kiekis (Cornille A. ir kt.,

2017; Ke J. ir kt., 2017).

( Ziedo atidarymo polimerizacija \ o o Pertvarkymas

J R
j)\ H,N" R °NH, + HOROH

(@]
Karboksiamidas Poliolis
aa —> O NH
Fosgenas LI\/]J O

X OH
Ciklinis karbamatas
/ chﬁ oksamo amdaa
% N f )J\R 1LN3
Azmdmas 7 Acﬂo azidas
> NIPU

Polikondensacija Poliadicija \

0 ./"\

LR )L + HNNH,

fo) ClI”- O 0O <l . =
)j\ ) Polichloroformiatas Poliaminas >: + H,N R NH,
CI:—TI Cl \ o Poli kl k b Poliaminas
osgenas oliciklinis karbonatas
R A

o NRNoR * HoRoH
H H Poliolis
Polikarbamatas

1.4 pav. Neizocianatinio poliuretano sintezés keliai, NIPU — neizocianatiniai poliuretanai, pagal
Cornille A. ir kt., 2017

Literatiroje pastebimas mokslo ir pramonés atstovy susidoméjimas poliadicijos
technologija. (Llevot A. ir M. Meier, 2018; Ma Z., ir kt., 2017). Poliadicijos metu gautas
neizocianatinis poliuretanas yra vadinamas polihidroksiuretanu. Polihidroksiuretanas yra
analogiSkas tradiciniam poliuretanui, taciau Salia kiekvienos uretano jungties turi papildoma
pirmine arba antring hidroksilo grupe (1.5 pav.) (Beniag G. ir kt., 2017). Siy hidroksilo grupiy

buvimas pagerina cheminj ir hidrolizinj stabilumg (Velthoven J. ir kt., 2015).
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Hidroksiuretano rysys

%*/Y\Mﬁr»*/"

1.5 pav. Polihidroksiuretano struktiiriné formulé, pagal Fiorani G. ir kt., 2018

Polihidroksiuretany sintezés trilkumai yra Zemas reaktyvumas kambario temperatiiroje bei
mazos molekulinés masés junginiy susidarymas, lyginant su poliuretanais gautais i§
diizocianaty ir polioliy. (Cornille A. ir kt., 2017). Reaktyvumas kambario temperattiroje gali
buti padidintas gaminant hibridinius neizocianatinius poliuretanus (H-NIPU). ,, Nanotech
Industries“ 2015 m. sukiiré hibridinj poliepoksido polihidroksiuretang pavadinimu ,, Green
Polyurethane™*, Tal yra pirmasis neizocianatiniy poliuretany pritaikymas pramonéje, kuris
yra naudojamas standziy ir lanks¢iy puty, dangy ar hermetiky gamyboje®.

Naujos kartos poliuretanai ateityje gali visiSkai pakeisti jprastus poliuretanus gautus i$ naftos
pagrindo polioliy ir izocianaty. Taciau vis dar iSlieka aktuali besikaupianciy tradiciniy poliuretany
tarSos problema. IeSkoma naujy sprendimo budy, kaip efektyviai suskaidyti ir perdirbti

susidariusias atliekas.
1.4. Biotechnologiné poliuretano degradacija

Biodegradacija, tai biotechnologiniais metodais paremtas skaidymas vykdomas
mikroorganizmy ir jy iSskiriamy fermenty (Magnin A. ir kt., 2019; Cregut M. ir kt., 2013).
Poliuretano biodegradacijos srityje atlickami moksliniai tyrimai, kurie apima poliuretang
ardanc¢iy mikroorganizmy pasiskirstymg aplinkoje, mikroorganizmy identifikavima, skaidanciy

fermenty atradimg ir $iy fermenty geny klonavimg j raiskos sistemas.

1.4.1. Struktiros jtaka biodegradacijai

PU sintezés metu susidariusios uretano, karbamido, esterinés grupés yra jautrios hidrolizei
ir linkusios dalyvauti poliuretano biodegradacijoje, taciau jos ne visada yra lengvai prieinamos
fermentams (Krasowska K. ir kt., 2015). Kietojo segmento grandiniy taisyklingumas leidZia
polimero grandinéms artimai susipakuoti, dé¢l ko susidaro kristalinés sritys, ribojancios
mikroorganizmy ir jy sekretuojamy fermenty prieinamuma, o amorfinés sritys dél naudojamy
ilgy ir Sakoty polioliy grandiniy yra lengvai prieinamos (1.6 pav.). Eksperimentiskai buvo
nustatyta, kad poliuretano minkstyjy segmenty hidrolizé vyksta greiciau nei kietyjy (Howard
G.T., 2002).

8 https://nanotechindustriesinc.com/GPU.php
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Kristaliné sritis

(Kietasis segmentas)
““....-"

2

Amotfiné sritis & m
(Minkstasis segmentas) .

1.6 pav. Poliuretano grandiniy tarpusavio sgveika, pagal Magnin A. ir kt., 2019

Biologinio skaidumo savybes ypa¢ lemia minkStajame segmente naudojami polioliai.
Priklausomai nuo polioliy tipo, dazniausiai i$skiriami polieterinio (PE-PU) arba poliesterinio
(PES-PU) tipo poliuretanai. PE-PU yra gana atsparus hidrolizei, ta¢iau yra jautrus oksidaciniam
skilimui. PES-PU yra biologiskai skaidesnis dél hidrolizei jautriy esteriny jungCiy gausos
(Mahajan N. ir Gupta P., 2015; Rehman F.U., 2010). Vertinant PU bioskaiduma yra svarbus
poliolio funkcionalumas, kuris iSreiSkiamas hidroksido (-OH) grupiy skai¢iumi molekuléje.
Padidinus poliolio hidroksido grupiy skai¢iy, susidaro didesnis grandiniy kryzminis
susijungimas, kuris lemia standesnius poliuretano produktus, pasizymincius didesniu cheminiu,
Siluminiu bei biodegradaciniu atsparumu®.

Kietojo segmento cheminé struktiira taip pat turi jtakos biologiniam poliuretano skaidymui.
Kietajame segmente esantys alifatiniai diizocianatai yra labiau biologiskai skaidiis dél
grandiniy lankstumo ir lengvesnio fermenty prieinamumo nei aromatiniai diizocianatai
(Howard G.T., 2002).

PE-PU sudaro apie 75 % pramonéje naudojamo poliuretano, taciau dél didelio atsparumo
biotiniams ir abiotiniams veiksniams apie jo biodegradacijg literatiiroje pateikiama mazai
informacijos. Didzioji dalis biodegradacijos tyrimy orientuoti ] PES-PU skaidymg (Nohra ir kt.,
2013).

1.4.2. Biodegradacijos mechanizmo aspektai

Biologinio skaidymo metu, mikroorganizmai polimerines medziagas, tarp jy ir poliuretana,
gali veikti skirtingai:

= Biofizinis poveikis: 1asteliy augimas ant polimero pavirsiaus;

= Biocheminis poveikis: mikroorganizmy gaminami metabolitai daro jtaka polimerams;

9 https://www.tri-iso.com/polyurethane-polycaprolactone-polyols.html
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= Tiesioginis fermentinis poveikis: mikroorganizmy fermentai veikia polimerg ir vykdo
polimerinés grandinés degradacija (Loredo-Trevino A. ir kt., 2012; Petry do Conto V.
ir kt., 2019).

Mikroorganizmy poveikj apsunkina tai, kad poliuretanas dél kristalinio kietojo segmento
pobiidzio netirpsta vandenyje ir organiniuose tirpikliuose, tokiuose kaip etanolis, metanolis,
izopropanolis ar acetonas (Cregut M. ir kt., 2013). Todél poliuretanas, kaip netirpus substratas,
turi ypa¢ maza salyti su fermento molekulémis, dél ko yra ribojamas ardanciy fermenty
prieinamumas. Akutsu Y. ir kt. (1998), nustaté, kad poliuretang skaidancios vidulgstelinés
esterazés pasizymi geb¢jimu adsorbuotis prie substrato pavirSiaus, t.y. turi hidrofobinj prie
poliuretano pavirSiaus riSantj domeng. Poliuretano biodegradacija atlickama per dviejy domeny
saveika: fermento adsorbcija prie hidrofobinio substrato pavirSiaus per suriSantj domeng ir
esterinés jungties hidrolizé per katalizinj domeng (1.7 pav.) (Howard G.T., 2002).

A\ - katalizinis domenas

- suriSantis domenas

Pseudomonas

PudA PueA PueB

Poliuretano pavirsius

1.7 pav. Esterazés sgveikos su poliuretano pavir§iumi modelis. PudA — vidulgstelinis fermentas; PueA
ir PueB — ekstralasteliniai fermentai, pagal Howard G.T., 2002

Poliuretang skaidantys fermentai bendrai yra vadinami poliuretanazémis (PUazémis).
Mikroorganizmy vykdomame poliuretano skaidyme, gali dalyvauti dviejy tipy fermentai: su
lastelés membrana susijusi vidulgsteliné PUazé ir tirpi ekstralgsteliné PUazé (1.8 pav.). Abiejy
fermenty vyksmai naudingi poliuretang ardancioms bakterijoms. Lasteliy adhezija prie
poliuretano pavirSiaus per membraning PUaze leidZia substratg hidrolizuoti iki tirpiy metabolity
(1.8 pav. 1 kelias). Ekstralgsteliné PUazé hidrolizuoja poliuretang j maZesnius tirpius
monomerus, kurie gali biiti metabolizuojami lgsteléje, taip pat palengvina kity fermenty prieiga

prie dalinai suskaidyto polimero (1.8 pav. 2 kelias) (Howard G.T., 2002).
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1.8 pav. Poliuretano biodegradacijos mechanizmas: 1 — biologinis skaidymas dél lasteliy adhezijos ir
vidulasteliniy fermenty veiklos; 2 — biologinis skaidymas dél ekstralgsteliniy fermenty veiklos, pagal

Cregut M. ir kt., 2013

Veikiant mikroorganizmams ir jy sekretuojamiems fermentams, poliuretano molekuliné
masé pakankamai sumazinama, susidarant vandenyje tirpiems tarpiniams produktams, kurie
gali buti eksportuojami j lastelés vidy ir jjungiami | mikroorganizmo metabolizmo kelius
(Kupka V., 2018).

Naudojant oksidacinius fermentus, pvz., kaip grybeliné peroksidaze ir lakaze, buvo atlikti
PES-PU fermentinio skaidymo tyrimai, ta¢iau dauguma poliuretano biodegradacijos tyrimy yra
susij¢ su hidroliziniy fermenty naudojimu. Hidrolazés, galinfios vykdyti poliuretano

biodegradacijg, yra esterazé, ureazé, peptidazé ir amidazé (1.9 pav.).

[}
a. Esterinio rySio hidrolizé )J\ Rz — J\
» Ri o+ HO oH *  HO—R;
o)

" )k " )]\
R
o N ! — P

" H

b. Uretaninio ry$io hidrolizé
R—OH + CO; + HN—R,

C. Ureazinio rySio hidrolizé
) +  H0 Ry—NH, ¥ €Oy + {N—R,

Q —
R )-L R i
"y N >
H H

o

o -
Amidinio eptidinio rysio
d. . . / pep ° Rz ﬁ’
hidrolizé R N/ Amidaze;
! H 20 R oH +  HN—R,

Proteazé

+ H,0 p Ry oH * COr + yn— R,

(o]
e. Uretaninio rySio hidrolizé R|\O )LN e Amidaze:
H roteaze
1.9 pav. Fermentiné poliuretano hidrolizé veikiant esterazéms, ureazéms, amidazéms ir proteazéms,

pagal Magnin A. ir kt., 2019
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Dazniausiai vykdoma esteriniy rySiy hidrolizé esterazémis, susidarant karboksiriigSciai ir
alkoholiui (1.9 pav. a.). Esterazés taip pat gali veikti uretaning jungti, susidarant alkoholio ir
karbamo riig§ties molekuléms. Taciau Sis mechanizmas yra abejotinas, dél nestabilios karbamo
ragsties, kuri nedelsiant skyla j aming, iSsiskiriant anglies dioksido molekulei (1.9 pav. b.)

(Magnin A. ir kt., 2019).

1.4.3. Biodegradacija in vivo

Mikroorganizmai gali skaidyti poliuretang in vivo naudodami jj tik kaip anglies Saltinj arba
kaip anglies ir azoto Saltinj. Darby R.T. ir Kaplan A.M (1968) atliko pirmajj poliuretano
biodegradacijos tyrimg su mikroorganizmais. Tyrimo tikslas buvo iSsiaiSkinti mikroorganizmy
poveiki PES-PU ir PE-PU, siekiant sukurti biotinémis aplinkos salygomis stabilius
poliuretanus. Buvo naudoti skirtingos strukttiros poliuretanai, gauti reaguojant keturiems
diizocianatams su 25-iais polioliais, ir SeSios gryby raSys: Aspergillus niger, A. flavus,
A. versicolor, Penicillium funiculosum, Pullularia pullulans, Trichoderma sp. Visi tirti PES-
PU buvo jautriis gryby poveikiui, taciau PE-PU dalinai arba visiskai atspartis. Autoriy teigimu,
yra reikalingos bent dvi metileno grupés, kad jvykty pastebimas PE-PU depolimerizavimas.

Pra¢jus daugiau kaip 50 mety nuo pirmyjy poliuretano biodegradacijos tyrimy pradZzios,
dabar vienas i§ pagrindiniy tyrimy tiksly yra surasti mikroorganizmus, gebancius skaidyti
poliuretang ir naudoti kaip anglies $altinj. Magnin A. ir kt. (2018), identifikavo Alternaria sp.,
Penicillium sp. ir A. flavus kamienus, galin¢ius naudoti PES-PU kaip vienintelj mitybinj anglies
Saltinj. PES-PU biodegradacija vykdyta minimalioje MM terpéje (angl. Minimal Medium)
30 °C temperatiiroje 2 ménesius. Fermentiniai tyrimai parodé esterazinj kamieny aktyvuma, del
ko FT-IR (angl. Fourier-Transform Infrared Spectroscopy) spektry analizés metu pastebétas
esterinés jungties signalo sumazéjimas ir hidroksido (-OH) bei amino (-NH2) grupes
reprezentuojanéiy signaly padidéjimas. Efektyviausiai PES-PU biodegradacija vykdé P.
brasilianum. Si raisis pla¢iai naudojama biotechnologijoje dél produktyvios bioaktyviy antriniy
metabolity, tokiy kaip feruloilio esterazé, celiulazé, a- ir B-galaktozidazé, gamybos (Bazioli
J.M. ir kt., 2017).

Kaip minéta, poliuretano biodegradacija itin priklauso nuo minksStajame segmente
naudojamo poliolio tipo. Alvarez-Barragan J. ir kt. (2016), atliko gryby gebéjimo skaidyti
PES-PU ir PE-PU tyrimus. I§ jvairiy aplinkos méginiy buvo izoliuotos 73 morfologiskai
skirtingos gryby rusys, 1§ kuriy identifikavo gebancias biodegraduoti PES-PU poliuretang:
Cladosporium pseudocladosporioides, C. tenuissimum, C. asperulatum, C. montecillanum, A.
fumigatus ir P. chrysogenum. Tai, kad keturios i$ Sesiy geriausiai poliuretang skaidanciy rasiy,

priklauso tai paciai genciai, rodo, jog galimai gebéjimas skaidyti poliuretang iSsivyste del Sios

18



genties fiziologijos ir genetikos. C. pseudocladosporioides T1.PL.1 kamienas, po inkubacijos
tamsoje skystoje MM terpéje per 14 dieny 30 °C temperatiiroje sugebéjo suskaidyti 87 %
komercinio PES-PU ,, Impranil“. Po biodegradacijos FT-IR spektruose pastebéti karbonilo
grupiy signalo sumazéjimai yra susije SU minkStajame segmente esanciy esteriniy ir uretano
ry$iy skilimu. PES-PU skaidyme dalyvavo ckstralgsteliniai fermentai — nustatytas aukstas
esterazinis aktyvumas, maksimaliai pasireiskiantis 7 inkubavimo diena, ir zemas ureazinis
aktyvumas. GC-MS (angl. Gas Chromatography-Mass Spectrometry) analize nustatytas
alkoholiy bei heksano diizocianaty susidarymas, patvirtina jvykusig esteriniy ir uretano jungciy
hidrolize.

Tiriant ty paciy gryby vykdoma PE-PU puty biodegradacija, nustatyta, kad maziausiai PE-
PU skaidantys grybai augo tik puty pavirsiuje, o aktyviai poliuretang biodegraduojantys grybai
hifais jaugo j puty giluma. Geriausiu PE-PU skaidymu pasizyméjo C. tenuissimum A2.PP.5,
kuris inkubuojamas 21 dieng 25-30 °C temperatiiroje, suskaidé 65 % PE-PU. Geriausiu PES-
PU skaidymu pasizyméjes C. pseudocladosporioides T1.PL.1, PE-PU biodegradacija vykdé
beveik dvigubai 1é¢iau. Nors ,, Impranil“ (PES-PU) ir putos (PE-PU) yra skirtingos cheminés
strukttiros, juose yra visiems poliuretanams budingos uretano, esterinés ir karbamido grupés,
todél manoma, kad pirmuoju atveju nustatyti fermentai, turéty dalyvauti PE-PU skaidyme
(Alvarez-Barragan J. ir kt., 2016).

PE-PU yra atsparesnis mikroorganizmy poveikiui ir biodegradacijos tyrimams reikalingas
ilgesnis inkubacijos laikas. Matsumiya Y. ir kt. (2010), kaip PE-PU ardantj mikroorganizma,
isskyre Alternaria sp. PURDK2. Si gryby riisis kartu su PE-PU gabaléliais buvo kultivuoti
agarizuotoje LB (angl. Luria-Bertani) terpéje su gliukoze 30 °C temperatiiroje. Nustatytas létas
biodegradavimas — per 10 savaiciy suskaidé 28 % PE-PU. Pratesus auginimo laikg, buvo
pastebétas tolesnis PE-PU skilimas, tai rodo, kad kamienas nuolat naudoja PE-PU kaip
energijos Saltin;.

Poliuretano biologinj skaidyma taip pat gali atlikti ir bakterijos bei jy fermentai. Aplinkoje
placiai paplite¢ Pseudomonas sp. rasys yra zinomos dél gebéjimo vykdyti poliuretano
biodegradacija. Pseudomonas sp. raSyse randami skirtingi biologiniam skaidymui skirti
fermentai, tod¢l manoma, kad geb¢jimas skaidyti poliuretang atsirado dél adaptacijos prie
aplinkos sglygy (Howard G.T. 2011). Howard G.T. ir Blake R.C. (1998), nustaté¢ P.
fluorescens augimg YES (angl. Yeast Extract with Supplements) terpéje, kurioje yra PES-PU
,, Impranil “. Tvykusi substrato hidrolizé pastebéta po 16 val inkubacijos, kai aplink kolonijas
susidaro mazdaug 1 cm skaidrios ,,halo* hidrolizés zonos. Analizuojant P. fluorescens PES-PU
skaidancius fermentus, nustatytas atsakingas ekstralgstelinis 29 kDa dydzio fermentas,

pasizymintis proteaziniu aktyvumu. Si proteazé lasteléje ekspresuojama nepriklausomai nuo
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substrato, kadangi yra aktyvi tiek P. fluorescens auginant LB terpéje, tieck YES terpéje
papildytoje ,, Impranil*“ (Howard G.T. ir Blake R.C., 1998). P. fluorescens taip pat nustatyta
48 kDa dydzio PUaz¢, pasizyminti esteraziniu aktyvumu (Vega R.E. ir kt., 1999).

Kita svarbi, PU skaidyme dalyvaujanti, bakterijy rasis yra P. aeruginosa. IS dirvozemio
iSskirtas P. aeruginosa MZA-85 kamienas geba vykdyti PES-PU hidrolize, veikiant
vidulastelinéms esterazéms. [vykusi PES-PU biodegradacija buvo nustatyta GPC (angl. Gel
Permeation Chromatography) analize: PES-PU polidispersiskumo padidé¢jimas rodé¢, kad P.
aeruginosa MZA-85 suskaidé ilgos grandinés polimerg j trumpesnius subvienetus, taip
sumazindamas poliuretano molekuling mas¢. Esterazés dalyvavimas PES-PU skaidyme buvo
patvirtintas atlikus GC-MS analizg, kurios metu nustatyti esteriniy rySiy hidrolizés produktai -
1,4-butandiolis ir adipo rugstis, kurie nebuvo identifikuoti kontroliniuose méginiuose (Shan Z.
ir kt., 2013).

Ypac stiprus poliuretano biodegradacijos aktyvumas buvo pastebétas P. putida AS90
kamiene, veikiant ekstralastelinei esterazei. Sis fermentas per pirmasias dvi dienas 30 °C
temperattiroje suskaidé 45 % PES-PU ,, Impranil “ (Peng Y.H. ir kt., 2014).

