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Bralei, seseris, imkiet mani ir skaitikiet
Ir tatai skaitidami permanikiet”

Martynas Mazvydas, Katekizmas”

Pratarme

Mieli mokiniai, gerbiami mokytojai, ,Jaunojo tyréjo vadovas” skirtas jums, jau mokyklo-
je bandantiems pazinti pasaulj moksliniais metodais. Cia rasite jvairiy patarimy ir reko-
mendacijy, kaip rinktis jdomiag mokslinio darbo tema, kaip planuoti mokslinj tyrima, kaip
ugdyti karybingumag, ir daug kitos naudingos informacijos. Leidinyje aptarti metodiniai
mokslinio darbo pagrindai ir pateikti jvairiy mokslo krypciy darby, tinkamy jauniesiems
tyréjams, pavyzdziai.

,Jaunojo tyréjo vadovas” sudarytas is keturiy tomuy, kuriy kiekvienas suskirstytas j ats-
kirus didesnius ar mazesnius tarpusavyje nesusietus skyrius. Todél vadova galima pra-
déti nagrinéti nuo bet kurio tomo ir nuo bet kurio skyriaus ar pasinaudoti tik vienu i3
ju. Tikriausiai né vienam jaunajam tyréjui ar jo vadovui nebus aktualu aprépti visg Cia
atspindétg mokslo jvairove. Taciau skyriai, aprasantys bendras jvairioms mokslo kryptims
metodikas, bus naudingi daugumai.

Atskiry vadovo skyriy autoriai — jZzymus Lietuvos mokslininkai, turintys pedagoginio
darbo patirties. Tikimes, jy jzvalgos jums bus naudingos.

Tokiais skambiais epigrafo Zzodziais, kadaise Zzmones zadinusiais ir mastyti kvietusiais,
kviec¢iame ir mes skaitytojus j mokslo 3viesa: skaitykite, bandykite, tobulékite!

Vladas Vansevicius
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1. Analitikos uzdavinys

Analitikos  uzdavinys yra informacijos
apie kokig nors sistemg ar cheminj jun-
ginj gavimas. DaZniausia $ios informa-
cijos reikia vartotojui, kuris kreipiasi j
analitika prasydamas istirti jo pateikta
medziagos meéginj. Vartotoja gali domin-
ti labai jvairGs klausimai. Pavyzdziui, kiek
siame cukriniame runkelyje yra cukraus?
Ar tikrai $is vynas pagamintas Bordo
(Bordeaux) regione, kaip nurodyta etikete-
je? Ar yra Siuose Zemés rieSutuose aflatok-
siny? Ar tikrai Siame kraujo méginyje yra
maziau nei 0,4 promilés alkoholio? Ar Siose
darzovése sunkiyjy metaly koncentracija
nevirsija leidziamos? Tai klausimai, kurie
svarbus vartotojui. Nuo cukraus kiekio cuk-
riniuose runkeliuose priklauso jy kaina.
Viyno, sulciy ir kity gérimy autentiskumo
identifikavimas bdtinas kovojant su falsi-
fikatais. Jei aflatoksiny rasta maisto pro-
duktuose, jy negalima tiekti j parduotuves.
Jei sunkiyjy metaly, trady ar kity nepagei-
dautiny chemikaly koncentracija maisto

produktuose didesné uz leidZiama, tokie
produktai neturi patektij rinka, ir t. t.

Chemikas analitikas vartotojo suformu-
luotg uzdavinj turi transformuoti j analitinj
uzdavinj. Jei keliamas klausimas, koks siy
vynuogiy cukringumas, tai reiskia, kad var-
totojas nori zinoti, kokia yra suminé visy 10
gliukozés izomery, 8 fruktozes izomery ir
sacharozés koncentracija vynuogeése. Tam
chemikas analitikas turi parinkti tinkama
analizés metoda, kuris leisty kiekybiskai
nustatyti iy cukry koncentracijas. Gautus
rezultatus jis turi transformuoti j vartoto-
jui suprantama formga ir pateikti atsakyma.
Analitinj uzdavinj galima pavaizduoti sche-
miskai (1 pav.).

Nuo to, kaip vartotojas ir chemikas
analitikas sugebés vienas kitg suprasti, i3
esmeés priklauso analitinio darbo sékmeé.
Daug klaidy ir nesusipratimy jvyksta dél
to, kad vartotojas nesugeba suformuluoti
uzduoties analitikui, o analitikas nesuge-
ba savo darbo rezultaty pateikti vartotojui

Vartotojas Kiek yra? g::lrir;illl((::
/ Kiek skiriasi?
iki Gauta
sﬁgillrigti S Arya? | analitine
: informacija
MazZiau negu?
Daugiau negu?