Literatiiroje ypatingas démesys skiriamas Delftia acidovorans (anks¢iau vadintas
Comamonas acidovorans) kamienui. Nakajima-Kambe ir kt (1995)., tirdami dirvozemio
méginius i$skyré ir identifikavo bakterijg D. acidovorans, galin¢ig augti ir naudoti PES-PU ne
tik kaip vienintelj anglies Saltinj, bet ir kaip azoto Saltinj. D. acidovorans augdamas MSM (angl.
Mineral Salt Medium) terpéje, kurioje vienintelis anglies Saltinis yra poliuretanas, per septynias
dienas 30 °C temperatiiroje suskaidé 50 mg PES-PU. Tomis paciomis eksperimentinémis
salygomis, taciau, kai poliuretanas buvo tiekiamas kaip anglies ir azoto Saltinis, skilimas buvo
létesnis. Tiriant D. acidovorans PE-PU biodegradacija, mikroorganizmy augimas nebuvo
nustatytas. Akutsu Y. ir kt. (1998), i§ D. acidovorans isskyré PES-PU ardantj fermenta. Kaip
minéta, mikroorganizmams biidingos dviejy rii§iy esterazés: viena su lgstelés membrana
susijusi, o kita ekstralgsteling, t.y. sekretuojama j augimo terpg. Nustatyta, kad tik membraniné
D. acidovorans esterazé gali skaidyti PES-PU. Sis fermentas, tai 62 kDa dydzio esteraze, galinti
hidrolizuoti PES-PU grandines iki dietilenglikolio ir adipo rtigsties. Tiriant esterazés aktyvuma
nustatyta, kad mazéjant PES-PU svoriui, didéjo susidarancio dietilenglikolio kiekis: po 24 val
inkubacijos 30 °C temperatiiroje, buvo suskaidyta 1,2 mg PES-PU puty ir susidaré 0,5 mg
dietilenglikolio. Kai papildomu azoto $altiniu naudotas amonio nitratas, po augimo buvo
nustatytas tik dietilenglikolio susidarymas. Lieka neaiSsku, ar D. acidovorans esterazé
hidrolizuoja uretano jungtis, nes nebuvo nustatyti skilimo produktai, rodantys uretano jungties

skaidyma.
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Grybai efektyviai skaido netirpias medziagas, o bakterijos labiau linkusios skaidyti tirpius
junginius, tokius kaip angliavandeniai (Matsumiya Y. ir kt., 2010). Fernandes I.P. ir kt. (2016),
tyreé grybo ir bakterijos, kurie Zinomi kaip gebantys skaidyti PES-PU, veikimo sinergija vykdant
poliuretano biodegragacija. A. niger ir P. aeruginosa konsorciumas pasizyméjo geresniu
geb¢jimu degraduoti avalynés gamyboje naudojama PES-PU, nei Siems mikroorganizmams
veikiant atskirai. Poliuretano svorio sumazéjimas buvo mazdaug du kartus didesnis, palyginus
su vieno mikroorganizmo inkubacija. Manoma, kad tarp S§iy mikroorganizmy veikia
sinergetinis, abipusiai naudingas, rySys. Pirmiausia A. niger hifais prieina prie poliuretano
pavirSiaus ir sekretuoja ekstralgstelinius fermentus, kurie skaido poliuretang, sudarydami
palankias salygas P. aeruginosa fermenty veiklai degraduojant PES-PU. Kity dviejy bakterijy
B. subtilis MZA-75 ir P. aeruginosa MZA-85 konsorciumas taip pat pasizyméjo didesniu PES-
PU skaidymo efektyvumu, nei Siems mikroorganizmams veikiant atskirai (Shah Z. ir kt., 2016).
Taigi, tai yra nauja sritis, apimanti kartu augan¢iy mikroorganizmy tarpusavio sgveikos
tyrimus.

Dar viena tyrimy sritis yra susijusi su alternatyviy poliuretany biodegradacija, pvz, NIPU
ar kai PU sintezei naudojami biopolioliai. Didéjant PU jvairovei svarbu istirti ir jvertinti jy
biologinj skaiduma. Grybas Chaetomium globosum yra Zinomas dél poliuretano, pagaminto
ricinos aliejaus ir PEG pagrindu, biologinio skaidymo. Sintezés metu ricinos aliejus buvo
naudojamas minkstajame polimero segmente, o PEG, d¢l auksto hidrofiliSkumo, buvo naudojamas
kaip grandinés ilgintojas. C. globosum biologinis skaidymas vykdytas 28 °C temperatiiroje 130
dieny. Remiantis SEM (angl. Scanning Electron Microscopy) analize, buvo identifikuoti
poliuretano pavirSiaus pléveliy morfologiniai pokyciai, dél ko suprastéja poliuretano pléveliy
mechaninés savybés (Oprea S., 2010). Bialkowska A. ir kt. (2019), atliko NIPU, kurio sudétyje
yra 2-hidroksinaftalen-6-sulfonrtigsties, biodegradacijos tyrima, naudojant Achromobacter
xylosoxidans G21 isskirtg i§ nafta uztersto dirvoZzemio. Biologinio skaidymo procesas vykdytas
MSM terpéje, kaip vienintelj anglies Saltinj naudojant NIPU plévele, esant 160 aps/min, 30 °C
temperatiroje ir 21 dieng. Remiantis DSC (angl. Differential Scanning Calorimetry) ir FT-IR
analizémis, nustatyta, kad karbamido, uretano ir sulfoninés grupés, esancios kietajame
segmente buvo biologiskai skaidomos, o didéjantis poliuretano grandiniy kryZminio sujungimo

laipsnis lémé padidéjusj atsparumg bakterijy vykdomai biodegradacijai.

1.4.4. Biodegradacija in vitro
Fermentai, naudojami skilimo tyrimuose in vitro, yra komerciniai arba identifikuoti
poliuretang skaidanc¢iuose mikroorganizmuose, kuriy koduojami genai klonuoti i geny raiskos

sistemas (Magnin A. ir kt., 2019).
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Pilch-Pitera B. (2013) tyré poliurctano dangy atsparumg fermentiniam skaidymui
naudojant komercines lipazes. PES-PU méginiai buvo panardinti j skirtingy komerciniy lipaziy
— ,,Novozym 735, ,,Novozym 51032, ,,Palatase 20000, , Lipolase 100 L“ - tirpalus. Po
fermentinio poveikio 42 dienas 37 °C temperatiiroje, didziausias PES-PU meéginio svorio
pokytis nustatytas naudojant ,, Lipolase 100 L ““ fermentg - svoris sumazéjo 3,7 %.

Naudojant proteolitinius fermentus ir kasos lipaze¢, atliktas mazai kristalinés ir stipriai
kristalinés struktiiros poliuretany hidrolizinio skaidymo tyrimas. Eksperimentai atlikti maiSant
orbitaline maiSykle 200 aps/min greiciu, esant 37 °C temperatarai 10 dieny. Esterazinio
aktyvumo kasos lipazé efektyviai depolimerizavo mazai kristalinj PU, nustatytas svorio pokytis
buvo 63 %. Proteolitiniai fermentai papainas ir a-chimotripsinas, prieSingai, pasizyméjo
didesniu gebéjimu skaidyti stipriai kristalines strukttiros poliuretana, nustatyti svorio pokyciai
buvo 30 % ir 35 %, atitinkamai. Tyrimo metu pastebétas didesnis molekulinés masés
sumaz¢jimas per pirmaji inkubacijos perioda, t.y. per pirmagsias keturias dienas, véliau
skaidymas vyksta mazesniu grei¢iu (Ferri C. ir kt., 2010).

Poliuretano biodegradacija fermenty tirpalais néra pakankamai iSanalizuota, kad bty
galima taikyti perdirbimo procesuose. Norint pasiekti didesnj biologinio skaidymo in vitro
reakcijy efektyvuma, poliuretano biodegradacijai tirti buvo naudoti fermenty kokteilio tirpalai.
Ozsagiroglu E. ir kt. (2012), tirdami poliuretano hidroliz¢ naudojo kiauliy kepeny esterazés
(,,Sigma Aldrich “) ir proteazés DSM (,, Cognis *“) fermenty kokteilj. Taciau nustatyta, kad PES-
PU biodegradacijoje fermentai konkuruoja tarpusavyje ir vienas fermentas slopina kito
fermento aktyvuma. Magnin A. ir kt. (2019), atliko esterazés E3576 ir amidazés E4143
fermenty kokteilio tyrima. PrieSingai nei pirmuoju, Siuo atveju skaidant PES-PU, tarp naudoty
fermenty buvo pastebétas sinergetinis rySys. Nustatyta, kad veikiant esterazei vyksta
minkStajame segmente esanciy esteriniy grupiy hidrolize, dél ko iSsiskiria maZos molekulinés
masés molekulés, turin€ios uretano rySius, kurios veéliau hidrolizuojamos amidaze. Po
depolimerizacijos, kaip hidrolizés produktai, gauti 6-hidroksikaproriigstis ir 4,4’-metileno
dianilinas. Skirtingais fermenty kokteiliy tirpalais kontroliuojamos biodegradacijos metu
uztikrinamas tvarus poliuretano perdirbimas, siekiant gauti tarpinius produktus, kurie galéty

biiti pritaikomi skaidomy polimery sintezéje, pvz., gaunamy poliadicijos budu.

1.4.5. PUaziy tyrimai

Poliuretano biodegradacija vykdan¢ioms bakterijy rasims P. chlororaphis, D. acidovorans TB-
35, P. fluorescens buvo atlikti genetiniai ir biocheminiai tyrimai, kuriy metu poliuretang
skaidanc¢iy fermenty genai buvo klonuoti i geny raiskos sistemas. IS Siy aplinkos mikroorganizmy

apibudinti keturi PUaziy genai: pueA, pueB, pudA ir pulA.
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Uz poliuretano skaidymg atsakingi P. chlororaphis fermentai PueA ir PueB, kurie
issiskiriami j ekstralasteling terpe. Siuos fermentus koduojantys genai pueA ir pueB buvo
klonuoti j E. coli. PueA nustatytas atviro skaitymo rémelis (ORF), koduojantis 65 kDa baltyma,
kuriame yra 617 a.r., 0 pueB - ORF, koduojantis 60 kDa baltyma i$ 565 a.r. lickany. Abiems
fermentams budingas serino hidrolazés sekos motyvas G-X-S-X-G. Palyginus $iy dviejy geny
aminortigsciy ir nukleotidy sekas, nustatyta, kad jy panasumas yra atitinkamai 42 % ir 59 %.
Skirtumas tarp Siy geny tas, kad pueB sekoje yra numanomas N-galo signalinis peptidas. Abu
genai buvo ekspresuojami E. coli raiSkos sistemoje, tac¢iau fermentas PueA yra sekretuojamas
ir matoma praskaidréjimo ,,halo* zona poliuretano agaro I¢ksteléje, o PueB néra sekretuojamas
ir praskaidréjimo zona nesusidaro. Rekombinantinio PueB ekspresija nebuvo pastebéta iki 6—
10 dieny inkubacijos, o didzioji dalis baltymo lokalizuota E. coli 1asteliy citoplazmoje. Abu
fermentai yra pasizymi esteraziniu aktyvumu p-nitrofenilacetato substrato atzvilgiu (Stern R.V.
ir kt., 2000; Howard G.T. ir kt., 2001).

Kaip minéta, D. acidovorans TB-35, skaidydama poliuretang i$skiria dviejy riiSiy esterazes -
vidulasteling ir ekstralgsteling - taciau tik membraniné esterazé gali skaidyti PES-PU (Akutsu Y. ir
kt., 1998). Genas pudA, kuris koduoja PU-esteraze, taip pat buvo klonuotas j E. coli. PudA
nustatytas ORF, koduojantis 62 kDa baltyma, kuriame yra 548 a.r. liekanos. PudA btidingas
serino hidrolaziy motyvas Gly-X-Ser-X-Gly. Optimalus $io fermento veikimo pH yra 6,5, o
optimali veikimo temperatiira 45 °C. Vykstant pudA geno raiskai E. coli sistemoje, rekombinantinis
baltymas gali skaidyti kieta PES-PU (Nomura N. ir kt., 1998).

P. fluorescens ekstralgsteling esteraz¢ PulA koduojantis genas klonuotas j E. coli. Geno
pulA nukleotidy seka charakterizavo ORF, koduojantj 48 kDa baltyma, sudaryta i§ 451 a.r.
liekany. IdentiSkumo paieska duomeny bazeje, naudojant BLAST jrankj, atskleidé Sio ORF
panaSuma j lipazés genus, todél sekvenuotas genas vadinamas pulA (poliuretanazés-lipazé A).
Kaip P. chlororaphis ir D. acidovorans, pulA geno sekoje nustatytas serino hidrolazés sekos
motyvas G-X-S-X-G (Ruiz C. ir Howard G.T., 1999; Vega R.E. ir kt., 1999).

Kompostavimo, kuris taip pat yra biodegradacijos pavyzdys, procese svarby vaidmenj
vaidina mikroorganizmy iSskiriami fermentai: fosfatazés, celiulazés, proteazes, lipazes,
arilsulfatazés ir hemiceliulazés, todél Kang Ch.H. ir kt. (2011), i§ komposto sudarytos
metagenominés bibliotekos atliktos analizés i$skyré estCS2 geng ir klonavo j E. coli. Geno
sekos analize nustatyta, kad estCS2 koduoja 530 a.r. baltymg, kurio molekuliné masé yra
63 kDa. EstCS2 aminortigsciy sekos analize buvo identifikuotas G-X-S-X-G motyvas. EstCS2
aminortigsciy seka pasizymi 52 % panasumu j PU-esteraze i§ D. acidovorans. Todél patikrinus
rekombinantinio fermento estCS2 geb¢jimg hidrolizuoti poliuretang, nustatyta, kad

trasnformuotos E. coli kolonija suformavo skaidria zong terpéje, papildytoje
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polidietilenglikolio adipatu, kuris yra vienas i§ PES-PU komponenty. EstCS2 fermento
optimalus veikimas yra kai pH 9,0, o temperatiira 55 °C. Manoma, kad EstCS2 fermentas turi
galimybeg hidrolizuoti PES-PU, taciau reikia atlikti tolesnius fermentinius poliuretano skaidymo

tyrimus.

Poliuretano biodegradacija yra sglyginai nauja tyrimy sritis, kuri yra perspektyvi tiek
ekologiniu, tiek ekonominiu pozitriu. Tyrimai gali biiti orientuoti j poliuretano sinteze
alternatyviais budais, t.y. naudojant augalinés kilmés poliolius arba gaminant neizociantinius
poliuretanus, taip sumazinant neigiamg PU atlieky poveikj aplinkai. Taip pat yra svarbi poliuretang
biodegraduojanciy mikroorganizmy paieska ir jy fermenty, atsakingy uz PU skaidyma, tyrimai.
Siekiant palengvinti poliuretano biologinj skaidyma, j poliuretano struktiira, sintezés metu, gali buti
jterpiamos mikroorganizmy ir jy fermenty skaidymui jautrios jungtys. Taigi, Sie tyrimai ir jy
rezultatai yra tikslingas kelias poliuretano atlieky keliamai tarSai mazinti, bei siekiant sukurti naujus

PU atlieky perdirbimo biidus.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Prietaisai ir priemonés

2.1.1. Prietaisai

* Analitinés svarstyklés ,, Kern ABJ*;

* Baltymy koncentravimo mégintuvéliai ,, Amicon® Ultra 30K “,

= Centrifugos ,, MIKRO 220R* (rotorius r = 98 mm), ,,PRISM R* (rotorius r = 84 mm),
., Eppendorf 5424 (rotorius r = 84 mm);

*  Dujy chromatografas ,, Shimadzu GC-2010*,

=  Horizontali elektroforezés kamera ,, BioRad‘ ir srovés Saltinis ,, Mcmounux numanus
nocmosanno2o moxa b5-50°;

= Inkubatorius ,, BINDER *,

» Laminaringé traukos spinta ,, Flow FAST H*,

» Magnetiné maisyklé ,, Fisherbrand “ ir ,, Biosan MMS-3000,

»  Maisyklé ,, IKA MS3 basic“ ir ,, Vortex-Genie 2,

= Mikrobangy krosnelé ,, Daewoo “ ir ,, Scarlett*,

» pH matuoklis ,, Mettler Toledo *,

» Purtykle ,, Heidolph Vibramax 100,

= Spektrofotometrai ,, Analytik Jena SPEKOL2000* ir ,, Nanodrop 2000,

» Svarstykles ,, Kern EG“,

» Termocikleris ,,BIO RAD iCycler*;

» Termostatuojami kratytuvai ,, Biosan“, ,,IKA KS 4000i*, ,, Stuart SI600,

» Termostatuojamos vandens vonelés ,,Julabo TW8* ir ,, Thermo Haake P5*;

» Transiliuminatorius ,, Ultra-Lum*;

= Traukos spinta,,SCALA 1200,

= Vandens dejonizatorius ,, Crystal *;

» Vertikalios elektroforezés aparatas ir jtampos Saltinis ,, Biometra P25 T*.

2.2. Medziagos ir tirpalai

2.2.1. Darbo objektas
Tyrimams atlikti naudojama vandeniné poliuretano dispersiné fazé (PDF). Tai balta, pieno
konsistencijos suspensija, kurioje yra 35-40 % polimero. Tyrimy metu naudojama:

= Aromatinio polieterinio poliuretano dispersiné fazé (PE-PU);
= Alifatinio poliesterinio poliuretano dispersiné fazé (PES-PU).

2.2.2. Mikroorganizmai, bakterijy kamienai ir plazmidés

PU degraduojanciy mikroorganizmy paieskos Saltiniai:

» PavirSinis dirvoZzemis (,, Dirvozemis 1 ir ,, Dirvozemis II*);

»  KurSiy mariy ir Baltijos jiiros vandens meéginiy misinys (,, Jiira “);
* PU putos i$ teatro léliy (,, 79PU “);

* PU putos i$ automobilio sédyniy (,,88PU ).
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PU biodegradacijos tyrimuose naudoti mikroorganizmai:
= Pseudomonas aeruginosa,

= Pseudomonas putida;

= Yarrowia lipolytica.

Bakterijy transformacijos procesuose naudoti kamienai:
= Escherichia coli DH5a;
= Escherichia coli BL21(DE3).

Tikslinio geno klonavimui ir raiSkai naudoti plazmidiniai vektoriai:
» pLATEIlI1 plazmidé (,, Thermo Fisher Scientific ),
= pET28-MBP-TEV plazmid¢ (,, Addgene ) gauta is BTl EGIS.

2.2.3. Reagentai

2.1 lentelé. Naudotos medziagos ir jy gamintojas

Gamintojas Naudotos medZiagos

Acto rugstis 99,5 %, agaras, amonio sulfatas, etilkarbamatas, fosforo

»Acros Organics ™ rugstis, LB terpé, natrio hipochloritas, natrio nitrofericianido
dihidratas, kalio acetatas, sieros rugstis, 1,4-butandiolis;

., Avsista*™ Druskos riigstis 33,5 %;

. BioRad laboratories, Inc.”  Akrilamidas, bis-akrilamidas, bromfenolio mélynasis;

,,»Ducheta Biochemie “ ETDA;

,J. T. Baker* Fenolis;

. Mallinckrodt*™ Gelezies sulfato heptahidratas;

. Merck & Co., Inc.*: Agarozé, chloroformas, magnio chlorido heksahidratas, mieliy

ekstraktas, natrio acetatas, Tris, vario sulfato pentahidratas;

Bromkrezolio Zaliasis, cinko sulfato heptahidratas, fenolftaleinas,
gintaro riigstis, glicerolis, mangano chlorido heptahidratas, magnio

,,Reachim*:
sulfato heptahidratas, mangano chlorido heptahidratas, monokalio
fosfatas, natrio sukcinatas;

., Riedel-de Haén“: Izopropanolis;
2-merkaptoetanolis, amonio persulfatas, Coomassie Brialliant Blue

Roth* R-250, Coomassie Brilliant Blue G-250, dikalio fosfatas, etidZio
bromidas, kalcio chloridas, TEMED, natrio chloridas, natrio
hidroksidas, NDS, peptonas;

., Sigma-Aldrich* Adipo rigstis, dietilenglikolis, ftalio riigsties _anhidrid_as, gl_icinas,
PMSF, gliukozé, metanolis, PEG-8000, Rodaminas B,tributirinas;

. Serva ™ Etilenglikolis;
6xelektroforetinis DNR dazas, ampicilinas, DNR fragmenty dydziy

. Thermo Fisher Scientific  standartas ,,GeneRuler™ DNA Ladder Mix“, Jaudio serumo
albumino standartas, ,,PageRuler™ Prestained Protein Ladder®;

,, Vilniaus degtiné ** Etanolis 96 %:;
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2.2.4. Terpés ir mikroorganizmy auginimo salygos

Mitybinés terpés:

= LB skysta: pasveriama 25 g komercinés LB terpés ir tirpinama 1 1 dH20.
» LB agarizuota: pasveriama 25 g komercinés LB terpés ir 15 g agaro, tirpinama 1 1 dH20.
» YEPD skysta: pasveriama 20 g peptono, 20 g gliukozés ir 10 g mieliy ekstrakto, tirpinama
11dH0.
= YEPD agarizuota: pasveriama 20 g peptono, 20 g gliukozés, 10 g mieliy ekstrakto ir 15 ¢
agaro, tirpinama 1 | dH20.
Paruostos LB terpés autoklavuojamos 1/20" rézimu (20 min 121 °C temperatiiroje), o YEPD
terpés 0,8/30" rézimu (30 min 80 °C temperatiiroje).
Priedai, tokie kaip antibiotikai, IPTG ar kiti komponentai, neautoklavuojami. Jei jmanoma
jie yra filtruojami per sterilius filtrus, dedami j i§lydyta ir atvésintg terpe. Agarizuotos terpés

iSpilstomos 1 Petri lekSteles, kurios laikomos 4 °C temperatiiroje.

Selektyvios mitybinés terpés PU biodegradacijai:

= 1,5% agaras: pasveriama 15 g agaro ir tirpinama 1 | dH2O.
= MSM ir MSM+N*:

2.2 lentelé. MSM ir MSM+N terpiy sudétis
DrUSka K,HPO, KH,PO, MgSO4X7H20 FeSO,x7H,0 ZnSO4x7H,0 CuSQO4x5H,0 MnCI2x4H20 (NH4)2504*

Konc. 79/ 29/l 0,19/l 0,019/l 0,001 g/l 0,0001 g/l 0,0015 g/l 19/l

*(NH4)2SO4 naudojamas tik MSM+N terpéje

MSM ir MSM+N terpése papildomais anglies Saltiniais naudojami:

= 1% glicerolis — Zzymima MSM+Glic. | MSM+N+Glic.;

= 20 mM gliukozé — Zymima MSM+Gliuk. / MSM+N+Gliuk;
= 20 mM sukcinatas — Zymima MSM+Sukc. / MSM+N+Sukc.;
= 20 mM natrio citratas — Zymima MSM+Citr. | MSM+N+Citr.

Agaro, atskirai paruosty drusky tirpalai ir papildomi anglies Saltiniai autoklavuojami rézimu
1/20°. Po autoklavavimo } 18lydyta ir atvésintg 1,5 % agaro tirpalg pridedami drusky tirpalai iki
reikiamos galutinés koncentracijos (zr. 2.2 lentel¢). (NH4)2SO4 dedamas tik | MSM+N terpe.
Agaras su druskomis iSmaiSomas ir j beveik stingstancia terpe pridedama 0,3 % PDF tirpalo,
kuris mikroorganizmams pateikiamas kaip anglies ir azoto Saltinis. ParuoStos agarizuotos MSM
ir MSM+N terpés su PDF lengvai iS$maiSomos ir iSpilstomos j Petri 1éksteles, kurios laikomos

4 °C temperatiiroje.

Mikroorganizmy auginimo salygos:

PU biodegraduojanciy mikroorganizmy paieskai, kultiiros auginamos ant agarizuoty selektyviy

mitybiniy terpiy su PDF kambario temperatiiroje ne maZziau 14 d.

27



Mikroorganizmai, iSskirti kaip biodegraduojantys PU, gryninami ir ruoSiami
identifikavimui auginant juos ant agarizuoty LB ir YEPD terpiy 30 °C temperatiiroje.

E. coli DH5a ir E. coli BL21(DE3) lastelés auginamos LB terpéje 37 °C temperatiiroje,
skystoje LB terpéje - purtant 200-220 aps/min grei¢iu 37 °C temperatiroje. Ampicilinui
atsparus klonai auginami terpéje, kurioje galutiné antibiotiko koncentracija 100 pg/ml, o klonai

atsparis kanamicinui - 50 pg/ml.

2.2.5. Pradmenys
2.3 lentelé. Pradmenys, jy sekos ir prilydymo temperatiira

Pavadinimas Seka Prllydyr_no
temperatiira*

P498 5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3'; Tm=61,9 °C
P499 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'; Tm=53,6 °C
P27F 5-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3'; Tm=53,7 °C
P1492R 5 ACGCGTCGACGCTGGTGCTTTACTTGAACT-3" Tm=69,7 °C
P564 5'-AGAAGGAGATATAACTATGACAACTGATTTACATTTAAAATC-3; Tm=59,7 °C
P565 5 GGAGATGGGAAGTCATTAGATATTAGCAAAAATATTTGGTTTTC-3;  Tm=63,3°C
P615 5"-TGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCC-3'; Tm=65,5°C
P616 5"-TCCTTGGAAGTATAGATTTTCACCCTTGG-3'; Tm=62,8 °C

*prilydimo temperatiira naudojant Tag DNR polimeraze

2.2.6. Fermentai

= DreamTaq Green PCR Master Mix (2x) (,, Thermo Fisher Scientific*);

= Sarminé fosfatazé (FastAP) (,, Thermo Fisher Scientific*);

» Egzonukleazé I (Exol) (,, Thermo Fisher Scientific);

» Ribonukleazé A (RNaseA) (,, Thermo Fisher Scientific “);

» Restrikcijos endonukleazés BamHI, Bglll, Mlul, Ncol, Pvul, Xhol ir jy buferiniai tirpalai
(,, Thermo Fisher Scientific “);

» Poliuretano degradacijos tyrimuose naudojami skirtingy aktyvumy komerciniai fermentai:

2.4 lentelé. Komerciniai fermentai, jy fermentiniai aktyvumai ir gamintojai

Fermentas Aktyvumas Gamintojas
Cathepsin C proteazinis ,, Boehringer Mannheim GmbH “
Celluclean 5000 L celiulazinis ., Novozymes “
Laccase Plus Vilzim lakazinis ,, Biorro*
Laccase Vilzim lakazinis ,, Biorro*
Lipase LPS L lipazinis ,, Biorro*
Lipolase 100 L lipazinis ,, Novozymes “
Novozym 51003 lakazinis ,, Novozymes “
Novozyme 435 lipazinis ,, Novozymes “
Peroxidase peroksidazinis ., Roanal*
Promozyme D2 a-glukanazinis ,, Novozymes *
Protease proteazinis ., Biorro
Proteinase K proteazinis ,,Carl Roth*
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2.2.7. Rinkiniai
Rinkinys ,,Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep Kit*“ (,,Zymo Research®) genominés DNR

iSskyrimui.

2.2.8. Terpiy su PU dazZymo tirpalai

0,1 % Coomassie dazas: pasveriama 0,5 g ,,Coomassie Blue R250* daZo ir tirpinama 200 ml

metanolio, 50 ml acto ragsties ir 250 ml dH>O misinyje.

Plovimo tirpalas: 200 ml metanolio, 50 ml acto ragsties ir 250 ml dH20 miSinys.

2.2.9. DNR elektroforezé agaroziniame gelyje tirpalai
10xTAE buferinis tirpalas: pasveriama 48,4 g Tris, jpilama 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) ir
11,42 ml 99,5 % acto rugsties. Visa tirpinama 150 ml dH20 ir véliau tirpalas skiedziamas iki

200 ml zymos. Pagaminto buferinio tirpalo pH turi bati 8,0. Prie§ naudojimg tirpalas
praskiedziamas 10 karty (1XTAE).

1 % agarozés gelis: pasveriama 1 g agarozés ir tirpinama 1xTAE buferiniame tirpale iki 100 ml

tirio. MiSinys kaitinamas mikrobangy krosneléje, pravésus jpilama 5 pl 1 mg/ml EtBr tirpalo.

1 mg/ml EtBr tirpalas: pasveriama 0,01 g etidzio bromido ir tirpinama dH»O iki 10 ml tdrio.

Saugoma nuo tiesioginés Sviesos. DaZzant DNR, tirpalas skiedziamas 1:999.

2.2.10. TLC tirpalai
0,1 M NaOH tirpalas: pasveriama 0,399 g NaOH ir tirpinama H20 iki 100 ml tario.

Bromkrezolio zaliojo dazas: pasveriama 0,04 g dazo ir tirpinama 100 ml 96 % etanolyje.

[laSinama 0,1 M NaOH tirpalo, kol tirpalas i§ bespalvio tampa mélynos spalvos. Paruostas dazas

sandariai uzdaromas ir laikomas tamsoje saugant nuo $viesos.

2.2.11. GC tirpalai
50 mM adipo rigstis: pasveriama 0,731 g adipo rugsties ir tirpinama dH20 iki 100 ml tdrio.
10 mM 1,4-butandiolis: jpilama 0,044 ml 1,4-butandiolio ir skiedziama dH-O iki 50 ml tiirio.

100 mM dietilenglikolis: jpilama 0,237 ml dietilenglikolio ir skiedziama dH»O iki 25 ml tirio.

10 mM etilenglikolis: jpilama 0,028 ml etilenglikolio ir skiedziama dH20 iki 50 ml tario.

10 mM ftalio rigsties anhidridas: pasveriama 0,1481 g ftalio riigsties anhidrido ir tirpinama
dH20 iki 100 ml tario.

10 mM qintaro ragstis: pasveriama 0,118 g gintaro ragsties ir tirpinama dH20 iki 100 ml tirio.

10 mM glutaro ragstis: pasveriama 0,132 g glutaro riigsties ir tirpinama dH20O iki 100 ml tirio.
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2.2.12. Kompetentiniy E.coli 1asteliy paruoSimo transformacijai tirpalai

NaCl tirpalas: paruosiamas misinys, kuriame galutiné komponenty koncentracija yra 5 mM
MgClz, 5 mM Tris-HCI (pH 8,0) ir 100 mM NacCl. Tirpalas laikomas 4 °C temperatiiroje.
CaCl, tirpalas: paruoSiamas misinys, kuriame galutiné komponenty koncentracija yra 5 mM

MgClz, 5 mM Tris-HCI (pH 8,0) ir 100 mM CaCl,. Tirpalas laikomas 4 °C temperatiiroje.

2.2.13. pDNR i$skyrimo ir valymo tirpalai
GTE buferinis tirpalas: paruoSiamas misinys, kuriame galutiné komponenty koncentracija yra

10 mM EDTA, 25 mM Tris-HCl ir 50 mM gliukozés.

Lizés tirpalas: paruoSiamas 100 pl 10 % NDS, 200 pl 1 M NaOH ir 700 pl dH20 miSinys.
5 M kalio acetato tirpalas (pH 4,8): pasveriama 490,75 g kalio acetato ir tirpinama 700 ml

dH20. Tirpalo pH acto rigstimi privedamas iki 4,8 ir skiedziama dH20O iki 1 1 Zymos.

70 % etanolio tirpalas: pamatuojama 73 ml 96 % etanolio ir skiedziama dH20O iki 100 ml.

30 % PEG8000/MqCl, tirpalas: pasveriama 30 g PEG8000 ir 0,286 g MgCly, tirpinama dH.0
iki 100 ml tario.

2.2.14. Baltymy koncentracijos nustatymo Bradford metodu tirpalai

Bradford reagentas: pasveriama 50 mg ,,Coomassie Brilliant Blue G-250° daZo ir tirpinama

25 ml 96 % etanolyje. Tirpinama nuo Sviesos uzdengus aliuminio folija ir maiSoma magnetine
maiSykle kambario temperatiiroje apie 24 val. Po mai§ymo jpilama 67 ml 70 % H3zPOa ir
skiedziama dH>O iki 500 ml Zymos. Paruostas tirpalas filtruojamas vakuumu per stiklinj filtra
ir laikomas 4 °C temperatiiroje tamsiame inde saugant nuo §viesos.

0,15 M NaCl tirpalas: pasveriama 0,877 g NaCl ir tirpinama dH20 iki 100 ml tario.

0,5 mg/ml JSA standartas: komercinis 2 mg/ml JSA standartinis tirpalas skiedziamas dH.O

santykiu 1:3.

2.2.15. Baltymy elektroforezés tirpalai

70 % etanolio tirpalas: pamatuojama 73 ml 96 % etanolio ir skiedziama dH20O iki 100 ml.

30 % AA ir 0,8 % BAA tirpalas: pasveriama 30,0 g akrilamido ir tirpinama ~80 ml dH20.
Tuomet pridedama 0,8 g bis-akrilamido. MiSinys skiedziamas dH20O iki 100 ml zymos ir

filtruojamas. Paruostas tirpalas laikomas 4 °C temperatiiroje, saugant nuo Sviesos tamsiame
inde.
15 M Tris—HCI (pH 8,8) tirpalas: pasveriama 18,15 g Tris ir tirpinama ~80 ml dH20.

Naudojant HCI tirpalg, privedama reikiama pH verté - 8,8. Tirpalas skiedziamas su dH2O iki
100 ml zymos. Paruostas tirpalas laikomas 4 °C temperatiiroje, saugant nuo Sviesos tamsiame

inde.
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1,0 M Tris—HCI (pH 6,8) tirpalas: pasveriama 12,10 g Tris ir tirpinama ~50 ml dH-O.

Naudojant HCI tirpala, privedama reikiama pH verté - 6,8. Tirpalas skiedziamas dH20 iki
100 ml Zymos. Paruostas tirpalas laikomas 4 °C temperatiiroje, saugant nuo §viesos tamsiame
inde.

10 % NDS tirpalas: pasveriama 5 g NDS ir tirpinama dH20 iki 50 ml tirio. Paruostas tirpalas

laikomas kambario temperatiiroje.

10 % APS tirpalas: pasveriama 1,0 g APS ir tirpinama dH20O iki 10 ml tairio. Paruostas tirpalas

iSpilstomas j ependorfinius mégintuvélius po 1 ml ir laikomas -20 °C temperatiroje.

10 % baltymy elektroforezés buferinis tirpalas. atskirai ruosiami NDS, glicino ir Tris tirpalai:
» pasveriama 5 g NDS ir itirpinama 20 ml dH20;
» pasveriama 72 g glicino ir kaitinant i§tirpinama 380 ml dH20O;
» pasveriama 15 g Tris ir iStirpinama 50 ml dH20;

Tirpalai sumaiSomi tarpusavyje ir skiedziama dH>O iki 500 ml Zymos. Paruosto tirpalo pH turi

buti tarp 8,3 ir 8,6.
2 x_elektroforetinis dazas: paruoSiamas misinys, kurio galutiné koncentracija yra 62,5 mM

Tris-HCI (pH 6,8), 25 % glicerolio, 2 % NDS ir 0,01 % bromfenolio mélynojo dazo. Paruostas

dazas laikomas kambario temperatiiroje. Atlickant baltymy elektroforez¢ denatiiruojanciomis
salygomis, papildomai j dazg pridedama 5 % B-merkaptoetanolio.

. Coomassie Blue R-250" dazas: pasveriama 1,24 g ,,Coomassie Brilliant Blue R-250° ir

tirpinama 226 ml 96 % etanolyje. Véliau jpilama 46 ml 99,5 % acto riigsties ir skiedziama dH>O
iki 500 ml zymos. Tirpalas filtruojamas vakuumu per stiklinj filtrg. Paruostas tirpalas saugomas

nuo Sviesos tamsiame inde ir laikomas kambario temperatiiroje.

2.2.16. Uretanazinio aktyvumo nustatymo Berthelot reakcija tirpalai

3 % etilkarbamato tirpalas: pasveriama 3 g etilkarbamato ir tirpinama dH.O iki 100 ml tario.

0,5 M sieros riigsties tirpalas: 2,68 ml sieros riigsties pilama j 80 ml dH20, stipriai iSmaiSoma
ir skiedziama dH20O iki 100 ml.

Berthelot reagentas I: pasveriama 6 g fenolio, 0,25 g nitroferocianido dihidrato ir tirpinama

dH20 iki 100 ml. Paruostas tirpalas laikomas 4 °C temperatiiroje.

Berthelot reagentas Il: pasveriama 5,25 natrio $armo, iStirpinama 70 ml H20, jpilama 3 ml

natrio hipochlorito ir skiedziama iki 100 ml. Paruostas tirpalas laikomas 4 °C temperatiiroje.

0,1 M amonio sulfato tirpalas: pasveriama 1,32 g amonio sulfato ir tirpinama dH2O iki 100 ml

turio.

2.2.17. Kiti tirpalai
0,9 % NaCl tirpalas: pasveriama 0,9 g NaCl ir tirpinama dH20 iki 100 ml tario.
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10 mM kalio fosfatinis buferis (pH 7): pasveriama 0,234 g KoHPOg4 ir 0,158 g KH2POa,
tirpinama 200 ml dH2O, pH pridedamas iki 7. Paruostas tirpalas skiedziama dH2O iki 250 ml.
100 mM kalio fosfatinis buferis (pH 7): pasveriama 2,336 g KoHPOs ir 1,577 g KH2POs,
tirpinama 200 ml dH20, pH pridedamas iki 7. Paruostas tirpalas skiedziama dH20O iki 250 ml.

100 mM IPTG tirpalas: pasveriama 0,238 g IPTG ir tirpinama dH20 iki 10 ml tario. I$pilstoma

1 sterilius ependorfinius mégintuvélius ir laikoma -20 °C temperatiiroje.

100 mM PMSE: pasveriama 0,1742 g PMSF ir tirpinama izopropanolyje iki 10 ml tirio.

ISpilstoma j sterilius ependorfinius mégintuvélius ir laikkoma -20 °C temperatiroje.

100 mg/ml ampicilino tirpalas: pasveriama 10 g ampicilino ir tirpinama dH20 iki 100 ml tdrio.

I$pilstoma j sterilius ependorfinius mégintuvélius ir laikoma -20 °C temperatiiroje.

50 mg/ml kanamicino tirpalas: pasveriama 5 g kanamicino ir tirpinama dH20 iki 100 ml tario.

I$pilstoma j sterilius ependorfinius mégintuvélius ir laikoma -20 °C temperatiiroje.

2.3. Metodai

2.3.1. PU skaidanc¢iy mikroorganizmy paieska ant selektyviy mitybiniy terpiu
Atliekant PU degraduojanc¢iy mikroorganizmy paie$ska naudojami skirtingi jy Saltiniai (2.2.2).
Sie mikroorganizmy §altiniai paruo$iami ir laikomi kambario temperatiroje:

» ,, Dirvozemis 1. vienodomis dalimis sumaiSomas dirvozemis, 0,9 % NacCl tirpalas ir PU

milteliai. Inkubuojama apie 18 mén.

» , Dirvozemis II*: 1 20 ml skystos LB terpés pridedama 200 pul PE-PU tirpalo ir uzsé¢jama

100 pl ,, Dirvozemis I méginio. Inkubuojama apie 12 mén.

. Jira“: 1 20 ml skystos LB terpés pridedama 200 ul PE-PU tirpalo ir uzs¢jama 100 pl

Kursiy mariy ir Baltijos juros vandens miSinio. Inkubuojama apie 12 mén.

= 79PU*: 0,1 g seny teatro leliy PU puty uZpilamos 1 ml steriliaus 0,9 % NaCl tirpalo ir

vorteksuojama. Kiekvieng karta méginys ruoSiamas naujai.

= ,88PU*: 0,1 g seny automobilio sédyniy PU puty uzpilamos 1 ml steriliaus 0,9 % NaCl

tirpalo ir vorteksuojama. Kiekvieng karta méginys ruoSiamas naujai.

Ant agarizuoty MSM ir MSM+N terpiy su PDF, uzsé¢jama po 50 pl paruosto meéginio.
Lékstelés inkubuojamos ne maziau kaip 14 d. kambario temperatiiroje. Stebimas
mikroorganizmy augimas ir gebéjimas skaidyti PDF, susidarant skaidrioms ,.halo* zonoms
aplink kolonijas.

Uzaugusios pavienés kolonijos perséjamos ant agarizuoty LB ir YEPD mitybiniy terpiy ir
gryninamos iki homogeniSky kultiiry. Grynos kulttiros dar kartg patikrinamos ar geba augti ant
terpés su poliuretanu. Siuo tikslu mikroorganizmai uzséjami ant MSM ir MSM+N agarizuoty

terpiy su PDF ir inkubuojama ne maziau kaip 14 d. kambario temperatiroje.
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2.3.2. Terpiy su PU dazZymas

Agarizuotose terpése su poliuretanu uzauge mikroorganizmai prie§ dazyma Coomassie tirpalu
perséjami ant agarizuoty LB ar YEPD terpiy (2.2.4). Tuomet ant terpiy Petri 1ekstelése uzpilama
20 ml 0,1 % Coomassie dazo tirpalo (2.2.8) ir inkubuojama 25 min. Po 25 min dazas nupilamas,
lékstelés uzpilamos 20 ml plovimo tirpalo (2.2.8) ir laikoma 25 min. Po plovimo etapo aplink

kolonijas turi biiti matomos skaidrios hidrolizés zonos mélynos spalvos fone.

2.3.3. Genominés DNR iSskyrimas
Mikroorganizmy gDNR i$skirimui naudojamas ,,Quick-DNA™ Fungal/Bacterial Miniprep Kit*

rinkinys (2.2.7). Procediiros atlickamos pagal gamintojo protokolg.