1 pav. Analitinio uZzdavinio principiné schema.
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suprantama kalba. PavyzdZiui, gydytoja
domina cholesterolio koncentracija krau-
jyje. Jai nustatyti kraujo meginj jis siuncia
j laboratorija. Taciau laboratorijoje turima
fotometrine analitine jranga negalima at-
likti matavimy tokioje neskaidrioje terpéje
kaip kraujas. Todél laboratorijoje kraujas
centrifuguojamas atskiriant kraujo lgste-
les ir analizuojama jo skaidri skystoji dalis,
vadinama plazma. Taciau kraujo forminiai
elementai gali uZimti net apie puse kraujo
tdrio. Todél plazmoje analités' koncentra-
Cija bus atitinkamai didesné. Gydytojas,
gaves informacijg apie analités koncentra-
Cija ne kraujyje, o kraujo plazmoje (arba se-
rume), tik atsizvelges j kraujo hematokrita?
gali priimti teisinga sprendima. Taciau yra
klausimy, | kuriuos analitikas negali atsa-
kyti. Pavyzdziui, | klausima, ar genetiskai
modifikuoti augalai kenkia sveikatai, negali
atsakyti ne vienas analitikas. Kita vertus, jei
analitikas j vartotojo klausima, ar Sie sojy
miltai yra pagaminti i$ genetiskai modifi-
kuoty sojy, pateiks jam chromatogramas,
tai vargu ar bus vaisingas jy bendradarbia-
vimas.

Sprendziant analitinj uzdavinj, veiks-
my eiga galima pavaizduoti schemiskai
(2 pav). Pirmiausia turime analizuojama
medZiaga. Tada i jos paimame meéginj

" Analité — méginio komponentas, kurio kiekj reikia nustatyti.

2 Hematokritas — eritrocity uzimamo tario dalis kraujyje, isreiksta

ir jj paruoSiame analizei. Po to atliekame
analitine proceddra ir gauname rezultata.
Kiekvienas iy etapy turi atitikti specifinius
reikalavimus ir savo protokola. Méginio
paémimo protokolas labai svarbus ir gali
nulemti analizés kokybe. Pavyzdziui, dau-
guma kraujo meéginiy biocheminiams tyri-
mams turi bati paimti i$ paciento rytg jam
nevalgius, ir pan.

Analitinius metodus galima suskirs-
tyti | dvi dideles grupes. Tai kokybinés
analizés metodai ir kiekybinés ana-
lizés metodai. Kokybinés analizés me-
todai turi atsakyti j klausimg ,ar yra?” Ar
yra Siame méginyje Svino? Ar yra Siame
méginyje patologiniy mikroorganizmy?
Siais laikais visuomené nori kontroliuoti
maisto produktus, kurie patenka ant sta-
lo. Profilaktiné medicina tampa kasdieniu
reiskiniu. Atlikti visy produkty siunty kie-
kybine analize ir visy pacienty issamia pa-
tikrg baty labai brangus ir ilgas procesas.
Siam uzdaviniui supaprastinti naudojami
kokybinés analizés metodai. Jie turi bati
paprasti, greiti ir patikimi. Kokybinés ana-
lizés metodai paprastai naudojami tiria-
my objekty masyvui suskirstyti j dvi dalis:
jtariamus ir nejtariamus. Uzkrésty, vartoji-
mui netinkamy produkty paprastai bdna
labai maza dalis. Taciau jei tokiy galimai
uzsikrétusiy objekty atsiranda, iSsamiai jy
analizei naudojami brangus kiekybiniai
metodai.

Méginio

procentais.
Medziaga ﬁ>

paémimas ﬁ>

Rezultatas

Analitiné
procedira

2 pav. Analitinés procedaros etapai.




Kiekybiniai metodai turi atsakyti j klausi-
ma,kiek yra?“ Kiekybinés analizés metodus
galime skirstyti j dvi dideles grupes. Viena
grupé - konkretaus cheminio junginio
nustatymo kiekybiniai metodai (pvz,
cholesterolio ar kalio jony kiekio nustaty-
mo analitiniai metodai), kita grupé — kie-
kybiniai grupiniai metodai (nustatoma,
pvz., bendra rigsciy koncentracija vyne).

Viyne yra skruzdZiy rdagsties, acto rugs-
ties ir kity karboksiragsciy, oksalo ragsties,
kity dikarboksiragsciy bei trikarboksirigs-
Ciy, pavyzdZiui, obuoliy ragsties ir pan. Mus
domina tik bendra jy koncentracija, o jei
tiksliau, tai integruotas rodiklis, atspindin-
tis disocijavusiy karboksigrupiy koncen-
tracijg. Kitas grupinés analizés uzdavinys
yra vyno (brendzio, viskio ar kity gérimuy)
autentiSkumo nustatymas. Kiekvienas vy-
nas apibadinamas tik jam bddingu rdgs-
tingumu, cukringumu, alkoholiy-aldehi-
dy-acetaliy-ragsciy santykiu ir aromatiniy
junginiy kombinacija. Tai savotiSkas vyno
pasas arba,pirdty atspaudai’. Paprastai au-
tentiskumg nustato degustatoriai, taciau
tai labai brangus, létas ir ne visada patiki-
mas metodas. Todél bandoma degustato-
rius pakeisti analitiniais metodais, taciau
kol kas naujo produkto verte geriau nu-
stato degustatoriai, nes tik jie gali pasakyti,
skanu ar neskanu ir kiek tai gali kainuoti.
AutentiSkumas analitiSkai nustatomas kie-
kybiskai jvertinant daug rodikliy ir lyginant
gautus duomenis su tam vynui badingais
duomenimis, saugomais duomeny bazé-
se. Kity gérimy ir maisto produkty kokybeé
taip pat jvertinama pagal atitinkamy ro-
dikliy grupes. Pasary maistingumas jver-
tinamas pagal bendrg baltymy ir anglia-
vandeniy koncentracijg pasaruose, gridy
tinkamumas séjai — pagal grady daiguma.
Tai taip pat analitinis uzdavinys, kaip ir mie-
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liy gyvybingumo ar vaisty fiziologinio ak-
tyvumo nustatymas.