2.3.4. DNR elektroforezé agaroziniame gelyje

DNR elektroforezei naudojama horizontali elektroforezés vonelé, uzpildyta 1xTAE buferiniu
tirpalu (2.2.9). Pradzioje paruoSiamas 1 % agarozés gelis su EtBr (2.2.9). Geliui sustingus
iStraukiamos Sukutés, suformuojancios Sulinelius gelyje. Analizuojami DNR méginiai
sumaisomi su 6xelektroforetiniu DNR dazu (pagal santykj 5 DNR méginio:1 dazo). | Sulinélius
gelyje suleidziama 5—10 pl paruosto misSinio su dazu. DNR méginiy analizei, viename Sulinélyje
ineSami 3 pl DNR fragmenty dydzio standarto (,,GeneRuler™ DNA Ladder Mix®).
Elektroforezé vykdoma esant 7 V/cm jtampai. Po elektroforezés gelis vizualizuojamas
transliuminatoriuje po UV Sviesa. Apytikslé DNR koncentracija nustatoma vizualiai lyginant

tiriamajj DNR méginj su DNR fragmenty dydziy standartu.

2.3.5. DNR koncentracijos nustatymas
DNR Kkoncentracija nustatoma spektrofotometru ,, Nanodrop 2000° (,, Thermo Fisher

Scientific “), matuojant méginio absorbcijg ties 260 nm ir 280 nm bangos ilgiais.

2.3.6. Polimerazés grandininé reakcija — PGR
DNR pagausinimas vykdomas pagal DreamTaq polimerazés gamintojo ,, Thermo Fisher
Scientific “ rekomendacijas. Reakcijos misinj (25 pl) sudaro:

= 12,5 ul,,DreamTaq Green PCR Master Mix (2x)“ (2.2.6);
= 1,5 ul Pradmuo [;
= 1,5 pul Pradmuo II;
= 0,5 ul DNR;
= 9 ul miliQ H20.
Paruosus reakcijos misinj, PGR atliekamas termocikleryje ,,iCycler ““ pagal nustatyta programa

(2.5 lentele):
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2.5 lentelé. PGR sglygos

Ciklo etapas Temperatiira Trukmé Ciklai
Pradiné DNR denatiiracija 95°C 3 min 1
Pradmeny prilydimas Tm °C 30s
DNR prailginimas 72 °C Xs 30
DNR denatiiracija 95°C 30s
Galutinis pradmeny prilydimas Tm °C 30s
Galutinis DNR prailginimas 72 °C 5 min 1
Palaikymas 20 °C oo min

Tm — pradmeny prilydimo temperattira, kuri nustatoma kiekvienai pradmeny porai pagal ,, Thermo Fisher
Scientific “ interneting skai¢iuokle 0,

X — DNR prailginimo etapo laikas, kuris parenkamas pagal naudojamos polimerazés sintezés greitj ir gausinamo
fragmento sekos ilgj. Paprastai gDNR — 30 s/kb, o pDNR 15 s/kb.

2.3.7. Méginiy paruoSimas sekoskaitai

Sekoskaitai PGR produktai ruoSiami pagal ,, Thermo Fisher Scientific“ protokola, naudojant
egzonukleaze 1 (2.2.6) ir termiSkai jautrig $armine fosfataze FastAP!! (2.2.6). Paruosiamas
reakcijos miSinys, kuriame yra:

= 5 ul PGR produkto;
= 0,5 pl egzonukleazés I (10 u);
» [ ul FastAP (1 u).
Misinys sumaiSomas ir inkubuojamas 15 min 37 °C temperatiiroje. Reakcijos metu pasalinami

nejterpti pradmenys ir suardomi laisvi like nukleotidai. Tuomet reakcija sustabdoma misinj

kaitinant 85 °C temperattiroje 15 min.

2.3.8. PU degraduojanciy mikroorganizmy tyrimas is skystos terpés

Sterilia mikrobiologine kilpele paimama vienos kolonijos biomasé¢ ir uZséjama j skysta terpe:
LB bakterijoms, YEPD mieléms (2.2.4). Lastelés auginamos per naktj (16-18 val) 30 °C
temperatiroje purtant 200220 aps/min grei¢iu. Naktiné kultiira perkeliama j sterily 2 ml
ependorfin} mégintuvélj ir centrifuguojama 5 min 13400 aps/min greiciu 4 °C temperatiiroje.
Procediira kartojama, kol surenkamos visos lgstelés. Terpé nupilama, l1gstelés suspenduojamos
1,5 ml 50 mM kalio fosfatiniame buferyje (pH 7,4) (2.2.17) ir centrifuguojama 5 min 13400
aps/min grei¢iu. Lastelés dar kartg atplaunamos kalio fosfatiniu buferiu (2.2.17) ir
centrifuguojamos. Po plovimo, lastelés suspenduojamos 1 ml fosfatinio buferio (2.2.17).
Steriliu antgaliu agarizuotose MSM ir MSM+N terpése su PDF (2.2.4) padaromi Sulinéliai, |
kuriuos jneSama 20 pl Igsteliy suspensijos. Inkubuojama kambario temperatiiroje ne maziau 14

dieny. Stebimas praskaidréjimo zony susidarymas.

Lhitps://www.thermofisher.com/It/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/molecular-biology-learning-
center/molecular-biology-resource-library/thermo-scientific-web-tools/tm-calculator.html
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/EF0654#/EF0654
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2.3.9. Plonasluoksné chromatografija— TLC

Meéginiai po fermentinio skaidymo nucentrifuguojami 10 min 14300 aps/min greiciu.
Supernatantas perleidziamas per sterily 0,2 pum filtrg, pasalinant PDF liku¢ius. Tuomet
atliekama vandeninio tirpalo ekstrakcija chloroformu, kai méginio ir chloroformo santykis 1:1.
Ekstrakcija vykdoma vorteksuojant 1 min kambario temperataroje. Gaunami du sluoksniai:
apatinis yra chloroformo, o virSutinis vandeninis. VirSutinis sluoksnis perkeliamas j nauja
ependorfinj mégintuvél] ir centrifuguojamas 14300 aps/min grei¢iu 10 min. Gautas
supernatantas perkeliamas j naujg ependorfinj mégintuvélj. Naudojama aliuminio plokstelé,
padengta 0,2 mm silikagelio sluoksniu, i§ kurios iSkerpama mazdaug 2,5 cm plocio ir 6 cm
aukscio plokstele. Ant TLC plokstelés dedama 0,5 pl méginio ir leidziama nudziditi. Visi
méginiai koncentruojami 5 kartus.

Plokstelé su uznestais méginiais dedama j stikling, kurioje, kaip eliuentas, yra metanolis.
Metanolio stiklinéje turi biti tiek, kad neapsemty linijos, kurioje uznesti méginiai. Stiklinélé
uzdengiama aliuminio folija ir laukiama, kol eliunetas su uznesStais méginiais pakils iki
plokstelés virSaus. Plokstelé iSimama, kai iki virSaus lieka 1 cm tarpas, ir leidZziama nudziditi.
TLC plokstelés dazymui naudojamas bromkrezolio zaliasis dazas (2.2.10), kurio dazymo
principas yra pH, t.y. mélyna spalva rodo neutraly pH, 0 gelsva - rogstinj pH. Plokstelé

jmerkiama j daza, nedelsiant iStraukiama ir leidziama nudzitti ant horizontalaus pavirSiaus.

2.3.10. Dujy chromatografiné (GC) analizé

GC analiz¢ atliekama naudojant ,, Rtx®-Biodiesel TG koloné¢le. Méginiai po fermentinio
skaidymo centrifuguojami 14300 aps/min grei¢iu 10 min. Supernatantas filtruojamas per sterily
0,2 um filtra, siekiant pasalinti PDF likucius. Tuomet atliekama vandeninio tirpalo ekstrakcija
chloroformu, kai méginio ir chloroformo santykis 1:1. Ekstrakcija vykdoma vorteksuojant 1
min kambario temperattiroje. Nusistovéjus gaunami du sluoksniai: apatinis yra chloroformo, o
virSutinis vandeninis. VirSutinis sluoksnis perkeliamas j nauja ependorfinj mégintuvélj ir
centrifuguojamas 14300 aps/min grei¢iu 10 min. Gautas supernatantas perkeliamas j nauja
mégintuvelj ir yra paruostas GC analizei.

,, Rtx®-Biodiesel TG kolonélés parametrai: kolon¢lés ilgis 10 m, vidinis skersmuo 0,32
mm. Koloné¢lés pradiné temperattira 50 °C iSlaikoma 1 min. Tada temperatiira keliama nuo 50
°C iki 180 °C 15 °C/min grei€iu, iSlaikoma 7 min. Véliau temperatiira pakeliama nuo 180 °C
iki 380 °C 30 °C/min grei¢iu, iSlaikoma 5 min (2.1 pav.). Helis naudojamas kaip nesancios

dujos, kuriy srautas kolonéléje 4 ml/min.
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2.1 pav. GC analizés metu naudotas temperatiirinis gradientas

2.3.11. Kompetentiniy E. coli l1asteliy paruosimas transformacijai

Sterilia mikrobiologine kilpele uzséjamos E. coli DH5a 1gstelés j 5 ml skystos LB terpés (2.2.4).
Antibiotikai Siame zingsnyje nenaudojami. Lastelés auginamos per naktj (16-18 val) 37 °C
temperatiiroje purtant 200-220 aps/min greiciu.

Uzaugusi naktiné kultiira perséjama: 50 pl naktinés kulttiros jpilama j 5 ml naujos skystos
LB terpés (2.2.4). Inkubuojama 1,5-2 val 37 °C temperatiiroje, purtant 200—220 aps/min
greiciu, kol, ties 600 nm bangos ilgiu, Igsteliy tankis pasiekia 0,4—0,5 optinius vienetus. Terpé
su uzaugusiomis E. coli lgstelémis atvésinama ledo voneléje apie 15 min. Tolimesnés
procediiros atliekamos 0—4 °C temperatiiroje. Lastelés surenkamos 2 ml ependorfiniame
mégintuvélyje pakartotinai centrifuguojant 30 s 8000 aps/min greiciu. Terpés supernatantas
pasalinamas, lastelés praplaunamos 1,5 ml atSaldytu NacCl tirpalu (2.2.12) ir centrifuguojamos
30 s 8000 aps/min grei¢iu. Supernatantas nupilamas, Igstelés suspenduojamos 1,5 ml atSaldytu
CaClg tirpalu (2.2.12) ir vél centrifuguojamos 30 s 8000 aps/min grei¢iu. Ant nuosédy uzpilama
1,5 ml CaCl; tirpalo (2.2.12) ir inkubuojama ledo voneléje 1 val. Po inkubacijos
nucentrifuguojama 1 min 8000 aps/min grei¢iu. Supernatantas pasalinamas, kompetentinés

lastelés transformacijai paruosiamos suspenduojant jas 50 ul CaCl tirpalo (2.2.12).

2.3.12. Kompetentiniy E.coli lasteliy transformacija temperatiiriniu Soku

Prie paruoSty kompetentiniy lgsteliy pridedama iki 10 pl transformuojamo DNR misSinio ir
inkubuojama 1,5 val ledo voneléje. Po inkubacijos atlickama transformacija temperatiiriniu
Soku: 1§ ledo méginys patalpinamas 45 s j 42 °C vandens vonelg. Véliau atvésinama iki
kambario temperattiros, pridedama 1 ml sterilios skystos LB terpés (2.2.4) ir inkubuojama
50min 37 °C temperatiroje purtant 200-220 aps/min grei¢iu. Tuomet Igstelés
centrifuguojamos 30 s 8000 aps/min greiciu. Dalis supernatanto nupilama, o jo likuéiuose
suspenduojamos nusédusios Igstelés. Paruosiama agarizuota LB terpé su ampicilinu (2.2.4), ant
kurios i8§séjama 50 pl suspenduoty Igsteliy. Inkubuojama 37 °C temperaturoje per naktj (iki 24
val).
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2.3.13. pDNR iSskyrimas Sarminés lizés metodu

Sterilia mikrobiologine kilpele viena E. coli kolonija uzséjama j 5 ml skystos LB terpés su
ampicilinu (2.2.4). Kulttra auginama 37 °C temperatiiroje purtant 200—220 aps/min greiciu per
naktj (1618 val). UZzaugusi naktiné kultiira perpilama j sterily 2 ml ependorfinj mégintuvélj ir
centrifuguojama 5 min 13000 aps/min greiciu 4 °C temperatiiroje. Supernatantas nupilamas ir
centrifugavimas kartojamas, kol surenkamos visos naktinés kultiiros lastelés. Po paskutinio
centrifugavimo supernatantas pasalinamas, o lastelés suspenduojamos 100 pl GTE tirpalo
(2.2.13). Pridedama 2 pl Rnazés A (2.2.6) ir jpilama 150 pl SvieZiai paruosto lizés tirpalo
(2.2.13). Misinys gerai iSmaiSomas, inkubuojamas 5 min ledo voneléje. | miSinj pridedama
150 pl 5 M kalio acetato tirpalo (2.2.13) ir dar kartg inkubuojama 5 min ledo voneléje. Praéjus
5 min méginys centrifuguojamas 3 min 13000 aps/min greiciu 4 °C temperatiiroje. Susidargs
supernatantas, kuriame yra pDNR, nepalie¢iant nuosédy perkeliamas i sterily 1,5 ml
ependorfin] mégintuveli. Atskirtas supernantantas uzpilamas izopropanoliu (santykiu 1:1) ir
inkubuojamas 10 min kambario temperatiroje. Po inkubacijos centrifuguojama 3 min
13000 aps/min grei¢iu kambario temperatiiroje. Skystis atsargiai nupilamas, o nuosédos
plaunamos 500 pl 70 % etanolio tirpalu (2.2.13) ir centrifuguojama 3 min 13000 aps/min
grei¢iu. Sis Zingsnis kartojamas du kartus. Po paskutinio plovimo supernatantas kiek jmanoma
labiau nusiurbiamas, o nuosédos i§dziovinamos. Sausos nuosédos suspenduojamos 50 pl miliQ

H-0.

2.3.14. pDNR valymas naudojant PEG8000/MgCl2

Sarminés lizés biidu (2.3.13) isskirta pDNR nuo RNR priemaiy valoma naudojant 30 %
PEG8000/MgClI; tirpalg (2.2.13). Steriliame ependorfiniame mégintuvélyje pDNR sumaiSoma
su ¥ pradinio tario PEG8000/MgCl, misiniu (2.2.13) ir laikoma 5 min kambario temperatiiroje.
Po inkubacijos centrifuguojama 5 min 13000 aps/min grei¢iu kambario temperatiroje.
Supernatantas paSalinamas, o nuosédos plaunamos 500 pl 70 % etanolio tirpalu (2.2.13) ir
centrifuguojama 3 min 13000 aps/min greidiu. Sis Zingsnis kartojamas du kartus. Po paskutinio

plovimo supernatantas nusiurbiamas, o nuosédos iStirpinamos minimaliame tiryje miliQ H2O.

2.3.15. pDNR analizé restrikcijos endonukleazémis
pDNR restrikciné analizé atlieckama pagal naudojamy endonukleaziy gamintojo ,, Thermo
Fisher Scientific “ nurodymus. ParuoSiamas reakcijos misinys (20 pl), kurj sudaro:

iki 20 pl miliQ H20;

2 ul buferinis tirpalas* (2.2.6);

1 pl restrikcijos endonukleazé (2.2.6);
0,5-1,0 ug DNR.

* buferinis tirpalas parenkamas pagal naudojama restrikcijos endonukleazg ir gamintojo rekomendacijas.
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MiSinys sumaiSomas ir inkubuojamas 1-3 val 37 °C temperatiros vandens voneléje. Po
inkubacijos atlieckama reakcijos metu gauty produkty DNR elektroforezé agaroziniame gelyje

(2.3.4). Produkty dydziai lyginami su DNR fragmenty dydziy standartu.

2.3.16. Uretanazés geno raiska

Tikslinio uretanazés geno raiSka vykdoma E.coli BL21(DE3) kamiene pagal naudotos
plazmidés pLATE11 gamintojo ,, Thermo Fisher Scientific ““ protokola. Sterilia mikrobiologine
kilpele viena transformuotos E.coli kolonija i$ Petri 1ékstelés uzséjama j 5 ml skystos mitybinés
LB terpés su antibiotiku ampicilinu (iki galutinés 100 pg/ml koncentracijos) (2.2.4). Kultiira
auginama per naktj 16-18 val 37 °C temperatiiroje purtant 200-220 aps/min greiciu.

Uzaugusi naktiné kultiira santykiu 1:49 pers¢jama j 20 ml naujos skystos mitybinés LB
terpés su ampicilinu (2.2.4). Si perséta kultiira auginama 37 °C temperatiiroje purtant 200—
220 aps/min greiciu, iki kol optinis tankis, ties 600 nm bangos ilgiu, pasiekia 0,5-0,6 optinius
vienetus. Norint indukuoti tikslinio geno raiska pridedama IPTG tirpalo iki galutinés 1 mM
koncentracijos (2.2.17), ir auginama 3 val tomis paciomis sglygomis. Po auginimo Igsteliy

kultira paruosta tolimesniems tyrimams.

2.3.17. Lasteliy biomasés ardymas stiklo rutuliukais
Uzaugusi lasteliy kultiira perpilama i sterily, pries tai pasverta, meégintuvélj ir centrifuguojama
20 min 3000 aps/min greic¢iu 4 °C temperatiiroje. Po centrifugavimo terpés supernatanatas
perpilamas j naujg sterily mégintuvélj, o Igsteliy biomasé plaunama 100 mM kalio fosfatiniu
buferiu (pH 7,0) (2.2.17). Buferyje suspenduotos lastelés centrifuguojamos 20 min
3000 aps/min grei¢iu 4 °C temperatiroje. Supernatantas nupilamas, o lasteliy biomasé
pasveriama. Lastelés pakartotinai suspenduojamos 100 mM kalio fosfatiniame buferyje
(2.2.17), pagal biomasés ir buferio santykj 1:4.

Resuspenduotos Igstelés perkeliamos | sterily 2 ml ependorfinj mégintuvélj ir uzpilamos
stiklo rutuliukais, santykiu: 4 ml suspenduoty Iasteliy ir 5 ml stiklo rutuliuky. Lasteliy biomasé

ardoma 15 min kartojant cikliSkai: 30 s laikoma ledo voneléje, 30 s vorteksuojama.

2.3.18. Baltymy frakcijuy atskyrimas

Po lasteliy ardymo (2.3.17) supernatantas nusiurbiamas j naujg sterily 1,5 ml mégintuvélj, kuris
centrifuguojamas 20 min 17000 aps/min greiciu 4 °C temperatiiroje. Gaunamos dvi baltymy
frakcijos: supernatantas - tirpts vidulasteliniai baltymai, o lasteliy nuolauzos - netirps
baltymai. Atsargiai, nepalieCiant nuosédy supernatantas nusiurbiamas ir perkeliamas j nauja
mégintuveélj. Lasteliy nuolauzos plaunamos 100 mM kalio fosfatiniu buferiu (2.2.17) ir

pakartotinai centrifuguojamos 10 min 17000 aps/min grei¢iu 4 °C temperatiiroje. Supernanatas
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pasalinamas, o nuosédos suspenduojamos tokiame paciame taryje 100 mM kalio fosfatiniame

buferyje (2.2.17). Gautos baltymy frakcijos laikomos lede.

2.3.19. Baltymy koncentravimas

Baltymy koncentravimas atlickamas naudojant ,,Amicon Ultra 30K~ koncentruojamuosius
mégintuvéelius pagal gamintojo ,, Merck Millipore* rekomendacijas. PrieS koncentravimag
membrana du kartus plaunama: uzpilama 10 ml miliQ H2O ir centrifuguojama 20 min
3000 aps/min greiciu 4 °C temperatiiroje. Po paskutinio plovimo miliQ vanduo pasalinamas i$
mégintuvélio. Koncentruojamas méginys uzpilamas ant membranos ir centrifuguojama
3000 aps/min greiciu 4 °C temperatiiroje, kol méginys sukoncentruojamas iki pageidaujamo

turio. Koncentratas atsargiai nusiurbiamas, nepazeidziant membranos.

2.3.20. Baltymy koncentracijos nustatymas Bradford metodu

Paruostas Bradford reagentas (2.2.14) gali biiti naudojamas iki 30 dieny. Tirpalo kokybe
tikrinama matuojant jo absorbcijg prie 465 nm bangos ilgio: tinkamas naudoti, kol optinis tankis
yra 1,3-1,5 ribose, kaip kontrolg¢ naudojant dH>O.

Nustatant baltymo koncentracija méginyje, ] mégintuvélj jpilami atitinkami analizuojamo
méginio ir 0,15 M NaCl tirpalo (2.2.14) kiekiai, kad bendras mi$inio taris baty 300 ul. Tuomet
jpilama 3 ml Bradford reagento (2.2.14), miSinys sumaiSomas ir reakcija vykdoma kambario
temperattiroje 2 min. Lygiai po 2 min spektorofotometru matuojamas méginio optinis tankis
prie 595 nm bangos ilgio. Kontrolinj méginj sudaro 300 ul 0,15 M NaCl (2.2.14) ir 3 ml
Bradford reagento (2.2.14).

Baltymo koncentracija méginyje apskaiciuojama pagal formule:

_Abs Vp
€= tga Vy
kur:
Abs — iSmatuotas optinis tankis;
tg a — kalibracinés kreivés nuokrypio kampas;

Vg — bendras reakcijos tiiris, ml;
VM — méginio taris, ml.