Kiekvieno analitinio metodo esmé -
sugebéti atpazinti tiriamajg analite, po to
jos koncentracijos rodiklj paversti isma-
tuojamu signalu. Taigi galima sakyti, kad
analitinio metodo karéjo uzdavinys yra
rasti sarysj tarp analités koncentracijos c ir
matuojamo signalo A (atsako):

A =f(c). (1)

Pagal tai, kokio tipo sarysis yra tarp ana-
lités ir atsako, analitinius metodus galime
skirstyti j tiesioginius ir netiesioginius. Tie-
sioginiais metodais analités koncentracija
matuojama tiesiogiai. PavyzdZiui, analité
yra spalvota. Tada pagal jos spalvos po-
kytj, o tiksliau — sugeriamos Sviesos kiek],
galime spresti apie analités koncentracija.
Tokiy metody yra palyginti nedaug. Ge-
rokai daugiau yra netiesioginiy metoduy.
Analizés procedros metu analite transfor-
muojame j kokj nors matuojama junginj.
Pavyzdziui, specifinis reagentas su analite
sudaro spalvotg junginj, kurio koncentra-
Cijg galime pamatuoti. Kitas pavyzdys: fer-
mentas ureazé katalizuoja karbamido hi-
drolize jamoniakg ir CO,, kurie reaguodami
su vandeniu sudaro jonus, o dél to keiciasi
terpés elektrinis laidumas. Elektrinio laidu-
mo pokytis proporcingas karbamido kon-
centracijai méginyje. Dauguma analitiniy
metody yra netiesioginiai metodai.

Matuodami galime gauti daug jvairiy
rodikliy. Pavyzdziui, uzregistrave kokio nors
méginio Sviesos sugerties spektra, galime
gauti daug sugerties smailiy, kuriy ne visas
galima priskirti analitei. Todél turime atrink-
ti t3 matavimo parametra, kuris bddingas
tik analitei, ir nustatyti matavimo konkreciu
analitiniu metodu neapibrézt].
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Matavimo neapibréztis

(angl. uncertainty) — su matavimo rezultatu
susijes parametras, apibadinantis sklaidg
verciy, kurias pagrjstai galima bty priskirti
matuojamam dydziui. Sis parametras api-
bddina matavimo metodo tiksluma. Meto-
do patikimumas vertinamas pagal tai, kiek
tiksliai galima nustatyti matavimo neapi-
bréztj. Kiekvieng metoda privalu patikrinti
kitais nepriklausomais metodais naudo-
jant prietaisus, sukalibruotus visiems pri-
imtinais etalonais.

Sietis (angl. traceability) — matavimo
rezultato savybé, pagal kurig jj galima su-
sieti su tinkamais etalonais, dazniausiai
valstybiniais ar tarptautiniais, taikant ne-
nutrakstama palyginimy seka. Sieties uz-
tikrinimas — tai jrodymas, kad skirtingose
laboratorijose gauti matavimy rezultatai
yra palyginami.

Atsako A sarysio su analités koncentra-
Cija pobudis gali bati labai jvairus (3 pav.).
Geriausia baty, jei analités koncentracijos
ir atsako sarysio funkcija buty tiesiné. Kol
analités néra, atsakas A = 0. Tolygiai dide-
jant analités koncentracijai, atsakas toly-
giai didéja. Tai rodo juodi taskai ir per juos
iSvesta juoda tiesé. Taciau analités kon-
centracijos ir atsako funkcija paprastai yra
sudétingesné. Pavyzdziui, atsakas gali bati
tiesinis, taciau turéti didelj foninj signala,
kurj lemia su analite nesusije veiksniai, — tai
rodo mélyni taskai. Kartais sarysj galima
aprasyti tik sudétingesnémis priklausomy-
bémis (3 pav., raudoni ir Zali taskai).

Atsako priklausomybé nuo analités
koncentracijos vadinama gradavimo
kreive, o jos tiesiné dalis — gradavimo
tiese. Nors i$ principo galima rasti ma-
tematinj modelj, gerai apibudinantj visg

3 pav. Sarysio pobddis tarp analités
koncentracijos ir matuojamo atsako.



gradavimo kreive, taciau paprastai anali-
tiniam uzdaviniui spresti naudojama tik
gradavimo tiesé. Kartais atsakas A trans-
formuojamas (pvz., logaritmuojamas) tam,
kad gautume tiesine jo priklausomybe
nuo analités koncentracijos. Gradavimo
tiesé apibddinama keliais parametrais.

Matavimo virsutineé riba — maksimaly
matuojama atsakga atitinkantis gradavimo
tiesés taskas, kurio nuokrypis nuo grada-
vimo kreives mazesnis uz leisting. Chemi-
niuose ir biocheminiuose matavimuose
leistinas nuokrypis paprastai sudaro 5 %
matuojamo atsako.

Matavimo apatiné riba - maziausias
matuojamas atsakas, kurj galima iSmatuoti
pasirinktu metodu nevirsijant leistino nuo-
krypio nuo gradavimo tiesés. Kai analizés
metodui bddingas foninis signalas (4 pav.),
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matavimo apatine ribg galima skaiciuoti
ties ¢ =0, jeigu ¢ia gradavimo tiesés nuo-
krypis nuo gradavimo kreivés mazesnis uz
leisting nuokrypj. Taciau jei gradavimo krei-
vé yra sudétingesné (pvz, 3 pav. parodyta
Zalia kreivé), i$ kurios matyti, kad analitinéje
sistemoje tam tikras analités kiekis suvarto-
jamas pasalingje reakcijoje, tai apatiné ma-
tavimo riba nustatoma pagal tuos pacius
kriterijus kaip ir virSutiné.

Aptikimo riba - maziausia analités
koncentracija, kurig galima kokybiskai ap-
tikti konkre&iu analitiniu metodu. Daugu-
ma kiekybiniy analitiniy metody naudoja-
mi ir kokybinés analitikos tikslams.

Jautris (angl. sensitivity) — atsako viene-
ty skaicius, tenkantis vienam analités ma-
tavimo vienetui. Jautris apibddinamas gra-
davimo tiesés posvyriu (AA / Ac, 4 pav.).

°® o0 o
AA
_AA
9= Ac
o
Ac

4 pav. Analitinio metodo gradavimo tiesés ir

jautrio nustatymas.
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2. Laboratoriné statistika

Informacija apie aplinkg gauname ja ste-
bedami ir eksperimentuodami. Kiekybine
informacijg — atlikdami matavimus. Kartais
domina objekty dydis, pvz., medZio aukstis
ar upés plotis, o kartais aplinkos ar tiriamo
objekto savybeés, kuriy tiesiogiai nesimato,
pvz., cholesterolio koncentracija svieste,
ezero dumbléjimo greitis. Visais Siais atve-
jais, iSmatave medzio aukstj ar upés plotj
ar atlike atitinkamas analizés proceddras,
gauname matavimy rezultatus, kuriuose
slypi atsakymas | mus dominant] klausi-
ma. Taciau viskas tuo nesibaigia, nes pa-
kartoje matavima (ar analizés proceddrg)
vargu ar gausime tiksliai t3 patj rezultata.
Taip yra todél, kad musy matavimo ins-
trumentai ir analizés metodai néra abso-
liuciai tikslds. Tg patj dyd] iSmatave daug
karty gauname vertes, kurias nagrinéda-
mi turime nustatyti tikimiausig. Si proble-
ma sprendziama statistiniais metodais. Jie
netaikomi uzdaviniams, kurie turi vienin-
telj teisingg sprendinj. Pavyzdziui, kiek a3
turiu rankos pirsty? Arba - kiek pinigy yra
mano piniginéje? Kiek karty juos skai¢iuo-
si, tiek karty gausi tg pacia reikSme. Taciau
jei klausimas bus formuluojamas, kiek sve-
ria Sis nuostabus briliantas?’, tada atsaky-
my gali bati daug. Kiek karty sversite, tiek
karty gausite skirtingas reikSmes. Taciau
jei apsiribosite konkreciu tikslumu, pavyz-
dziui, ,kiek sveria briliantas gramais vieno
Zenklo po kablelio tikslumu’, o jdsy svars-
tyklés tikslesnés uz Sig riba, tai kiek karty
besvertuméte, suapvaline gausite vis ta
pacig reiksme. Tokiais atvejais statistiniy
metody nereikia.

2.1. Paklaidos

Absoliuciai tiksliy matavimo metody ne-
bdna. Kiekvienas matavimas, kiekviena
analitiné procedura atliekami su mazesne-
mis ar didesnémis paklaidomis. Mes nega-
lime absoliuciai tiksliai pasverti reagento.
Liniuotés padalos verté paprastai nebtna
mazesné uz 1 mm, matavimo indai néra
absoliuciai tikslas. Visi matavimo prietaisai
turi savo paklaidas.

Kaip konstruojama analitiné sistema?
Ji paprastai susideda i$ dviejy daliy. Pir-
miausia zinomais matais, kontrolinémis
medziagomis ar standartais graduojame
savo analitine sistema. Tai reiskia, kad ies-
kome atsakymo | klausima, kiek analitines
sistemos atsako vienety atitinka analités
vieneta. Po to sprendZiamas atvirkscias
uzdavinys — kiek gauty (iSmatavus tiriama
méginj) analitinés sistemos atsako vienety
atitinka analités vienety. Pavyzdziui, nore-
dami iSmatuoti stalo plotj, turime naudoti
ilgio vienetais graduotg liniuote ir ja iSma-
tuoti stalo plotj. Jei norime iSmatuoti gyvsi-
dabrio koncentracijg ore, turime, naudoda-
miesi zinomos gyvsidabrio koncentracijos
oro meéginiais, sugraduoti matavimo siste-
ma ir tada iSmatuoti tiriama mégin;.

Mes niekada neZinome tikrosios anali-
tés reikSmes (X) nei kontroliniuose, nei ti-
riamuose méginiuose. Paprastai analitiné
sistema graduojama naudojant kontroli-
nius meéginius, kuriuose analités koncen-
tracija jau iSmatuota kitais metodais. Ta-
¢iau laboratorija, gamindama kontrolinius
meginius, taip pat klysta. Kartais naudoja-



mi grynos analités méginiai — standartai,
taciau absoliuciai gryny anali¢iy nebdna.
Naudodami kontrolines medZiagas arba
standartus, savo metodu juos iSmatuoja-
me ir teigiame, kad gautas atsakas atitinka
tam tikrg analités koncentracija. Tai sutar-
tiné tikroji reikSmé, Zymima X’ kad at-
skirtume jg nuo tikrosios reikSmes X.