Kalibraciné kreivé sudaroma naudojant skirtingy koncentracijy JSA standarto tirpalus
0,7

En,a ¥ = 65,969 e
w 0,5 R* =10,9915 __—*

o000 0,002 0,004 0,006 0003 0,010
Baltymo kone. méginyje, mg fml

2.2 pav. Kalibracin¢ kreivé baltymy koncentracijos nustatymui
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2.3.21. Baltymuy elektroforezé — NDS-PAGE
Stiklinés plokstelés nuvalomos 70 % etanolio tirpalu (2.2.15) ir surenkamas gelio rémelis.
Baltymy elektroforezé vykdoma poliakrilamidiniame gelyje. Pirmiausia ruoSiamas skiriamasis
12 % gelis (Zr. 2.6 lentelé): svarbu, jpylus paskutinj reagentg TEMED, visas miSinys gerai
sumaiSomas ir nedelsiant pilamas j gelio rémelj, kadangi prasideda gelio polimerizacijos
reakcija. Skiriamuoju geliu uzpildoma mazdaug % viso rémelio tirio, o ant virSaus atsargiai
uzpilama dH20O. Gelio polimerizacijos trukmé apie 20-30 min. Per ta laika paruoSiamas
koncentruojamasis 4 % gelis (zr. 2.6 lentelé), kuris taip pat gerai sumaiSomas ir uzpilamas ant
sustingusio skiriamojo gelio. Tarp stiklo ploksteliy jstatomos Sukutés gelyje suformuojancios
Sulinélius. Geliui leidziama polimerizuotis apie 20 min.

Po polimerizacijos istraukiamos Sukutés, gelis jstatomas j vertikalig elektroforezés kamerg
ir pritvirtinamas. Kamera uzpildoma 1xelektroforezés buferiniu tirpalu (2.2.15), pasalinami po

stikleliais susikaup¢ oro burbuliukai.

2.6 lentelé. Baltymy elektroforezés geliy sudétis

. Taris, pl
Reagentai
Skiriamasis gelis (12 %) Koncentruojamasis gelis (4 %)

30 % AA /0,8 % BAA* 2000 335

1,5 M Tris—HCI (pH 8,8)* 1250 -

1,0 M Tris—HCI (pH 6,8)* - 625

10 % NDS* 50 25

dH-0 15855 1500

10 % APS* 25 12,5

TEMED 2,5 2,5

*tirpaly ruosimo metodikos pateiktos 2.2.15 skyriuje

Ruosiant analizuojamus meginius, jie sumaiSomi su 2x koncentruotu elektroforetiniu dazu
(su merkaptoetanoliu) (2.2.15) santykiu 1:1 ir inkubuojami 95 °C temperatiiroje 5 min. |
paruosto gelio Sulinélj leidziama 10 pg analizuojamo méginio baltymy. Salia méginiy j Sulinélj
uzneSama 3,5 pl baltymy molekulinés masés standarto (,,PageRuler™ Prestained Protein
Ladder®). PradZioje elektroforezé vykdoma esant 150 V jtampai, pasiekus skiriamajj gelj,
jtampa padidinama iki 190 V.

Po elektroforezés gelis atsargiai nuplaunamas dH20. Gelyje iSfrakcionuoti baltymai
vizualizuojami dazant ,, Coomassie Blue R-250“ dazo tirpalu (2.2.15) 20 min purtant ant
purtyklés kambario temperattroje. Véliau gelis blukinamas dH>O daZnai keiciant vandenj, kol

dazas atplaunamas ir aiSkiai matomos atskirtos baltymy frakcijos.

40



2.3.22. Uretanazinio aktyvumo nustatymas Berthelot reakcija

Berthelot reakcija atlieckama dviem etapais. Pirmiausia vykdoma fermentiné reakcija, kurios
misinj sudaro 1 ml fermento 100 mM kalio fosfatiniame buferyje (pH 7,0) (2.2.17) ir1 ml 3 %
etilkarbamato tirpalo (2.2.16). Si reakcija vykdoma 15 min 37 °C temperatiiroje. Reakcija
sustabdoma pridedant 1 ml 0,5 M sieros rigsties tirpalo (2.2.16). Tuomet vykdama spalviné
reakcija, kai j sustabdytos reakcijos misinj pridedama po 1 ml L ir II Berthelot reagenty (2.2.16),
sumaiSoma ir inkubuojama 20 min 37 °C temperatiiroje. Analizuojamy méginiy optinis tankis
matuojamas ties 650 nm bangos ilgiu.

Fermento aktyvumo vienetas (U) apibadinamas kaip fermento kiekis, reikalingas suskaidyti
etilkarbamata iki 1 pmol amoniako, per 1 min., esant atmosferiniam slégiui 37 °C
temperattiroje, kai pH 7,0.

Uretanazinis aktyvumas apskai¢iuojamas pagal formulg:

_ AbS - VB
S tga-Vy -t
kur:
Abs — iSmatuotas optinis tankis;
tg o — kalibracinés kreivés nuokrypio kampas;
Vg — bendras reakcijos tiiris, ml;
Vm — méginio tiiris, ml;
t — reakcijos trukmé, min.
Kalibraciné kreivé sudaroma naudojant skirtingy koncentracijy amonio sulfato tirpalus
(2.2.16). Pagal kalibracing kreive jvertinama amonio jony koncentracija analizuojamame

méginyje (2.3 pav.):

1

el

5 05 v = 19703z

z R® =0,9973 I

g »

':IEI-',z - T

T 04 -~

G 032 o

o »®

2 0

< 0 0,1 0z 03 0.4 05

]

HWH4+ konc, pmolfml

2.3 pav. Kalibraciné kreivé fermento uretanaziam aktyvumui nustatymui

2.3.23. Uretanazinio aktyvumo nustatymas Petri 1éksteléje

Pasveriama komerciné LB terpé, agaras ir monokalio dihidrofosfatas (zr. 2.7 lentelé). Sie
komponentai iStirpinami dH2O ir autoklavuojama 1/20° rézimu. | pravésusig sterilig terpe
pridedami papildomi komponentai — indikatorius fenolftaleinas ir etilkarbamatas. Terpé

ISpilstoma j Petri l1€ksteles, laikoma 4 °C temperatiiroje.
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2.7 lentelé. Terpés sudétis uretanazinio aktyvumo nustatymui

Monokalio . .
Komponentas LB Agaras dihidrofosfatas Fenolftaleinas Etilkarbamatas
Koncentracija 25% 1.5% 0,2% 0,005 % 0,5%

Ant terpiy, skirty uretanaziniam aktyvumui nustatyti, uzséjamos grynos mikroorganizmy
kulttros ir inkubuojamos 30 °C temperattiroje. Stebima ar jvyksta terpéje esancio indikatoriaus
spalvos pokytis.

Tiriant transformuotos E. coli uretanazinj aktyvumg papildomai j pravésusig terpe
pridedamas antibiotikas ir 1gstelés auginamos 37 °C temperatiroje. Terp¢je uzaugus Iasteléms,
siekiant indukuoti tikslinio geno raiska paruosiamas 1,5 % agaras, j kurj po autoklavavimo
pridedamas IPTG (IPTG koncentracija tirpale 1 mM) (2.2.17). Tuomet terpéje, ant uzaugusiy
lasteliy, uzliejamas plonas agaro su IPTG sluoksnis. Stebimas terpéje esancio indikatoriaus

spalvos pokytis.
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3. REZULTATAI

Atliekant poliuretano degradacijos biotechnologiniais metodais tyrimus, buvo dirbama
dviejomis kryptimis. Viena i§ jy apémé poliuretang skaidan¢iy mikroorganizmy paieska ir jy
identifikavimg. Kita buvo orientuota j fermentinj poliuretano depolimerizavima, naudojant
komercinius fermentus ir geny raiskos sistemas.

Pagrindiniais tyrimo objektais buvo naudojami polieterinés (PE-PU) ir poliesterinés (PES-
PU) kilmés vandeniniai PDF tirpalai (2.2.1). PDF - tai poliuretano dispersiné faz¢, susidedanti
i§ tirpiklyje tolygiai pasiskirs¢iusiy PU daleliy. PDF galima apibudinti kaip koloidine sistema,
pagal nanometriniy poliuretano daleliy dydj. Pramon¢je PDF tirpalas naudojamas tekstilés
gaminiy, avalinés ar lagaminy paviriy padengimui*?. Si poliuretano dispersiné sistema, dél
mazo polimeriniy daleliy dydzio ir vienalytiSkumo vandeningje terpéje, yra tinkama priemoné
mikroorganizmy ir fermenty biodegradacijai tirti. PDF tirpalas selektyviose mitybinése terpése
mikroorganizmams yra tickiamas kaip substratas, t.y. kaip anglies ir/ar azoto S$altinis.
Mikroorganizmy fermentams hidrolizuojant agarizuotoje terpéje esancias PDF daleles, susidaro
vandenyje tirpios molekulés, todél terpéje, aplink mikroorganizmy kolonijas, pastebimos
skaidrios zonos (Magnin A. ir kt., 2019). PDF taip pat yra tinkamas mikroorganizmy ir fermenty
degradacijos tyrimams skystoje terpéje, matuojant tirpalo praskaidréjima spektrofotometriskai,
stebint PDF daleliy pokytj arba analizuojant susidariusius vandenyje tirpius skilimo produktus
(Hung C.S. ir kt., 2016; Alvarez-Barragan J. ir kt., 2016).

PDF naudojimg tyrimuose apsunkina tai, kad tiksli PDF struktiira néra Zinoma. Gamintojas
pateikia tik labai bendra informacijg apie sintezés metu naudoto izocianato ir poliolio struktiira:
izocianatas - alifatinis ar aromatinis, poliolis - poliesterinis ar polieterinis. PDF gamybos metu
taip pat gali biiti naudojami jvairts priedai, apie kuriuos gamintojas informacijos nesuteikia.
Biffinger J.C. ir kt. (2015), bandé¢ i3siaiskinti PES-PU struktiira. Siy autoriy teigimu, manoma,
kad PES-PU pagrinda sudaro poliheksano/neopentilo adipatinis poliesteris ir HDI, ta¢iau tai yra
tik preliminartis rezultatai. Kadangi tiksli PDF cheminé struktiira yra nezinoma, sunku

prognozuoti galimus skilimo mechanizmus, todél atlieckamy tyrimy spektras iSsiplecia.
3.1. Mikrobiologiné PU biodegradacija

Atliekant poliuretang skaidan¢iy mikroorganizmy paieSka, d¢l didesnés mikroorganizmy
vairoveés, buvo naudojami du aplinkos méginiai - dirvozemis bei Kur$iy mariy ir Baltijos jiiros

vandens miSinys (pastarasis buvo pavadintas ,,Jira ) (2.3.1). Iprastai dirvozemis, kuriame a

12 https://solutions.covestro.com/en/brands/impranil
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priori yra daug mitybiniy medziagy, pasiZzymi mikroorganizmy jvairove ir gausa: viename
grame pavirsinio dirvozemio (iki 15 cm gylio) yra nustatoma apie 10° bakterijy ir apie 10° gryby
(Hooman J.J., 2010). Be to, Kur$iy mariy ir Baltijos jtros vandens miSinys (2.3.1) yra svarbus
mikroorganizmy Saltinis, dél galimo mikroorganizmy prisitaikymo, vykdyti plastiky, tarp jy ir
poliuretano, biodegradacijg. Kadangi atviruose vandens telkiniuose susikaupusios plastiko
atliekos, patenkancios i§ pakranCiy, upiy ir jury, sudaro apie 3 % visos pasaulinés plastiky
gamybos®3.

Kaip mikroorganizmy $altiniai taip pat buvo naudojamos PU putos i§ teatro 1¢liy (,, 79PU*)
ir automobilio sédyniy (,, 88PU*) (2.3.1). Sie méginiai yra seni — teatro léliy putos pagamintos
apie 1979 metus, o automobilio sédyniy putos - apie 1988 metus. Méginiai ,, 79PU“ ir ,, 88PU **
yra pagelte ir per ilga naudojimo laika galimai pradéje irti, todél buvo manoma, kad yra

potencialiis poliuretang skaidan¢iy mikroorganizmy $altiniai (3.1 pav.).

3.1 pav. Mikroorganizmy $altiniai: ,, 79PU* (kairéje) ir ,,88PU* (desinéje) méginiai

Renkant terpes mikroorganizmy kultivavimui, buvo atsizvelgiama, kad terpé nebiity
Hturtinga® anglies ir azoto Saltiniy atzvilgiu. Tod¢l pasirinkta minimali drusky terpé (MSM),
kurios sudétyje yra septynios skirtingos druskos (2.2.4) (Peng Y.H. ir kt., 2014). Paruostoje
MSM terpéje, kaip anglies ir azoto Saltinis, buvo pridedamas PDF tirpalas, taip siekiant
izoliuoti mikroorganizmus skaidanius ir savo metabolizmo procesams naudojancius
poliuretang. Be to, literatiiroje pateikiami tyrimai, kuriais nustatyta, kad mikroorganizmy
augimas priklauso nuo jiems tiekiamy C ir N Saltiny. Nakajima-Kambe T. ir kt. (1995) padaré
iSvada, kad D. acidovorans augdamas terpéje, kurioje be PES-PU, papildomai buvo dedamas
azoto Saltinis, geriau skaidé poliuretang, nei augdamas terpéje, kurioje naudojamas tik PES-PU,
kaip anglies ir azoto Saltinis. Butent Siuo tikslu buvo ruosiama MSM+N terpé, kurioje kaip
papildomas azoto $altinis naudotas 1 g/l amonio sulfatas. Atsizvelgiant j Nair S. ir Kumar P.
(2007) atliktg tyrima, kuriuo nustatyta, kad Bacillus pumilus geriausiai augo terpéje su 0,3 %
PES-PU, buvo nusprgsta visais atvejais taip pat ruosti terpes su 0,3 % PDF. Taigi, siekiant
izoliuoti poliuretang skaidan¢ius mikroorganizmus, tyrimo metu buvo naudoti jvairis

mikroorganizmy Saltiniai ir skirtingy kompozicijy selektyvios mitybinés terpés.

13 https://ourworldindata.org/plastic-pollution
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3.1.1. PU skaidanciy mikroorganizmy paieSka

Vykdant PU skaidan¢iy mikroorganizmy paieska, méginiai skleistuvu buvo paskleidziami
ant selektyviy MSM ir MSM+N terpiy, kurios papildytos 0,3 % PDF tirpalu. Uzsétos 1ékstelés
buvo inkubuojamos kambario temperattiroje ne maziau kaip 14 dieny (2.3.1).

Mikroorganizmai ant selektyviy agarizuoty terpiy su PE-PU augo negausiai ir aplink
uzaugusias bakterijy kolonijas skaidriy poliuretano skaidymo zony neformavo. Taip pat buvo
pastebéta, jog mikroorganizmai galéjo augti ant terpés, kurioje yra PE-PU, bet jo neskaidé.
Kadangi, net po ilgesnio nei 2 savaités inkubacinio periodo, vizualiai buvo pastebimas
biomasés padidéjimas, taciau matomos hidrolizés zonos nesusidaré. Manoma, kad Sie
mikroorganizmai anglj fiksuoja i§ ore esan¢io CO». Siekiant paskatinti mikroorganizmy augima
ir tikintis, kad tarp jy bus gebantys skaidyti PE-PU, buvo nuspg¢sta paruosti ,,turtingesnes*
terpes, t.y. pridéti papildomus mitybinius anglies Saltinius. Papildomais anglies Saltiniais buvo
naudoti glicerolis, gliukozé, natrio citratas arba natrio sukcinatas (2.2.4) (Hung C.S. ir kt.,
2016). Ant paruosty terpiy su PE-PU ir papildomais anglies Saltiniais buvo uzséti tie patys
méginiai ir inkubuojami kambario temperatiiroje 14 dieny (2.3.1). Po inkubacijos, uzaugus
mikroorganizmams, MSM+N+Citr. terpéje su PE-PU, buvo pastebéta viena kolonija aplink
save formuojanti praskaidréjimo zong. (3.2 pav.). Tai uzsétas ,, DirvoZzemis Il méginys, Kuris

buvo skiestas 10000 karty. Viso tyrimo metu, tai buvo vienintelis atvejis, kai terpéje su PE-PU

aplink kolonija matoma hidrolizés zona. Si bakterijy kolonija pasirinkta identifikavimui.

AU g / b o’

3.2 pav. Terpéje MSM+N+Citr. su PE-PU uzsétas ,, DirvozZemis I “ méginys

Yra zinoma, kad PE-PU biodegradacijos tyrimams reikalingas ilgesnis inkubacijos laikas
(Matsumiya Y. ir kt., 2010). Siekiant patikrinti ar kitos uzaugusios kolonijos ant selektyviy
terpiy su PE-PU ir papildomais anglies Saltiniais, formuoja hidrolizés zonas, terpés buvo
dazomos Coomassie dazu (2.3.2), kuris padidina biodegradacijos zony aptikimo jautruma. Sis
dazymo metodas yra pagristas Coomassie mélynojo dazo saveika su poliuretanu.
Mikroorganizmams hidrolizuojant terpéje esant] PDF, sumazéja Coomassie mélynojo sgveika
su poliuretanu ir susidaro §viesi zona mé¢lyname fone (Howard G.T., ir kt., 2000; Howard G.T.
ir Hilliard N.P., 1999). Lékstelés pavyzdys, nudazytos Coomassie mélynuoju pateiktas 3.3 pav.,
kai terpéje MSM+N+Citr. buvo uzsétas ,,Jira“ méginys (skiestas 10000 karty). Aplink A
kolonija matoma skaidri zona, taciau skaidréjimo néra aplink B ir C bakterijy kolonijas.

Identifikavimui buvo atrinktos bakterijy kolonijos, aplink kurias susidaré skaidrios zonos.
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3.3 pav. Terpé¢je MSM+N+Citr. su PE-PU uzsétas ,,Jira“ méginys. A kolonija formuoja hidrolizés
zong, B ir C kolonijos hidrolizés zonos neformuoja

Analogiskai, pries tai aptartiems PE-PU tyrimams, buvo atlikti tyrimai MSM ir MSM+N
terpése su PES-PU. Ant terpiy buvo uzséti tie patys, ,, Dirvozemis 1, ,, Dirvozemis 11, ,, Jiira “,
, 79PU*, ,,88PU*, méginiai ir inkubuojami kambario temperatiiroje (2.3.1). MSM+N terpéje
su uzsétu ,,88PU“ méginiu, po 14 dieny inkubacijos aplink mikroorganizmy kolonijas buvo
matomos aiSkios PES-PU hidrolizés zonos (3.4 pav. kairéje). Tai patvirtina ir literatiiroje
pateikiama informacija, jog PES-PU yra labiau jautrus mikroorganizmy poveikiui nei PE-PU
(Mahajan N. ir Gupta P., 2015). Pratesus auginimo laika iki 4 savaiciy, pastebétas tolesnis PES-
PU skaidymas. Galiausiai terpé tapo visai skaidri (3.4 pav. desinéje). Tai rodo, kad
mikroorganizmai nuolat naudoja PES-PU kaip energijos Saltinj. Be to, kaip ir PE-PU atveju,

buvo mikroorganizmy, kurie gebéjo augti, tac¢iau neskaidé PES-PU.

)".\-“6 Hm ALOS NS+ 4 >
. V4 P

3.4 pav. Terpéje MSM+N su PES-PU uzsétas méginys ,, 88PU ““. Kairéje po dviejy savai¢iy inkubacijos;
desingje po keturiy savaiciy inkubacijos

Kadangi PES-PU biogedradacijos zonos buvo aiskiai matomos, tolimesniuose tyrimuose
naudoti terpes su papildomais anglies Saltiniais ar dazyti Coomassie mélynuoju nebuvo
tikslinga. UZauge mikroorganizmai buvo pers¢jami ant agarizuoty LB ir YEPD terpiy ir
gryninami iki homogenisky kultairy. I8 jy, identifikavimui buvo pasirinkti mikroorganizmai

vykdantys PES-PU biodegradacija.
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3.1.2. PU skaidan¢iy mikroorganizmy identifikavimas

Pries identifikavima, iSgryninti mikroorganizmai buvo perséti ant selektyviy terpiy, i§ kuriy
buvo isskirti. Tokiu buidu siekiant dar kartg patikrinti ir jsitikinti §iy mikroorganizmy gebéjimu
augti ant PE-PU ir degraduoti PES-PU. Sekoskaitai buvo atrinkti morfologiskai skirtingi
mikroorganizmai, tarp kuriy buvo aStuoni bakterijy kamienai, gebantys augti ant PE-PU, ir trys
- viena bakterija ir du grybai - biodegraduojantys PES-PU.

Bakterijy ir gryby gDNR i$skyrimui naudotas ,,Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep Kit*
rinkinys (2.3.3). Bakterijy molekulinis identifikavimas atliktas pagausinus 16S rRNR geno sritj,
naudojant P1492 ir P27 pradmenis (2.2.5). Grybai buvo identifikuojami pagal 18S —5,8S rRNR
tarpgentinj regiong (ITS), naudojant P499 ir P498 pradmenis (2.2.5). PGR reakcija vykdyta
termocikleryje (2.3.6), salia analizuojamy méginiy buvo atlickamos kontrolinés reakcijos. PGR
metu gauty produkty koncentracija nustatoma elektroforezés metodu agarozés gelyje (2.3.4)
Sekoskaitai PGR produktai buvo ruoS$iami pagal 2.3.7 metodika, siekiant pasalinti
nesureagavusius reagentus (polimerazé, pradmenys, ddNTP) bei mazos molekulinés masés
Salutinius PGR produktus.