JeiZinome matuojamo dydzio reiksme
(X arba X), o iSmatave §j dyd] savo prie-
moneémis gavome reikSme x, kuri skiriasi
nuo X ar X, tai tas skirtumas vadinamas
paklaida:

AX, =X = X', (2)

Paklaida yra matuojamo dydzio ma-
tavimo rezultato ir tikrosios (sutartinés)
matuojamo dydzio vertés skirtumas. ISma-
tuotas dydis gali bati didesnis (paklaida
teigiama) ar mazesnis (paklaida neigiama)
uz X.

Bet kuriuo atveju, paklaidy buvimas
nepageidautinas dalykas, todél stengia-
masi jas sumazinti. Taciau tam reikia Zinoti
paklaidy atsiradimo priezastis. Tik tada ga-
lima imtis priemoniy joms mazinti.

2.2. Sistemingosios paklaidos

Paklaidos pagal savo prigimtj gali bt
skirstomos | atsitiktines ir sisteminga-
sias. Sistemingosios paklaidos atsiranda,
kai matavimo metodas taikomas neteisin-
gai. PavyzdZiui, upés plotis matuojamas ne
skersai upés, metaliné matavimo juosta
dél karstos dienos pailgéjo, reagente yra
priemaisy ar pan. Kol sistemingosios pa-
klaidos neidentifikuosime ir nepasalinsime
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jos priezasciy, ji egzistuos nepriklausomai
nuo to, kiek karty bekartotume matavima.

Sistemingosios paklaidos gali skirtis
keliais aspektais. Jos matavimo rezulta-
tus gali padidinti (sumazinti) kokia nors
pastovia reikSme. Pavyzdziui, laborantas
kartais ispucia i$ pipetés reagento liku-
tj, kuris paprastai lieka pipetéje tirpalui
i$ jos istekéjus. Tai paprastai sudaro apie
0,05 ml. Jei laborantas dozuodamas rea-
genta visg pipetés turinjispus j matavimo
inda, tai jis sukurs sistemingaja paklaida,
lygig +0,05 ml. Kada tai svarbu? Jei i$ pi-
petés isleidziame 10 mlir daugiay, tai tas
skirtumas gali neturéti reikSmingos jta-
kos matavimo rezultatui. Taciau jei islei-
dZiamas tdris yra mazas, Sis skirtumas gali
iSkreipti matavimo rezultatus. Jei analités
koncentracija yra didelé, t. y. matuojamas
signalas didelis, tai pastovioji reikSme,
kuri bus pridedama (atimama), palygin-
ti su matuojamu signalu, gali bGti maza.
Tokiais atvejais sistemingoji paklaida ma-
tavimo rezultatui neturi esminés jtakos ir
i ja galima nekreipti demesio. Taciau jei
matuojamas signalas yra mazas, palyginti
su pridedamu (atimamu) foniniu signaly,
tada sistemingoji paklaida labai iSkreipia
matavimo rezultata.

Kartais sistemingosios paklaidos gali
padidinti arba sumazinti matuojama dyd;
proporcingai matuojamam signalui. Pvz,
visus rezultatus sumazina (padidina) 5 %.
Tyréjas turi nuspresti, ar jj tenkina tokios sis-
temingosios paklaidos jtaka matavimams.
Jei netenking, reikia ieskoti sistemingosios
paklaidos priezasties ir jg pasalinti arba
sumazinti iki tokio lygio, kuris baty priim-
tinas.

Sistemingosios paklaidos gali bati ir
subjektyvios, t. y. susijusios su Zmogiskuo-
ju faktoriumi. Jos atsiranda, kai tyréjas ne-
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teisingai supranta instrukcijas ar neteisin-
gaijas vykdo.

Sistemingosios paklaidos gali buti
objektyvios, t. y. susijusios su naudo-
jamos jrangos ar reagenty ypatumais.
Pavyzdziui, jonams atrankus elektrodai
matuoja jony koncentracijg. I3tirpinus
vandenyje kalcio chlorido, kalcio jony
koncentracija bus apie 20 % mazesne uz
kalcio atomy koncentracija, nes ne visas
kalcio chloridas vandenyje disocijuoja j
jonus. Jei tyrimo tikslas yra nustatyti kal-
cio koncentracija, tai naudojant jonams
atrankius elektrodus, registruojancius tik
jonus, kalcio koncentracija bus nustaty-
ta mazesne, nei i$ tikryjy yra. Matavimo
prietaisai gali buti nesukalibruoti arba su-
gede, pavyzdziui, spektrofotometro lem-
pos nusilpusios ar pasene fotodiodai. Tai
lemia objektyvias sistemingasias metodo
paklaidas.

Sistemingosios paklaidos gali bati ir
periodinés, pasireiskiancios tik tam tik-
ru metu, pavyzdziui, naktj atvésus orui.
Chronometro rodyklé gali strigti kurio-
je nors vietoje dél mechaninés klitties.
Spektrofotometrai turi kelis Sviesos salti-
nius ir jy perjungimo metu gali atsirasti
matavimo trukdziy.

Sistemingasias paklaidas galima ir reikia
jvertinti kiekybiskai — apskaiciuoti, kiek jos
iSkreipia matavimo rezultatg. Tam mums
reikia Zinoti, kokia bUty matavimo reiksme
(X, jei sistemingosios paklaidos nebdty.
Jei atlikome vieng matavima, tada skirtu-
mas tarp atlikto matavimo rezultato ir tik-
rosios sutartinés reikSmeés (2) vadinamas
paklaida, o tiksliau — visumine paklaida
Ax. Sis skirtumas yra atsitiktinés ir sistemin-
gosios paklaidy suma:

AX = AX__+ AX

sist atsit *

3)

Kaip atskirti sistemingosios ir atsitikti-
nés paklaidos dalis visuminéje paklaidoje?
Ne visada tai galima padaryti, bet jei galima
atlikti daug (n) to paties rodiklio matavimy,
tada visuminés paklaidos vidurkis artéja
prie vidutinés sistemingosios paklaidos,
nes atsitiktiniy paklaidy suma artéja prie
0 (jei paklaidy pasiskirstymas simetriskas;
8 formulé):

i AX;

AX ==L

2 AXatsit,i

ZAXsist,i
_ =1 + i=1 (4)

n n n

Paklaida néra informatyvi, jei neZino-
me, kokio dydzio reikSme matuojama. Pa-
vyzdziui, nustacius gliukozés koncentraci-
ja gauta visuminé paklaida lygi 2 mM. Tai
daug ar mazai? Ar 3is matavimo metodas
geras, ar blogas? | Siuos klausimus galési-
me atsakyti tik nustate gliukozés koncen-
tracijg tiriamame méginyje. Jei tiriamas
méginys yra sveiko Zmogaus kraujas, tai
gliukozés koncentracija tokiame kraujyje
yra 3,5-5,5 mM. Siuo atveju paklaida 2 mM
yra reikSminga ir tokio analitinio metodo
naudoti negalima. Jei tiriamas méginys yra
vaisiy sultys, kuriose gliukozés koncentra-
cija gali siekti kelis M, tai 2 mM yra labai
maza paklaida. Todél informatyvesné yra
santykiné visuminé paklaida (SP), kuri
yra visuminés paklaidos ir matuojamo dy-
dzio reikSmés santykis:

sp=" =—. ()

Santykiné paklaida nusako, kokiag ma-
tuojamo dydzio dalj sudaro paklaida. Tai
nedimensinis dydis, paprastai isreiskiamas
procentais (%) arba promilémis (%o).



Zinodami, kokig matuojamo dydzio
reikSmeés dalj sudaro sistemingoji paklaida,
galime jvertinti jos svarbg ir imtis atitinka-
my veiksmuy. Jei ji nereikSminga, analitinj
metoda galime naudoti, o jei reikSminga,
ieSkome bady, kaip Sig paklaidg sumazinti,
arba renkamés kitg matavimo metoda. Sis-
temingosios paklaidos apibudina pasirink-
to metodo teisinguma.

Teisingumas (angl. correctness) — ma-
tavimo charakteristika, kai sistemingoji
matavimo rezultato paklaida artima nuliui.
Kiekvienos laboratorijos darbo sékmeé tie-
siogiai priklauso nuo to, kaip sugebama
valdyti sistemingasias paklaidas. Jei siste-
mingoji paklaida identifikuota ir jos dydis
bei indélis | matavima jvertintas, taciau jos
pasalinti nepavyksta, galima ja jskaiciuoti
j matavimo rezultata. Tada tokia sistemin-
goji paklaida vadinama pataisa.

2.3. Atsitiktinés paklaidos

Atsitiktinés paklaidos yra susijusios su vi-
suma atsitiktiniy veiksniy, kurie kartojant
matavimo proceddras gali pasireiksti arba
nepasireiksti. Siy veiksniy gali bati daug,
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todél kiekvienos analitinés proceddros
metu kartojant matavimus gali pasireiksti
skirtingas jy derinys. Todél atsitiktinés pa-
klaidos buna labai jvairaus dydzio. Jos gali
padidinti arba sumazinti gautus rezulta-
tus — vieng kartg matavimo rezultatg gau-
sime didesnj uz tikrajg reiksme, kitg kartg —
mazesn;.

Tikslumas (angl. accuracy, precision) —
matavimo rezultato visuminés paklaidos
artumas nuliui; matavimo rezultato ir su-
tartinés tikrosios matuojamo dydzio vertés
artumas.

Jei n karty iSmatuosime tg patj parame-
trg, tai gausime n rezultaty: x,, x,, x,, ... X . Jie
gali bati vienodi. Tokiu atveju paklaidy skai-
Ciuoti nereikia. Taciau jei gausime skirtingus
rezultatus, tada kils klausimas: kuris i Siy ma-
tavimy yra teisingas, o gal visi neteisingi? les-
kant atsakymo j §j klausima pirmiausia reikia
istirti turimg matavimo duomeny masyva.
Tam reikia visg x duomeny masyva surtsiuo-
ti didéjimo (ar mazéjimo) tvarka ir nustatyti,
kiek kokiy matavimy sutampa. Informacijg
apie duomeny masyva galima pavaizduoti
grafiskai x adyje atidedant matavimy reiks-
mes (x), 0 y asyje — sutampandciy matavimy
reikSmiy skaiciy (5 pav.).