Sekoskaita buvo atlikta VU Biotechnologijos instituto DNR sekoskaitos centre, kuriame
remiamasi Sendzerio metodu, pagristu DNR grandinés terminacija su fluorescentiskai Zzymétais
terminatoriais (ddNTP). Sekoskaita atlickama i$ 5' galo ir 3' galo. Elektroferogramy rezultatai
apdoroti ,, Geneious Pro 4.8.5° programa. Pagal gautas konsensuso sekas, buvo ieSkoma
panaSiausiy seky, naudojant NCBI (angl. The National Center for Biotechnology Information)
BLAST algoritmg. PaieSka atlikta nukleotiding¢je duomeny bazeje (nr/nt), patikrinant
analizuojamy seky unikalumg. Taciau §i duomeny bazé néra itin patikima, kadangi autoriai
laisvai gali deponuoti sekas be griezty reikalavimy. Todél, papildomai bakteriniy seky paieska
atlikta 16S rRNR duomeny bazéje, o gryby — ITS duomeny bazéje. 16S rRNR ir ITS duomeny
bazés bei jy turinys yra grieztai kontroliuojamos, todél yra patikimesnés. Palyginamoji analizé
buvo atlikta MAFFT jrankiu, kuomet analizuojama seka lyginama su §imtu panasSiausiy seky,
esanCiy duomeny bazéje. Toks molekulinis identifikavimas leidzia identifikuoti
mikroorganizmus genties ribose. 3.1 lenteléje pateikti mikroorganizmy pavadinimai, kuriy
sekos buvo panaSiausios j tyrimo metu analizuoty bakterijy 16S rRNR geno sekas ir gryby ITS
regiono sekas bei nukleotidy skirtumai nuo panaSiausios sekos, esancios 16S rRNR / ITS

duomeny bazéje.
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3.1 lentelé. Identifikuoti mikroorganizmai ir jy seky palyginimas NCBI duomeny bazése

. . .. Nukleotidy skirtumas
Mikroorganizmas su panasiausia

Eil. nuo panasiausios sekos:
165 rRNR / ITS geno seka 165 P
nr. . .. 16S rRNS /ITS
rRNR / ITS duomeny bazéje* nr/nt duomeny bazéje .
duomeny bazéje*

ISskirta is

Auga ant PE-PU

1. Streptomyces sp. 0 0
2. Streptomyces thermocarboxydus 0 0
3. Kocuria carniphila 1 2 ,, Dirvozemis I,
4. Micrococcus antarcticus 0 4 ,, Dirvozemis 11
5. Rhodococcus artemisiae 0 10
6.  Micrococcus endophyticus 0 12
7.  Delftia acidovorans 0 1 o
L Jira
8.  Microbacterium oxydans 0 1
Skaido PES-PU
9.  Paenibacillus pabuli 0 2
., 79PU
10.  Stachybotrys chartarum 0 0
11.  Penicillium citrinum 0 0 ,, Dirvozemis 11

*bakterijoms 16S rRNR duomeny bazéje, grybams — ITS duomeny bazéje.

Pries tai aptarta bakterijos kolonija, suformavusi matoma hidrolizés zong MSM+N+Citr.
terpéje su PE-PU (3.2 pav.), seka Nr. 5, buvo identifikuota priklausanti Rhodococcus sp.
genciai (3.1 lentelé, seka Nr. 5). Akutsu-Shigeno Y. ir kt. (2006) parodé, kad Sios genties
atstovas R. equi TB-60 pasizyméjo gebéjimu skaidyti toluen-2,4-dikarbamo riigsties dibutilo
esterj, susidarant tolueno diaminui, ir buvo pripazintas kaip vykdantis uretaninio rysio
hidrolize. Taigi, bakterija Nr. 5 taip pat galimai skaido PE-PU esancig uretaning jungtj, taciau
reikalingi i§samesni tyrimai.

Atliktas sekos Nr. 3 palyginimas su §imtu panasiausiy seky, parodé, kad analizuojama seka
(3.5 pav. 101/1-1387, pazyméta raudona rodykle), nuo artimiausios nr/nt duomeny bazéje
esancios sekos, skyrési vienu nukleotidu 1280 pozicijoje. Siekiant patikrinti, ar nebuvo jsivélusi
Klaida, sekoskaita atlikta pakartotinai. Gauti sekoskaitos rezultatai buvo analogiski
pirmiesiems. Todél remiantis $iais atliktos filogenetinés analizés rezultatais galima teigti, kad
tai yra unikali seka. Nuspresta $ig 16S rRNR geno sekg deponuoti | NCBI Geny banko nr/nt
duomeny baze. Seka pavadinta Kocuria sp. TBS102 ir suteiktas prieigos numeris MN038066.
Pilna Kocuria sp. TBS 102 16S rRNR geno seka pateikta 1 priede.
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———— 10%/1-1387
_R_MHBET1540.
_R_KU147416.
_R_KT905645.
_R_HW579796.
_R_AN237350.
_R_MH298693.
_R_FIM373332.
_R_JIN245672.
_R_NR_02719
_R_K(C343394.
_R_IX949319.
_R_KU497552.
_R_K134512.
_R_ING44610.
_R_INGI4516.
_R_DQ227777.
_R_KC534176.
_R_KR085939.
_R_NR_11626
_R_JQ977369.
_R_KF306360.
_R_DQ385571.
_R_DQ365559.
_R_AM237379.

3.5 pav. Seky palyginio fragmentas. Kocuria sp. 16S rRNR geno seka - 101/1-1387

Sekos Nr. 7 (3.1 lentelé) palyginimo analizés rezultatai parodé, kad seka yra artimiausia D.
acidovorans. Si bakterija, izoliuota i§ méginio ,,Jiira *, pasizyméjo gebéjimu augti terpéje su
PE-PU, bet vizualiai matomos hidrolizés zonos nesudaré. Literattiroje yra pateikiami tyrimai,
kuriais nustatyta, kad D. acidovorans gali augti terpéje su PES-PU ir jj naudoti kaip anglies ir
azoto Saltinj (Nakajima-Kambe ir kt., 1995; Akutsu Y. ir kt., 1998), tac¢iau tyrimy, jrodanciy D.
acidovorans gebéjimg skaidyti PE-PU, nepavyko surasti.

3.1.3. PES-PU skaidanc¢iy mikroorganizmy tyrimas

PES-PU skaidantys mikroorganizmai, pagal 16S rRNR ir ITS geny sekas, buvo identifikuoti
kaip panaSiausi j bakterija Paenibacillus pabuli bei grybus Stachybotrys chartarum ir
Penicillium citrinum. Todél buvo priskirti Paenibacillus sp., Stachybotrys sp. ir Penicillium sp.
gentims. Atliekant literattiros analizg, skirtingi Penicillium genties nariai buvo aprasyti kaip
vykdantys tiek PE-PU, tiek PES-PU pagrindu pagaminty puty ir PDF dangy skilimo tyrimus.
I$skiriamos tokios riiSys kaip P. funiculosum, P. chrysogenum, P. brasilianum (Darby R.T. ir
Kaplan A.M., 1968; Alvarez-Barragan ir kt., 2016; Magnin A. ir kt., 2018). Tac¢iau nepavyko
surasti atlikty tyrimy, patvirtinan¢iy Paenibacillus sp. ir Stachybotrys sp. geb¢jima skaidyti PU.
Siame darbe jie pirma karta minimi kaip biodegraduojantys poliuretana.

Viena iSsikelty hipoteziy buvo, kad Siy mikroorganizmy gaminami fermentai hidrolizuoja
poliuretane esancig uretaning jungtj. Jy uretanazinis aktyvumas tirtas agarizuotose terpése Petri
lekstelese (2.3.23). Sio metodo principas buvo pagristas terpéje esancio indikatoriaus
fenolftaleino spalvos pokyciu, kai fermentui hidrolizuojant etilkarbamato uretanine jungtj

i§siskiria amoniakas. D¢l susidaran¢io amoniako, terpés pH sumazéja ir gali buti stebimas
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fenolftaleino spalvos pokytis (i bespalvés j raudong). Stebint ar dél nataraliy vyksmy terpéje

ir jos komponenty nevyksta savaiminis pH pokytis, buvo naudojamos kontrolés:

* terpé su indikatoriumi ir etilkarbamatu - patikrinama ar etilkarbamatas neskyla savaime
sukeldamas pH pokytj (3.6 pav. K1);

= terpé su indikatoriumi - patikrinama ar terpés komponentai ir indikatorius nesgveikauja
tarpusavyje (3.6 pav. K2);

* terpé su indikatoriumi ir mikroorganizmu - patikrinama ar mikroorganizmas augdamas
nesukelia terpés pH pokycio (3.6 pav. K3.a - Paenibacillus sp., K3.b - Stachybotrys sp.,
K3.c - Penicillium sp.).

Tiriami mikroorganizmai buvo uZzséti eksperimentinése IekStelése su indikatoriumi ir

etilkarbamatu. Visos lékstelés buvo inkubuojamos 30 °C temperatiiroje ir stebimas spalvos

pokytis. Po 2 sav. auginimo, terpéje esancio indikatoriaus spalva né vienu atveju nepakito.

Todél buvo galima teigti, jog Sie mikroorganizmai ir jy gaminami fermentai etilkarbamato

uretaninés jungties neskaidé ir uretanaziniu aktyvumu nepasizyméjo (3.6 pav.).

Tuscia Paenibacillus sp. Stachybotrys sp. Penicillium sp.
Kl o \ - \
W . Ungg, . Ul
o X qu"‘% » N‘“wm{'\ @*’W e < Q,!*‘v”" edurgy
+ indikatorius
+ etilkarbamatas
P /’\ ’//>7 _\ N
g K2 . K32 B <G b > &
+ indikatorius

3.6 pav. PES-PU skaidan¢iy mikroorganizmy uretanazinio aktyvumo nustatymas Petri 1ékstelése; K1,
K2, K3, K3.a, K3.b, K3.c — kontrolinés 1ékstelés

Kadangi, tiek PES-PU, tiek PE-PU struktiiros pagrindg sudaro uretaninés jungtys,
mikroorganizmy geb¢jimas skaidyti uretaning jungti buvo patikrintas kitu badu -
mikroorganizmai buvo uzséjami ant agarizuoty MSM ir MSM+N terpiy su PE-PU. Po ilgesnés
kaip 14 d. inkubacijos kambario temperatiiroje, PE-PU praskaidréjimo zonos nebuvo matomos
(rezultatai nepateikiami). Taigi, atliktas eksperimentas dar karta patvirtina, kad Siems

mikroorganizmams uretanazinis aktyvumas néra buidingas.
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3.1.4. PU biodegradacija laboratoriniais kamienais

Siame darbo etape buvo tiriamos Taikomosios biokatalizés sektoriaus (TBS) kolekcijoje

turimy mikroorganizmy biodegradacijos galimybés skaidyti PE-PU ir PES-PU. Tyrimui buvo

naudojami P. aeruginosa, P. putida ir Y. lipolytica kamienai (2.2.2). Pagal 2.3.8 metodika,

skystose LB ir YEPD terpése (2.2.4) per naktj augintos kultiiros buvo atplaunamos nuo augimo

terpés 50 mM fosfatiniu buferiu (pH 7,4) (2.2.17). Buferyje suspenduotos lastelés buvo

ineSamos j Sulinélius agarizuotose MSM ir MSM+N terpése su 0,3 % PDF tirpalo (2.2.4). Tokiu

budu uztikrinama, kad lgstelés bty gyvybingos, t.y. eksponentinéje augimo fazéje, ir galéty

produktyviai skaidyti poliuretang. Lékstelés buvo inkubuojamos kambario temperattiroje ir

stebima ar susidaro praskaidréjimo zonos. Gauti tyrimo rezultatai pateikti 3.2 lenteléje.

P. aeruginosa rusis yra gerai zinoma ir placiai iStirta, kaip poliuretang skaidantis
mikroorganizmas. Sio tyrimo metu, visi tirti P. aeruginosa kamienai vykdé PES-PU
biodegradacija. Silpniausiu skaidymu pasiZzyméjo a2 kamienas. Be to, buvo pastebéta, kad
P. aeruginosa a3 ir a4 kamienai geriau skaido PES-PU MSM terpéje be papildomo azoto
Saltinio. Taciau né vienas i$ tirty P. aeruginosa kamieny neskaidé PE-PU.

Tirti P. putida kamienai nebuvo aktyvis nei PE-PU, nei PES-PU skaidymo procese. Nors
literatliroje pateikiama informacija apie Sios rasies dalyvavimg skaidant PES-PU (Peng
Y.H. ir kt., 2014).

Y. lipolytica yra zinoma kaip ekstralgsteliniu lipaziniu aktyvumu pasizyminti mieliy riiSis
(Pignede G. ir kt., 2000). Visi keturi tirti Y. lipolytica kamienai gebéjo skaidyti terpéje esantj
PES-PU. Ryskus PES-PU skaidymo skirtumas MSM ir MSM+N terpése nebuvo pastebétas.
Taip pat nustatyta, kad Y. lipolytica KS 71 Y.L.80 kamienas augdamas YEPD terpéje su
0,3% PES-PU suformavo matomg praskaidréjimo zong (rezultatai nepateikiami).
Pazymétina, kad 2019 m. EFSA (angl. European Food Safety Authority) mieles Y.
lipolytica pripazino saugiomis ir tinkamomis naudoti maisto pramongje, kaip maisto
papilda!. Literatiiroje buvo rastas tik vienas tyrimas, apibiidinantis mieliy dalyvavima
skaidant poliuretang - Thirunavukarasu K. ir kt. (2015), nustaté, kad Cryptococcus sp.

MTCC 5455 auginant zuvy atliekose, susidaro lipaze, veikianti poliuretana.

14 https://efsa.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.2903/j.efsa.2019.5594
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3.2 lentelé. PE-PU ir PES-PU skaidymas TBS kolekcijoje turimais laboratoriniais kamienais

PE-PU PES-PU
MSM MSM+N MSM “MSM+N

Pseudomonas
aeruginosa
al
a2
a3
a4
Pseudomonas
putida
2BNab
1INa2.3
2BNaC1
p4

Yarrowia lipolytica

KS71Y.L.80

KS.Y.L.6372

Y KS. 74 Y.L.73

KS. 73 Y.L.64

Analogiskas eksperimentas (2.3.8) buvo atliktas ir su izoliuotais mikroorganizmais,
gebancdiais augti terpéje su PE-PU. Nustatyta, kad Kocuria sp., kurios seka deponuota ] NCBI
duomeny baze, ir Microbacterium sp. pasizyméjo gebéjimu skaidyti PES-PU (3.3 lentelé).
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3.3 lentelé. Mikroorganizmy, augusiy terpéje su PE-PU, gebéjimas skaidyti PE-PU ir PES-PU

PE-PU PES-PU
MSM MSM+N MSM MSM+N
Kocuria sp. :
Microbacterium sp.
7 1 - e
Rhodococcus sp. g Y

Delftia sp.

I$ atlikty tyrimy akivaizdu, kad skirtingi mikroorganizmai yra aktyviis poliuretano skaidytojai.
Siy mikroorganizmy i3skyrimas ir identifikavimas yra prieZastis toliau plétoti poliuretano
biologinio skaidymo tyrimus, siekiant i$siaiskinti biodegradacijos skilimo mechanizmus ir

pritaikyti poliuretano atlieky skaidymui.
3.2. Fermentiné PU biodegradacija

Poliuretano skaidymas fermentais yra detalesnis ir tikslesnis btidas biodegradacijos
mechanizmams tirti. Poliuretang veikiant pavieniais ir zinomo aktyvumo fermentais, pagal
susidariusius skilimo produktus, galima numanyti ir/ar identifikuoti poliuretano grandinéje
esancias, biodegradacijai jautrias, jungtis. Mikrobiologiné PU degradacija neleidzia visiskali
jvertinti  skaidymo mechanizmo, kadangi augdami mikroorganizmai gali metabolizuoti
susidariusius skilimo produktus.

Atliekant fermentinés poliuretano biodegradacijos tyrimus buvo naudojami komerciniai

fermentai ir galimai poliuretang skaidantis uretanazeés genas, klonuotas j ekspresijos sistemas.

3.2.1. PU skaidymas komerciniais fermentais

Iki $iol néra jokiy komerciskai prieinamy fermenty, skirty poliuretano skaidymui. Siuo
tyrimu buvo siekiama i$ rinkoje esan¢iy komerciniy fermenty nustatyti gebancius skaidyti
poliuretang. Kaip minéta, tyrimuose naudojamy PDF tirpaly cheminé struktiira yra nezinoma,
tod¢él buvo naudoti skirtingy aktyvumy fermentai, pasizymintys proteaziniu, celiulaziniu,
lakaziniu, lipaziniu, peroksidaziniu ir a-glukanaziniu aktyvumu (2.2.6, 2.5 lentelé). Pirminis
fermenty atrankos tyrimas buvo atliktas agarizuotose terpése: sterilus 1,5 % agaro tirpalas
papildomas 0,3 % PE-PU arba PES-PU, ir iSpilstoma j Petri 1éksteles. Sustingusiame agare su

PDF padaromi Sulinéliai ir jneSama po 10 pl komerciniy fermenty, laikoma kambario
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temperatiiroje. Pra¢jus parai buvo matomos aiskios PES-PU praskaidréjimo zonos ties
fermentais Nr. 5 ir Nr. 6 (3.7 pav.). PE-PU né vienas i§ tirty fermenty neskaidé (rezultatai
nepateikiami).

s P Ds’k.

7 Ry,
y 1 2 03 \

3.7 pav. PES-PU biodegradacija komerciniais fermentais; 1 - Cathepsin C; 2 - Celluclean 5000 L; 3 -
Laccase Lus Vilzim; 4 - Laccase Vilzim; 5 - Lipase LPS L; 6 - Lipolase 100 L; 7 - Novozym 51003;
8 - Promozyme D2; 9 - Peroxidase; 10 - Protease; 11 - Proteinase K.

Taigi, buvo nustatyti du fermentai, galintys skaidyti PES-PU, tai lipazés ,, Lipase LPS L ir
., Lipolase 100 L*. Taip pat | tyrimus buvo jtrauktas dar vienas lipaziniu aktyvumu pasiZymintis
fermentas — lipazé ,, Novozym 435, kuri yra imobilizuota ant hidrofobinio akrilo dervos
nesiklio. Imobilizuotas fermentas naudingas atlickant iSsamesnius tyrimus, kadangi prie$
analize fermenta galima paSalinti ir taip iSvengti papildomy signaly, budingy fermentui.
Fermenty specifikacijy dokumentuose apie Siy fermenty pritaikymg PU skaidyme néra
nurodyta.

Lipazés (EC 3.1.1.3) yra fermenty grupé, katalizuojanti eile skirtingy reakcijy, tarp jy
hidrolizg, esterinimg, alkoholiz¢, aminolize, peroksidacijg, epoksidacija ir interesterifikacija
(Thirunavukarasu K. ir kt., 2015). Tiriamos lipazés galimai vykdo hidrolizés reakcija, skaidant
poliuretane esancias jungtis ir susidarant vandenyje tirpiems skilimo produktams, dél ko terpéje
su PES-PU matomos skaidrios zonos. Taciau tam patvirtinti buvo reikalingas detalesnis
tyrimas. Siuo tikslu buvo atliktas didesnio masto fermentinio PDF skaidymo eksperimentas
mégintuvéliuose, naudojant ,, Lipase LPS L*“, ,, Lipolase 100 L ir ,, Novozym 435 lipazes (3.8
pav.). Buvo paruosti 0,5 % PE-PU ir PES-PU vandeniniai tirpalai, pridedama 10 % vieno i$
fermenty. Bendras fermentinés reakcijos turis - 5 ml. Kartu su eksperimentiniais méginiais
paruoSiamos kontrolés, kuriose fermentai nenaudojami. Mégintuvéliai buvo uzdengiami ir
inkubuojami purtykléje 150 aps/min greic¢iu kambario temperatiiroje. Buvo stebimas vizualus

méginiy praskaidréjimas, atlickamos TLC ir GC analizés.
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3.8 pav. Fermentinio skaidymo mégintuvéliuose tyrimo schema

Po pirmyjy inkubacijos dieny, PE-PU ir PES-PU mégintuvéliuose su fermentais ,, Lipase
LPS L“ir ,,Lipolase 100 L*, PDF dalelés agregavosi su fermentu ir nusédo j mégintuvélio
dugng. Dél jvykusios agregacijos, tirpalo praskaidréjimo vizualiai vertinti nebuvo galima
(rezultatai nepateikiami). Mégintuvélyje su PES-PU ir imobilizuotu ,, Novozym 435 *“ fermentu,
po 1 sav. inkubacijos buvo vizualiai matomas tirpalo skaidréjimas. Taip pat pastebétas greitas
PE-PU su ,, Novozym 435 tirpalo praskaidréjimas: po 3 d. tirpalas tapo Zenkliai skaidresnis.
Praéjus ilgesniam inkubacijos laikui, $iy méginiy praskaidréjimas dar labiau iSryskejo, lyginant
su kontroliniais mégintuvéliais be fermento (3.9 pav.). Tadiau negalima drasiai teigti, kad
praskaidréjimg lémé jvykusi fermentiné poliuretano biodegradacija. Gali biiti, kad PDF dalelés
agregavosi prie ,, Novozym 435 imobilizavimui naudotos dervos. Biffinger J.C. ir kt. (2015),
savo darbe taip pat pastebéjo PES-PU daleliy agregacija su fermentu. Tyréjai norédami
detalesnés informacijos, atliko NMR ir FT-IR analizes, kuriomis patvirtino jvykusj biologinj
PU skaidyma ir nustaté susidariusius skilimo produktus (Biffinger J.C. ir kt., 2015). Taigi,
akivaizdu, kad vizualus stebéjimas néra pats efektyviausias btidas poliuretano degradacijai tirti.
Remiantis gautais rezultatais buvo keliamos dvi hipotezés: veikiant fermentams vyksta PDF
biodegradacija arba PDF dalelés agreguojasi prie ,, Novozym 435 imobilizavimui naudotos

dervos.