-3s

+35s

5 pav. Pasikartojanciy matavimy reikSmiy skaiciaus priklausomybé nuo
matuojamo dydZio reikimes (s — standartinis nuokrypis; 11 formulé).
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Jei gausime simetriskg varpo formos
kreive, tai analitinis metodas yra patikimas.
Tokiu atveju tikrosios reiksmés nustatymas
gerokai supaprastéja. Jei atlikta pakanka-
mai daug parametro x matavimy (n > 30),
galima teigti, kad dazniausiai pasikartojan-
tis matavimo duomuo ir bus tikroji para-
metro reiksmé. Tokiu atveju tikroji parame-
tro x reikSmé yra visy matavimo duomeny
vidurkis:

n

X+ X, +..X "
g=211"% n_isl . (p)
n n

Jei duomeny pasiskirstymo kreivé ne-
simetriska, tai galima teigti, kad musy ana-
litiniam metodui turi jtakos kazkokie neat-
sitiktiniai veiksniai, iSkreipiantys matavimy
duomenis. DaZniausiai tai buna kokia nors
savita sistemingoji paklaida.

Atsitiktinés paklaidos jvertinamos po
to, kai nustatoma sistemingoji paklaida,
arba kai sistemingoji paklaida yra ne-
reikSmingai maza. Jei sistemingoji pa-
klaida yra pasalinta arba nereikSmingai
maza, tada visuminé paklaida (Ax; 3 for-
mulé) lygi atsitiktinei paklaidai (g) ir yra
eksperimentiskai gautos vertés x. bei su-
tartinés tikrosios vertés, kurig galime pa-
keisti visy matavimy duomeny vidurkiu
(X), skirtumas:

Todél daznai visuminé paklaida (Ax)
vadinama tiesiog paklaida (g). Jei atsitikti-
nés paklaidos pasiskirs¢iusios simetriskai
(5 pav.), visy jy suma artéja prie 0:

isi =0. (8
i=1

Jei atlikome tik vieng matavimga, tai
spresti apie paklaidas negalime, nes netu-
rime su kuo lyginti. Jei atlikome du matavi-
mus ir jie buvo skirtingi, tada galime pasi-
rinkti viena jy ir tarti, kad jis teisingas. Tokiu
atveju skirtumas x, - x, bus paklaida. Atlike
tris matavimus turésime du pasirinkimus
paklaidoms nustatyti: x, - x, arba x, - x,.

Pasirinkimy skaicius, dar vadinamas
laisvés laipsniy skai¢iumi (v), ir yra vie-
netu mazesnis uz nepriklausomy mata-
vimy skaiciy. Jei paklaidas skaic¢iuosime
naudodamitikragjg sutartine reiksme arba
matavimo duomeny vidurkj, tai paklaidy
skaicius bus lygus matavimy skaiciui. Ta-
¢iau tai nepakeis duomeny masyvo lais-
ves laipsniy skaiciaus: v=n - 1. Turédami
matavimo duomeny masyva galime su-
formuoti paklaidy masyva. Atlike n ma-
tavimy ir apskaiciave vidutine reikime
turésime n paklaidy ir galésime nustatyti
vidutine paklaida:

I
e
i

€=
n

Vidutiné paklaida néra informatyvi, to-
dél ja verta naudoti tik tada, kai paklaidy
tankis visame iSmatuoty reikSmiy diapazo-
ne yra vienodas (t.y. 5 pav. parodyta kreive
virs horizontalia tiese). Taciau dazniausiai
taip nebus, todél matavimy reiksmiy skirs-

tinj geriausiai apibadina dispersija:

i(xi _i)z
SZ — =l )

n-1 1o

kurios kvadratiné Saknis yra standartinis
nuokrypis (angl. standard deviation, SD):



Standartinis nuokrypis yra viena svar-
biausiy metrologiniy charakteristiky. n
matavimy serijos standartiné paklaida
apskaiciuojama i$ standartinio nuokrypio
iSraiskos:

Standartinés paklaidos verte yra susie-
ta su matuojamo dydZio verte. Keiciantis
matuojamo dydzio vertei, keiciasi ir stan-
dartinés paklaidos verté, nors matavimy
tikslumas gali ir nesikeisti. Todeél kartais
informatyvesnis yra santykinis standar-
tinis nuokrypis (angl. relative standard
deviation, RSD):

(13)
Dazniau naudojama santykinio stan-
dartinio nuokrypio procentiné israiska, kuri
vadinama variacijos koeficientu(VK):
VK=s 100 %. (14)

Dazniausiai matavimo duomenys, ku-
riy variacijos koeficientas mazesnis nei
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5 % (matavimo paklaida mazesné nei 5 %
matuojamo dydZio vertés), yra pakankami
moksliniams tyrimams.

Jei atsitiktiniy paklaidy skirstinys yra
normalusis (5 pav.), intervalas X + s apima
68,2 % viso matavimo duomeny masyvo;
intervalas X + 25 — 95,5 % viso matavimo
duomeny masyvo, o intervalas X + 3s —
99,7 % matavimo duomeny masyvo.

Turédami didel] matavimo duomeny
masyvg ir jvertine paklaidas, vis délto ne-
galime atsakyti | svarbiausig klausima: tai
kokia gi yra tikroji analités reikme? Taciau
galime pasakyti, kokiame reik$miy interva-
le ji bus:

Cia X — tikroji analités reikSmé méginyje;
AXx- pasikliautinasis intervalas; S — stan-
dartiné paklaida, t — Stiudento koeficientas
(1 lentele).