PE-PU

3.9 pav. Fermentiné PES-PU ir PE-PU biodegradacija skystoje terpéje po 14 dieny inkubacijos: 1 -
0,5 % PDF; 2 - 0,5 % PDF + ,, Novozym 435°; 3 - H,0 + ,, Novozym 435 “;

Siekiant patvirtinti ar paneigti jvykusiag PDF degradacija, buvo atliktos TLC ir GC analizés,
kuriy metu buvo nustatomi galimai susidare vandenyje tirpas skilimo produktai. Méginiai buvo

paruosti centrifuguojant, po to supernatantg filtruojant pro sterily 0,2 pm filtra, taip pasalinant
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PDF daleles, ir gauta vandening faz¢ ekstrahuojant chloroformu. Remiantis literatiros
duomenis, dazniausiai kaip poliuretano skilimo produktas yra identifikuojama adipo riigstis
(Nakajima-Kambe T. ir kt., 1997; Akutsu Y. ir kt., 1998; Shan Z. ir kt., 2013). Todél TLC
analizés metu, plokstelé buvo dazoma naudojant bromkrezolio Zaliojo daza (2.3.9). Sis dazymo
biidas skirtas karboksirligS§tims nustatyti ir yra pagristas pH skirtumu: mélyna spalva rodo
neutraly pH, o gelsva - rugstini pH. 3.10 paveiksle pateikti TLC analizés rezultatai po
fermentinio PES-PU skaidymo lipazémis. Raudona linija zymi méginiy uzneSimo ribg. Visuose
takeliuose Nr. 1 nebuvo jokio signalo, kurj duoty vandeninis PES-PU tirpalas. Takeliuose Nr.
2 buvo matomos gelsvos zonos, parodancios riigstiniy junginiy susidaryma. Skysty lipaziy
, Lipase LPS L ir , Lipolase 100 L* takeliuose Nr. 3, matomi neryskiis signalai, kuriuos
suteikia patys fermenty méginiai. Imobilizuotos ,, Novozym 435 lipazés treCiasis takelis, kaip
ir tikeétasi, nedave jokio signalo. Taigi, TLC analizés metu uZfiksuoty rigsStiniy junginiy
susidarymas, rodo galimai ivykusig PES-PU hidrolize.

»Lipase LPS L* »Lipolase 100 L »INovozym 435

1 2 3

3.10 pav. TLC analizés rezultatai po fermentinio skaidymo: 1 — 0,5 % PES-PU tirpalas; 2 — 0,5 % PES-
PU + 10 % fermento tirpalas; 3 — 10 % fermento tirpalas;

Atlikus GC analize (2.3.10), buvo patvirtintas tirty lipaziy dalyvavimas PES-PU skaidyme.
Po PES-PU skaidymo ,, Lipase LPS L*, ,, Lipolase 100 L ir ,, Novozym 435 lipazémis, GC
tyrimo metu buvo uzfiksuotos smailés, kurios nenustatytos kontroliniuose méginiuose (3.11
pav.). Po kiekvienos fermentinés reakcijos buvo identifikuotos trys smailés, rodancios jvykusia
PES-PU degradacijg (3.11 pav. A, B, C). Be to, veikiant skirtingomis lipazémis, gauty smailiy
iséjimo laikai sutampa. Tai reiskia, kad Sios lipazés specifiskai hidrolizuoja tas pacias PES-PU
jungtis. Nustatyta, kad su ,, Novozym 435 “ lipaze, po ilgesnio inkubacinio laiko, t.y. pratgsus
fermenting reakcija nuo 5 iki 11 dieny, A smailé iSauga beveik du kartus (3.11 pav. A). Tadiau,
GC analizés metu gauti rezultatai nepatvirtino jvykusios PE-PU biodegradacijos. Vadinasi, PE-
PU neskaidé né vienas 18 tirty lipaziniu aktyvumu pasiZyminc¢iy fermenty. O vizualiai matoma
praskaidréjimg ,, Novozym 435 lipazés atveju, galimai sukélé PE-PU daleliy agregacija prie

fermento imobilizavimui naudotos dervos.
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3.11 pav. GC analizés rezultatai po fermentinio PES-PU skaidymo ,, Novozym 435 lipaze; rausva
spalva — po 5 d. fermentinés reakcijos; juoda spalva - po 11 d. fermentinés reakcijos

Fermentinés biodegradacijos metu susidar¢ skilimo produktai priklauso nuo pradinés
cheminés poliuretano struktiiros, kuri gali baiti labai jvairi. Literattiroje pateikiama informacija,
kad be adipo riigsties gali susidaryti ir kiti junginiai, tokie kaip etilenglikolis, dietilenglikolis,
ftalio riigsties anhidridas, glutaro riigstis, gintaro riigstis'® (Nakajima-Kambe T. ir kt., 1997;
Shan Z. ir kt., 2013). Sie tirpalai buvo paruoiti (2.2.11) ir po 1 ul méginio leista j dujy
chromatografa, tikintis identifikuoti susidariusias smailes. Ta¢iau né viena i8 $iy junginiy gauty
smailiy nesutapo su fermentinio skaidymo metu susidariusiomis smailémis (rezultatai
nepateikiami). Sékmingai nustacius fermentinés reakcijos produktus, buty galima kiekybiskai
ivertinti susidariusiy skilimo produkty koncentracija.

Siame etape, dél susidariusios COVID-19 situacijos, tyrimas buvo nutrauktas. Siekiant

identifikuoti PES-PU fermentinés biodegradacijos metu susidariusius skilimo produktus,
planuose buvo atlikti GC-MS analize, kuri leisty ne tik identifikuoti susidariusias medziagas,
bet ir jvertinti jas kiekybiSkai. D¢l nebaigto tyrimo sunku apibendrinti fermentinés
biodegradacijos mechanizma. Manoma, kad alkoholiy ir karboksirig§¢iy susidarymas
patvirtinty minkStajame segmente esanciy poliolio esteriniy grupiy hidrolizg, o specifiniy
aminy aptikimas reikSty jvykusj uretaninés jungties skilimg (Magnin A. ir kt., 2019).
Atsizvelgiant | tai, kad uretaniné jungtis yra biidinga visiems poliuretanams, taciau PE-PU Sios
lipazés neskaidé, manoma, kad PES-PU skaidymas vyko hidrolizuojant esterines jungtis,

esancias minkStajame segmente.

3.2.2. Rekombinantiné uretanazé
Siame etape buvo tiriama transformuota E. coli, skirta kietajame segmente esancios

uretantings jungties skaidymui. Tai palanku, kadangi uretaninés jungtys sudaro tiek PE-PU, tiek

Bhttps://ebrary.net/14325/environment/polyester_polyol building_blocks?fbclid=IwAR2WJX5f16Dzrn1tRW7sEP2itKtN3Ti
kfPQow4sLnhGnLJWEmMEKPSh6ryf0
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PES-PU pagrindg. Kaip galimai PU degraduojantis fermentas pasirinkta uretanaze, kuri
hidrolizuoja nepeptidinius C-N rysius.

Pirmiausia NCBI nr/nt duomeny bazéje buvo surasta pilna, 1419 bp ilgio, Lysinibacillus
fusiformis (KU353448.1) urctanazés geno seka. Pagal Sig sekg sukurta pradmeny pora
P564/P565 (2.2.5), kuri skirta uretanazés geno pagausinimui i§ TBS mikroorganizmy
kolekcijoje esancios Lysinibacillus sp. gDNR. Véliau tikslinis uretanaz¢ koduojantis genas
buvo jterpiamas j pLATEI11 ir pET28-MBP-TEV plazmidinius vektorius (2.2.2). Paruosti
konstruktai buvo transformuojami j E. coli BL21(DE3) raiskos kamieng (2.2.2).

pLATE11 plazmidinis vektorius

Remiantis gamintojo apraSymu, pLATE vektoriai yra skirti efektyviam, greitam ir ligavimo
stadijos nereikalaujan¢iam tiksliniy fragmenty jterpimui. Operatoriai ,lac”, terminatorius
., rrnBTI1-T2 “ ir promotorius ,, Tet ““ lemia kontroliuojama tikslinio geno raiska. Didel¢ pLATE
bakteriniy vektoriy ekspresuojamy baltymy iSeiga lemia bakteriofago T7 promotorius.
Induktoriumi naudojant IPTG, T7 RNR polimerazé yra ekspresuojama Igsteléje ir prasideda
geny transkripcija pagal T7 promotoriy. Jei mitybinéje terpéje néra induktoriaus, pLATE
sistemos promotorius neveikia ir nevyksta jterpto tikslinio geno raiska. Turimas B-laktamazés
genas transformantams suteikia atsparuma ampicilinui ir palengvina jy selekcija®.

Ankstesniame darbe, naudojant pLATE11l plazmidinj vektoriy, buvo paruosta
transformuota E. coli BL21(DE3) su jterptu uretanazés genu. (2.3.11-2.3.15). Transformuotos
E. coli BL21(DE3) lastelés auginamos agarizuotoje LB terpéje su ampicilinu ir IPTG. Siame
tyrimo etape buvo patikrintas sukurtos fermentinés E. coli sistemos uretanazinis aktyvumas
Petri 1ékstelése (2.3.23). Terpéje etilkarbamatas, turintis vieng uretaning jungtj, buvo
naudojamas kaip maZos molekulinés masés substratas uretanazei. Siam fermentui
hidrolizuojant uretaning C-N jungt], iSsiskiria amoniakas, sukeliantis terpés pH sumazéjima,
kuris salygoja terp¢je esancio fenolftateino spalvos pokytj. Taip pat buvo paruostos kontrolinés
Iékstelés, leidziancios stebéti ar natiirallis procesai nesukelia terpés pH poky¢io (3.12 pav.):

= [ékstelé be etilkarbamato, neuzséta (K1);

= [ékstelé su etilkarbamatu, neuzséta (K2);

= [ékstelé be etilkarbamato, uzséta netransformuota E. coli BL21(DE3) (K3);

= [ékstelé su etilkarbamatu, uzséta netransformuota E. coli BL21(DE3) (K4);

= ]ékstelé be etilkarbamato, uzséta transformuota E. coli BL21(DE3) (K5);
Kontrolé K1 leidzia stebéti, ar inkubuojant ilga laikg nekinta pacios terpés pH. K2 naudojama

patikrinti, ar etilkarbamatas neskyla terpéje sukeldamas pH pokytj. Kontrolinés K3 ir K4

16 https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/K1241#/K1241
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1ékstelés leidzia jvertinti, ar netransformuota E. coli BL21(DE3) daro jtakg terpés pH kitimui.
K5 léksteléje patikrinamas transformuotos E. coli BL21(DE3) augimo poveikis terpés pH, kai
néra etilkarbamato. E6 — tai eksperimentiné 1ékstelé, kurioje buvo stebimas transformuotos E.
coli uretanazinis aktyvumas, skaidant terpéje esantj substratg. Transformuota E. coli
BL21(DE3) buvo auginama K5 ir E6 l¢kstelése, kurios papildytos ampicilino tirpalu (2.2.17).
Po paros, uzaugus lasteléms, siekiant indukuoti tiksliniy baltymy raiska, buvo uzliejamas
plonas agaro tirpalo su IPTG sluoksnis. Kontrolinése lékstelese K1-K5 terpéje esancio
fenolftaleino spalva nekito. Eksperimentinéje 1éksteléje (E6) terpés spalva pasikeité. Spalvos
pokytis reiSkia jvykusig etilkarbamato uretaninés jungties hidrolize (3.12 pav.). Taigi, buvo

jrodyta, kad sukurta transformuotos E. coli BL21(DE3) fermentiné sistema pasizyméjo

\ = /ﬁ;
\
" {

uretanaziniu aktyvumu.

K1 K5

3.12 pav. Uretanazinio aktyvumo nustatymas. K1-K5 kontrolinés 1ékstelés, E6-eksperimentiné 1ékstelé
su transformuota E. coli BL21(DE3)

I8siaiskinus, jog rekombinantiné uretanaze yra aktyvi, toliau buvo atliktas transformuotos
E. coli BL21(DE3) baltymy raiskos tyrimas. Uretanazés geno raiska vykdyta pagal naudotos
PLATE11l plazmidés gamintojo nurodymus, t.y., esant 1 mM IPTG koncentracijai 37 °C
temperattiroje 3 val (2.3.16). Surinkta uzaugusiy lasteliy biomas¢ buvo ardoma stiklo
rutuliukais (2.3.17). Tuomet atskirtos tirpiy ir netirpiy vidulgsteliniy baltymy frakcijos (2.3.18).
Augimo terpé ir tirpts vidulgsteliniai baltymai buvo koncentruojami, naudojant 30 kD
koncentruojamuosius mégintuvélius (2.3.19): augimo terpé koncentruota 20 karty, o tirpiis
vidulasteliniai baltymai - 6 kartus. Tomis paciomis sglygomis buvo atliktas netransformuotos
E. coli BL21(DE3) auginimas. Netransformuota E. coli BL21(DE3) naudojama kaip neigiama
kontrolé, kuriai nebiidingas uretanazés genas. Atlikus NDS-PAGE baltymy gelio analizg
denatiiruojanciomis sglygomis (2.3.21), buvo matomas 51 kDa dydzio rekombinantinis

baltymas, lokalizuotas transformuotos E. coli BL21(DE3) netirpiy baltymy frakcijoje (3.13
pav.).
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Tirpas Konc. tirpus
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3.13 pav. Baltymy frakcijy analizé NDS—PAGE gelyje, esant 1 mM IPTG konc., 37 °C temp., 3 val
salygoms. K — netransformuota E. coli BL21(DE3), U — transformuota E. coli BL21(DE3) su uretanazés

genu, M — molekulinés masés standartas

Taigi, pagal plazmidés gamintojo nurodytas sglygas, buvo sékmingai gautas rekombinantinis
uretanazés baltymas. Toliau buvo nuspresta atlikti iSsamesnj uretanazés geno raiskos tyrima,
siekiant optimizuoti tirpaus baltymo ekspresijg. Yra Zinoma, kad tirpaus rekombinantinio
baltymo gamybai E. coli sistemoje jtakos gali turéti temperatiira ir trukmeé. Zemesnéje
temperatiiroje gyvybiniai lgsteliy procesai sulétéja, del to sumazéja transkripcijos, transliacijos
ir Igsteliy dalijimosi greitis, tuo paciu sumazéja baltymy agregacija. Mazesné induktoriaus
koncentracija taip pat gali padidinti tirpiy baltymy gamybg (Francis D.M. ir Page R., 2010).
Todél indukcija buvo atlikta zemesnéje temperatiiroje (3.14 pav. A), ilgesnj laika (3.14 pav. B)
ir mazinant IPTG koncentracija iki 0,1 mM (3.14 pav. C). Siy parametry keitimo tikslas buvo

padidinti tirpios ir aktyvios rekombinantinés uretanazes ekspresija.

Tirpuas Ko.nc. tirpiis ) Tirpas Konc. tirpis
A Konc. terpé vidulgstel. dulg; Netirpas B Konc. terpé idulastel idulgstel Netirpis
M K U K U _M K U K M K U K Iy M K U K U
: gFs SO\ ¥
72 kDa | 72kDa = '; =
55 kDa ey : 55kDa 4 — = —
43 kDa 43 kDa : - — s =
— & e g - 1"
s N e T =
. ee— e g -
- - —_— =
= -
' — -f ar
» -~ pus :
2| —
Tirpas Konc. tirpiis
C Konc. terpé vidulgstel. vidulgstel. Netirpiis

3.14 pav. Baltymy frakcijy analizé NDS-PAGE gelyje, esant A: 1 mM IPTG konc., 25 °C temp., 3 val;
B: 1 mM IPTG konc., 25 °C temp., 18 val; C: 0,1 mM IPTG konc., 25 °C temp., 18 val. K —
netransformuota E. coli BL21(DE3), U — transformuota E. coli BL21(DE3) su uretanazés genu, M —

molekulinés masés standartas
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NDS-PAGE gelyje matoma, kad didziausia tirpaus vidulastelinio rekombinantinio baltymo
ekspresija buvo gauta esant 0,1 mM induktoriaus koncentracijai, lasteles auginant ilgesnj laika
Zzemesnéje temperatiiroje (3.14 pav. C). Taciau buvo bitina patikrinti ar §i sintetinama
uretanaz¢ yra aktyvi. Skirtingy baltymy frakcijy uretanazinis aktyvumas buvo tirtas Berthelot
reakcija (2.3.22). Berthelot reakcijos metu yra jvertinamas amoniako kiekis, kuris susidaro
fermentinés reakcijos metu, skaidant uretaning jungtj. Berthelot reakcijos metu amoniakas
reaguoja su hipochloritu, o susidargs monochloraminas reaguoja su fenoliu. Taip gaunamas
benzokinono chloraminas, kuris toliau reaguodamas su fenoliu sudaro mélynos spalvos
indofenolj, kuris gali bati stebimas spektrofotometriSkai. Naudojamas natrio nitrofericianido
dihidratas pagreitina §ig reakcija. Fermentinio aktyvumo vienetas (U) apibiidinamas kaip
fermento kiekis, reikalingas suskaidyti etilkarbamatg iki 1 pmol amoniako, per 1 min, esant
atmosferiniam slégiui 37 °C temperatiiroje, kai pH 7,0. Pasitelkiant Berthelot metoda, buvo
nustatyta, kad didZiausias rekombinantinio baltymo uretanazinis aktyvumas gaunamas geno
raiSka vykdant B salygomis, t.y. Zemesn¢je temperatiiroje ir ilgesnj laikg (3.4 lentelé B). Taciau
Siomis salygomis, tik dalis rekombinantinés uretanazés pereina i tirpiy baltymy frakcija,
didZioji tikslinio baltymo dalis islieka lasteliy nuolauzy frakcijoje. Taigi, buvo daroma i$vada,
kad optimalios uretanazés geno raiskos salygos, gaunant aktyvy baltyma, yra esant 1 mM IPTG
koncentracijai, 25 °C temperatirai ir indukcijg vykdant 18 val.

3.4 lentelé. Uretanazinis aktyvumas nustatytas Berthelot reakcija*, U/mg
Lasteliy baltymy frakcija

Geno raiskos sglygos Tirpts vidulast. Konc. tirpiis Netirpas vidulast.
baltymai vidulgst. baltymai baltymai
1 mM IPTG konc., 37 °C temp., 3 val 0,15 0,85 3,22
A: 1 mM IPTG konc., 25 °C temp., 3 val - - 0,40
B: 1 mM IPTG konc., 25 °C temp., 18 val 1,38 0,82 4,44
C: 0,1 mM IPTG konc., 25 °C temp., 18 val 0,36 0,08 2,14

*Atlikti trys pakartojimai, santykinis standartinis nuokrypis nevirsijo 5 %
Sekanciame tyrimo etape buvo patikrintas transformuotos E. coli BL21(DE3) gebé¢jimas

tiesiogiai skaidyti agarizuotoje terpéje esantj PDF. Transformuota E. coli BL21(DE3) buvo
auginta agarizuotose MSM ir MSM+N terpése su 0,3 % PDF tirpalo ir ampicilinu 37 °C
temperatiiroje (2.2.4). Lasteléms uzaugus, ant terpés buvo uzliejamas plonas sluoksnis agaro
tirpalo su 1 mM IPTG. Véliau Petri 1ékstelés buvo inkubuojamos 25 °C temperatiiroje. Kaip
neigiama kontrolé naudotas E. coli BL21(DE3) kamienas. Taciau, net po ilgesnio nei 2 sav.
inkubacinio periodo, poliuretano skaidymo zonos nesusidaré. Todél buvo nuspresta atlikti
detalesnj tyrima, kurio metu buvo patikrintas skirtingy rekombinantinés E. coli BL21(DE3)
baltymy frakcijy gebéjimas skaidyti poliuretang. Lastelés buvo suardytos (2.3.17), atskirtas

grubus lizatas, tirpiis vidulasteliniai baltymai ir netirpts vidulgsteliniai baltymai (2.3.18). Agare
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su 0,3 % PDF buvo padaromi Sulinéliai ir jneSama po 15 pl lizato. Taciau nei viena frakcija
neparodé¢ vizualiai pastebimo praskaidréjimo. Pries tai atlikto eksperimento su terpéje esanciu
etilkarbamatu rezultatai patvirtino, kad transformuota E. coli BL21(DE3) geba skaidyti
mazamolekuliniy junginiy uretanine jungtj (3.12 pav.). Sio tyrimy etapo metu gauti rezultatai,
leidzia daryti prielaida, kad vidulasteliné rekombinantiné uretanazé, negali pasiekti poliuretano
kristaliniame segmente esancios uretaninés jungties ir sukelti jos skilimo. Todél buvo nuspresta
pabandyti kitg plazmidinj vektoriy, skirta didesnei tirpaus rekombinantinio baltymo sintezei ir

jo ekspresijai.

pET28-MBP-TEV plazmidinis vektorius

PET28-MBP-TEV vektoriaus pagrindg sudaro pET28 plazmide, kuri yra modifikuota
prijungiant MBP (angl. Maltose Binding Protein) ir TEV (angl. Tobacco Etch Virus)
fragmentus. Jterpus norimo geno sekga plazmidiniame vektoriuje gaunamas konstruktas,
kuriame yra MBP, TEV proteazé ir tikslinis baltymas. MBP zyma skirta baltymy ekspresijai |
citozolj arba periplazmg. Be to, MBP laikoma viena veiksmingiausiy sintezés zymuy,
skatinan¢iy baltymy tirpuma. Galiausiai, kai baltymas susintetinamas, MBP gali biti
paSalinamas naudojant TEV proteaze, kuri skirta zymeés pasalinimui nuo rekombinantiniy
baltymy in vitro ir in vivo (Francis D.M. ir Page R., 2010). Taigi, tokia sukonstruota sistema,
tikétina, turéty bati efektyvi tirpios rekombinantinés uretanazés ekspresijai.

Pirmiausia buvo pagausinta pET28-MBP-TEV plazmidé: paruostos kompetentinés E. coli
DH5a lastelés (2.3.11), atlikta transformacija temperatiiriniu Soku (2.3.12), pDNR i8skirta
Sarminés lizés metodu (2.3.13). Buvo atlikta DNR elektroforezé gelyje, tikintis gauti 7034 bp
fragmentg (3.15 pav. A). Véliau, i$skirta pPDNR nuo RNR priemaisy buvo isvalyta, naudojant
PEGB8000/MgCl; tirpala (2.3.14) (3.15 pav. B).

1 2 3 4 1T B2 4
\ -
L W -
— o G 7034 7034
3000 bp G -‘—‘ — —
3000 bp e ==
-— — -
— — —
1000 bp o
- 1000 bp
500 bp s
500 bp
-
A B

3.15 pav. DNR elektroforezé gelyje: A - Po Sarminés lizés; B - Po valymo PEG8000/MgCl,. 1, 4 - DNR
dydzio standartas; 2 — 1 pl plazmidés méginio.; 3 — 2 pl plazmidés meéginio
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Siekiant jsitikinti ar teisingai i$skirta pDNR, buvo atlikta restrikciné analizé (2.3.15),
naudojant Ncol, Mlul, Pvul ir Bglll restrikcijos endonukleazes. Jei plazmidé buvo isskirta
tinkamai, restriktuojant su Ncol, turéjo buti gaunami 6006 bp ir 1036 bp fragmentai,
restriktuojant su Mlul ir Pvul — 3300 bp, 2519 bp, 1223 bp fragmentai, o su Bglll — 6503 bp ir
539 bp fragmentai. Restrikciné analizé patvirtino, kad plazmidé buvo iSskirta teisingai, kadangi

buvo gauti visi teoriskai apskai¢iuoti fragmentai (3.16 pav.).
T 2r 3 4F 5

3000 bp i i o

2519

- -
1223
1000 bp . —
500 bp . pumsi

539

3.16 pav. DNR elektroforezé po restrikcinés analizés: 1, 5 - DNR dydzio standartas; 2 — Ncol; 3 —
Mlul+Pvul; 4 — BgllI

Toliau buvo uzsakyti specifiniai P615 ir P616 pradmenys (2.2.5), kurie skirti uretanazés
geno i§ Lysinibacillus sp. jterpimui j pET28-MBP-TEV plazmid¢ PGR metodu (2.3.6). Atlikus

Sias paruoSiamasias procediras, darba teko sustabdyti dél susidariusios COVID-19 situacijos ir

Salyje paskelbto karantino. Taigi, reikalingi tolimesni tyrimai, tikintis gauti fermenting E. coli

sistemg, kurioje tikslinis uretanazés baltymas biity ekspresuojamas tirpioje biisenoje. Be to,
kaip ir pLATE11 vektoriaus atveju, gali buti reikalingas tikslinio geno raiSkos optimizavimas,

siekiant gauti aktyvig rekombinanting uretanaze, gebancig skaidyti terpéje esantj poliuretang.
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4. REZULTATU APTARIMAS

Sio darbo metu, iSanalizavus kity moksliniy tyrimy rezultatus, buvo pasirinkta naudoti
selektyvias MSM ir MSM+N terpés su poliuretanu (Nakajima-Kambe T. ir kt., 1995; Nair S. ir
Kumar P., 2007; Peng Y.H. ir kt., 2014). Naudojantis §iomis terpémis, buvo sékmingai izoliuoti
mikroorganizmai skaidantys poliuretana, tarp kuriy buvo identifikuoti Paenibacillus sp. ir
Stachybotrys sp. genCiy atstovai, kurie pirma karta Siame darbe minimi kaip gebantys
degraduoti PES-PU. Poliuretano mikrobiologinés biodegradacijos mechanizmas vis dar néra
visiSkai iStirtas, nors literatiroje pateikiama vis daugiau tyrimy, kuriy metu bandoma
iSsiaiSkinti degradacijos vyksmus. D¢l tyrimy gausos, atrandami vis nauji poliuretang
skaidantys mikroorganizmai. Bakterijos ir grybai, kurie nustatyti kaip gebantys skaidyti
poliuretang, apibendrinti Priede Nr. 2 pateiktoje lenteléje. Svarbu atkreipti démesj, jog
mikroorganizmai naudoja skirtingus poliuretano substratus, t.y. PES-PU ir PE-PU kilmés
poliuretano dangas arba putas. Zinoma, kad poliuretanai gali biiti labai jvairios kompozicijos:
poliuretano tirpalai, naudojami dangoms, lankscios ar standZios putos. Skirtinga PU cheminé
struktira saglygoja hidrolizei jautriy jungiy kiekj bei mikroorganizmy ir jy ekspresuojamy
fermenty prieinamumg prie substrato. Taigi, poliuretano cheminés struktiiros jvairove
apsunkina PU biodegradacijos tyrimus, kadangi skirtingos struktiiros poliuretany biologinio
skaidymo mechanizmas gali skirtis.

Fermentinés poliuretano degradacijos tyrimy etape, buvo nustatyti komerciniai fermentai
, Lipase LPS L*“, , Lipolase 100 L* ir , Novozym 435“ dalyvaujantys PES-PU
depolimerizavime. Pratgsus fermentinio poliuretano skaidymo tyrimus ir nustacius susidarius
PU skilimo produktus, juos biity galima vél panaudoti procesuose, pvz., to pacio PU sintezéje.
Be to, tyrimus galima vykdyti ir kita linkme, t.y. naudoti keliy fermenty kokteiliy tirpalus,
pasizyminéius skirtingu fermentiniu aktyvumu. Pavyzdziui, Magnin A. ir kt. (2019) nustaté,
kad poliuretang veikiant esteraze vyksta minkS$tajame segmente esanCiy esteriniy jungéiy
hidrolize, dél ko i8siskiria mazos molekulinés masés molekulés, turincios uretano rysius, kurios
véliau yra hidrolizuojamos amidaze. Toks tyrimas taip pat galimas derinant fermentus,
pasizyminéius skirtingais fermentiniais aktyvumais, pvz., lipaziniu, ureaziniu, proteaziniu.

Literatiiroje pateikiama labai maZzai rekombinantinés uretanazeés tyrimy. Iprastai autoriai
vykdo poliuretanaziy, tokiy kaip esterazés ar lipazés, tyrimus, kuriy metu Siy poliuretang
skaidanc¢iy fermenty genai klonuojami j raiSkos sistemas (Stern R.V. ir kt., 2000; Howard G.T.
ir kt., 2001; Akutsu Y. ir kt., 1998). Siame darbe istirta E. coli su heterologiniu uretanazés genu
ir nustatyta, kad rekombinantiné uretanazé¢ yra aktyvi skaidant mazamolekuliniy junginiy

uretaning jungtj, ta¢iau PU esancios uretaninés jungties neskaido. Be to, kei¢iant indukcijos
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parametrus, dalis rekombinantinés uretanazés i§ netirpios formos pereina j tirpig. Taigi,
reikalingi i$samesni tyrimai, siekiant gauti aktyvia rekombinanting uretanazg, tiesiogiai
vykdancig kietajame poliuretano segmente esancios uretaninés jungties depolimerizavima.
Tikimasi, jog tokia uretanazé bus aktyvi tiek PES-PU, tiek PE-PU skaidyme.

Skirtingais Sio darbo etapais gauti rezultatai, patvirtina literatiroje pateikiamg informacija,
kuria teigiama, kad PES-PU jautresnis mikroorganizmy ir fermenty poveikiui, nei PE-PU.
Akivaizdu, kad poliuretano cheminé struktiira yra pagrindinis veiksnys turintis jtakos joO
biologiniam skaidymui. Reikalingi tolimesni poliuretano degradacijos tyrimai, apimantys platy
skirtingos struktiiros poliuretany spektrg. Sékmingai jvykdzius Siuos tyrimus, gali bati sukurti
tvaris, aplinkai saugtis poliuretano atlieky perdirbimo ar jy pakartotinio naudojimo procesai.
Idealiu atveju buty galima poliuretano atliekas paversti cheminiais junginiais, turinéiais

pridétine vertg.
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ISVADOS

1. Izoliuoti ir identifikuoti aStuoni bakterijy kamienai, gebantys augti ant polieterinio
poliuretano, ir trys mikroorganizmai, viena bakterija ir du grybai, skaidantys poliesterinj
poliuretang. Vieno i§ identifikuoty mikroorganizmy Kocuria sp. 16S rRNR geno seka
patalpinta NCBI GenBank duomeny bazéje (prieigos numeris MN038066).

2. Nustatyta, kad komercinés lipazés ,, Lipase LPS L*, ,, Lipolase 100 L* ir ,, Novozym 435 “
geba skaidyti poliesterinj poliuretang.

3. Atlikus uretanazés geno raiskos tyrimus E. coli BL21(DE3) kamiene, nustatyta, kad didZioji
dalis rekombinantinio baltymo yra lokalizuota lasteliy nuolauzy frakcijoje. Keiciant
indukcijos parametrus (vykdant geno raiska esant 1 mM IPTG konc. 25 °C temp., 18 val
saglygoms), dalis rekombinantinio baltymo peréjo j tirpiy baltymy frakcijg, kurioje
nustatytas uretanazinis aktyvumas buvo 1,38 U/mg.
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Magistro baigiamasis darbas
Poliuretano degradacijos biotechnologiniais metodais tyrimas

SANTRAUKA

Plastiko atlieky tvarkymas ir jy perdirbimas yra vienas didziausiy XXI amziaus i$§tukiy.
Tarp placiai naudojamy plastiky, poliuretanas, pagal gamybos kiekius, yra penktoji plastiky
rusis Europoje ir septintoji pasaulyje. Iki $iol jokie perdirbimo procesai neleidzia veiksmingai
pakartotinai naudoti poliuretano atlieky dél didelio jy atsparumo ir neefektyviy perdirbimo
metody. Todél ieSkoma naujy perdirbimo sprendimy, siekiat nutraukti poliuretano atlieky
kaupimasi sgvartynuose ar jy deginimg. Vienas i§ placiai tiriamy poliuretano perdirbimo biidy,
siekiant sukurti aplinkg tausojan¢ig technologija, yra biodegradacija. Biodegradacija, tai
biotechnologiniais metodais paremtas skaidymas, kurj vykdo mikroorganizmai ir/ar jy
iSskiriami fermentai.

Sio darbo tikslas - istirti poliuretano degradacija biotechnologiniais metodais. Darbo metu
vykdoma poliuretang skaidan¢iy mikroorganizmy paieSka ir jy identifikavimas. Taip pat
tiriamas komerciniy fermenty ir rekombinantinés uretanazés gebéjimas skaidyti poliuretana.

Tyrimo metu buvo izoliuoti ir pagal 16S rRNR ir ITS geny sritis identifikuoti astuoni
bakterijy kamienai, gebantys augti ant polieterinio poliuretano ir trys — viena bakterija ir du
grybai — skaidantys poliesterinj poliuretana. Poliesterinio poliuretano skaidytojai Paenibacillus
sp. ir Stachybotrys sp. genciy nariai, pirmg kartg Siame darbe minimi kaip gebantys skaidyti
poliuretang. Atliekant fermentinés degradacijos tyrimus, GC analizés metu nustatyta, kad
komercinés lipazés ,, Lipase LPS L*, ,, Lipolase 100 L ir ,, Novozym 435 ““ geba depolimerizuoti
poliesterinj poliuretang. O atlikus uretanazés geno raiskos tyrimus E. coli BL21(DE3) kamiene,
NDS-PAGE analize nustatyta, kad rekombinantinis baltymas lokalizuotas lasteliy nuolauzy
frakcijoje. Kei¢iant indukcijos parametrus (vykdant geno raiSkg 1 mM IPTG konc. 25 °C temp.,
18 val sglygomis) dalis rekombinantinio baltymo pereina j tirpiy baltymy frakcija.
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Investigation of Polyurethane Degradation by Biotechnological Methods

SUMMARY

Management and recycling of plastic waste are one of the greatest challenges of the 21%
century. Polyurethane (PU), in terms of production volumes, is the 5" plastic in Europe and the
7" in the world. To date, there is no recycling processes to integrate efficient reuse of
polyurethane waste due to its high resilience and inefficient recycling methods. Therefore, new
PU waste management solutions are being sought-after to stop the accumulation of
polyurethane waste in landfills and its incineration. In order to create environmentally friendly
technology, one of the studied methods of recycling polyurethane is biodegradation.
Biodegradation is based on biotechnological methods during which the breakdown of
polyurethane is performed by microorganisms and/or its secreted enzymes.

The aim of the thesis is to investigate the degradation of polyurethane by biotechnological
methods. During the study, the search for polyurethane-degrading microorganisms and their
identification was carried out. The ability of commercial enzymes and recombinant urethanase
to degrade polyurethane was also explored.

During this study, eight bacterial strains capable of growing on polyether polyurethane and
three — one bacterium and two fungi — degrading polyester polyurethane were isolated and
identified according to the 16S rRNA and ITS gene regions. For the first time, Paenibacillus
sp. and Stachybotrys sp. were identified as degrading polyester polyurethane. During the
enzymatic degradation studies, GC analysis showed that the commercial lipases “Lipase LPS
L, “Lipolase 100 L” and “Novozyme 435" were able to depolymerise polyester polyurethane.
Recombinant urethanase gene expression was performed in the E. coli BL21(DE3) strain. NDS-
PAGE analysis revealed that the recombinant protein was localised in the insoluble proteins
fraction. By changing the induction parameters (in performing gene expression at 1 mM IPTG
concentration at 25 °C for 18 hours), part of the recombinant protein was transferred to the

soluble proteins fraction.
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Priedas Nr. 1

Kocuria sp. TBS 102 16S rRNR geno seka
GenBank prieigos numeris: MN038066

CGCTGAAGCTTGGGTGCTTGCATCTGGGTGGATGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACGTGAGTAACCTGC
CCTTGACTCTGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACTGGATACTACAYTCTCTCGCATGGGGGTGT
GTGGAAAGGGTTTTACTGGTTTTGGATGGGCTCACGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACC
AAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCC
TACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGAT
GACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCACGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACGTGCAGAAGAAGCG
CCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTA
AAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGTGGTGTGCAGTGGGT
ACGGGCAGACTAGAGTGCAGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGG
AGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCTGTTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGGGACATTCCACGTTT
TCCGCGCCGTAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAA
TTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGG
CTTGACATACACCAGACCGGCCCAGAGATGGGTTTTCCTCTTTGAGGTTGGTGTACAGGTGGTGCATGGT
TGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCC
AGCACGTGATGGTGGGGACTCATAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAA
TCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAATGGGTTGCGATACCGTG
AGGTGGAGCTAATCCCAAAAAGCTGGTCTCAGTTCGGATCGTGGTCTGCAACTCGACCACGTGAAGTCGG
AGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTC
AAGTCACGAAAGTTGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCTAACCCTTGTGGGGGGAGCC
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Priedas Nr. 2

P-1 lentelé. Poliuretana skaidantys mikroorganizmai ir naudojami PU substratai, pagal Magnin A. ir kt.,

2019

Bakterijos

Grybai

Ruasis ir/ar kamienas

PU substratas

Ruasis ir/ar kamienas

PU substratas

Acinetobacter gerneri P7

PES-PU danga

Alternaria sp.

Termoplastinis PES-PU

Alicyeliphilus sp. BQ1

PES-PU danga

wAlternaria Solani* numetis
Ss.1-3

Termoplastinis PES-PU

Alicyeliphilus sp. BQ8

PES-PU danga
PES-PU putos

Alternaria sp. PURDK2

PE-PU putos

Arthrobacter sp. Termoplastinis PES-PU | Alternaria tenuissima Termoplastinis PE-PU
Arthrobacter calcoaceticus ATCC — PES-PU danga Aspergillus sp. PES-PU putos

31012

Arthrobacter calcoaceticus NAV-2 ~ PES-PU danga Aspergillus flavus Termoplastinis PES-PU
Arthrobacter globifornis PES-PU danga Aspergillus fumigatus PES-PU danga

PE-PU putos
Termoplastinis PES-PU

Bacillus sp.

PES-PU danga
Termoplastinis PES-PU

Aspergillus niger

PE-PU putos

Bacillus amyloliguefaciens

Termoplastinis PE-PU

Aspergillus niger ATCC 9642

Termoplastinis PES-PU

Bacillus pumilus NMSN-1d

PES-PU danga

Aspergillus section flavi

Termoplastinis PES-PU

Bacillus subtilis MZ.A-T75

Termoplastinis PES-PU

Aspergillus tubingensis

Termoplastinis PES-PU

Chryseobacterinm meningosepticum

PES-PU putos

Aureobasidium pullulans

PES-PU danga

Corynebacterinm sp. Termoplastinis PES-PU | Chaetominm globosum Termoplastinis PE-PU
PES-PU putos
Delftia acidovorans TB-35 Termoplastinis PES-PU | Cladosporiunm sp. PES-PU danga
PE-PU putos
Escherichia coli Termoplastinis PE-PU Cladosporinm tenuissimnm PES-PU danga
PE-PU putos
Micrococeus sp. Termoplastinis PES-PU | Cladosporium aspernlatum PES-PU danga
Termoplastinis PE-PU PE-PU putos
Pseudomonas sp. PES-PU putos Cladosporinm herbarum PE-PU putos

Termoplastinis PES-PU

Psendomonas aernginosa

PES-PU
PES-PU danga
PES-PU putos

Cladosporinm montecillanum

PES-PU danga
PE-PU putos

Pseudomonas aernginosa ATCC
13388

PES-PU putos

Cladosporinm
pseudocladosporivides

PES-PU danga
PE-PU putos

Psendomonas aernginosa ATCC
9027

Termoplastinis PES-PU

Cryptococcus lanrentii

PES-PU danga

Pseudomonas aernginosa M'TCC
7814

PES-PU

Curvnlaria senegalensis

PES-PU danga

Psendomonas aernginosa NUZA-

85

Termoplastinis PES-PU

Exophiala jeanselmei

Poli(N-tolilkarbamatas)

Psendomonas aernginosa NAV-6

PES-PU danga

Fusarium solani

PES-PU danga

Psendomonas cepacia

PES-PU danga

Gliocladium roseum

Termoplastinis PES-PU

Pseudomonas chlororaphis ATCC
55729

PES-PU putos

Penicillinm chrysogenum

PES-PU danga
Polietileno PU putos

Pseudomonas fluorescens

PE-PU danga
PES-PU danga

Penicillium section lanata-
divaricata

Termoplastinis PES-PU

Pseudomonas protegens P£-5

PES-PU danga
Termoplastinis PE-PU

Pestalotiopsis microspora

PES-PU danga

Psendomonas putida

PES-PU danga

Psendomonas putida ATCC
17484

PES-PU danga

Rbodococens equi TB-60

Poli(toluen-2,4-
dikarbamo
dibutilo esteris)

rugsties

Staphylococcus anrens

PE-PU

Staphylococcus epidermidis KH 11

Termoplastinis PE-PU
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