Stiudento koeficientas parenkamas
i$ lenteliy Zinant matavimy skaiciy (laisvés
laipsniy skaiciy v) ir norimg patikimumo
lygj. Pasirinkus patikimumo lygj modeliuo-
jamas atsitiktinés ir sistemingosios paklai-
dos santykis ir jy svorio koeficientai ma-
tavimo paklaidoje. S koeficientg 1908 m.

1 lentelé. Stiudento koeficentas 95 % patikimumui

v |1 2 3 4 5 6

t 12,706 | 4,303 | 3,182 | 2,776 | 2,571

v |13 14 15 16 17 18
t 2,160 | 2,145 | 2,131 | 2,120 |2,110

v |25 26 27 28 29 30
t 2,060 | 2,056 | 2,052 |2,048 |2,045

2,447

2,101

2,042

7 8 9 10 11 12
2,365 2306 (2,262 |2,228 2,201 (2,179
19 20 21 22 23 24
2,093 (2,086 2,080 (2,074 |2,069 2,064
36 40 45 50 55 60
2,030 2,021 |2,014 |2,008 |2,004 |2,000
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pasitlé angly mokslininkas V. S. Gosetas
(Gosset), kuris skelbé savo straipsnius
pseudonimu Student.

Kuo grieztesni bus reikalavimai rezulta-
to patikimumui, tuo pasikliautinasis inter-
valas bus platesnis. Cheminiuose, bioche-
miniuose matavimuose paprastai pakanka
95 % patikimumo.

Aprasytas tikrosios matavimo reikSmes
(15 formulé) jvertinimo metodas yra tei-
singas tik tuomet, jei sistemingoji paklaida
palyginti nedidelé ir nevirsija pasikliautino-
jointervalo: [X — X| < AX.

Didéjant matavimy skaiciui mazé-
ja standartiné paklaida ir Stiudento
koeficientas, taigi siauréja matavimo
reikmiy intervalas, kuriame yra tikro-

(o))
o
T

N
o
T

Vaistai,

N
o

. Grynos
- medziagos

Mikroelementai

papildai

ji reikSmeé. Kita vertus, mazéjant ana-

lités koncentracijai, didéja paklaidos
ir pleciasi pasikliautinasis intervalas
(6 pav.).

Suprantama, kad mazéjant analités da-
liai méginyje, likusi dalis (geriausiu atve-
ju — balastas) tik trukdys analitinio signalo
suformavimui. Todél nieko stebétino, kad
labai mazos toksiny ar mikroelementy
koncentracijos (ppm?® arba ppb* lygio)
nustatomos su palyginti didelémis paklai-
domis.

Mes norime, kad musy taikomas me-
todas buty teisingas ir tikslus — kuo ma-
Zesnés sistemingosios ir atsitiktinés pa-
klaidos. Tai rodo paskutiné 7 pav. eiluteé.

* 1 ppm=0,00019%
4 1ppb=0,001 ppm

Aflatoksinai

’\lJ
o
T

Variacijos koeficientas, %
o
T

A
o
T

o
S

80 L . ‘

100 % 0,1%

1 ppm

1 ppb 1 ppt

Analités santykiné koncentracija

6 pav. Variacijos koeficiento priklausomybé nuo analités santykinés
koncentracijos ¢; 100 % = 1; variacijos koeficientas VK = 521 -05199,



| Jaunojo tyrejo vadovas C | 21 |

Rezultatai Paklaidos Metodas
Atsitiktiné Sistemingoji Teisingumas  Tikslumas
—_eeee e o o0 Didelé Didelé (-) Zemas Mazas
_ eeme— Maza Didelé (+) Zemas Didelis
90 00000 o Didelé Maza Aukstas Mazas
PO Maza Maza Aukstas Didelis

X

7 pav. Atsitiktiniy ir sistemingujy paklaidy apibendrinimas; parodyta siy paklaidy jtaka matavimo

rezultatui.

Pirma eiluté nusako neteisingg ir netiksly
metoda, antra — tiksly, taciau neteisinga
metoda, o treCia eiluté — netiksly, taciau
teisingg metoda. Matydami tokj savo
analitinio metodo jvertinima galime imtis
tikslingy veiksmy siekdami padidinti arba
metodo tikslumg (sumazindami atsitik-
tines paklaidas), arba teisingumg (suma-
Zindami sistemingasias paklaidas).

2.4. Siurksciy klaidy jvertinimas

Atliekant matavimus kartais pasitaiko
Siurksciy klaidy, kurios gali labai iskreipti
matavimy rezultatus. Aiskiai neteisingus
duomenis i§ duomeny masyvo bdtina
pasalinti. Kaip jvertinti, kuris duomuo yra
klaidingas? Tam egzistuoja keli metodai.
Vienas jy — kvantiliy metodas. Visada
jtartinos pacios maziausios arba pacios
didziausios masyvo duomeny vertés. Jei
jtartinas x. duomuo, galime apskaiciuoti jo
kvantilj (t,):

_ max|x —i|. -

T S

Zinodami matavimy skaiciy n ir pa-
sirinke patikimumo lygj P (sprendZiant
mokslines problemas, paprastai pakanka
P =0,95), gautg kvantilio (t,) reiksme ly-
giname su ribinémis kvantiliy reikSmeémis
(2 lentelé). Jei gauta kvantilio reikme
yra didesné, nei pateikta lenteléje, tokiag
matavimo reikime galime i§ duomeny
masyvo pasalinti. Tada apskaic¢iuojamas
naujas duomeny vidurkis bei naujas stan-
dartinis nuokrypis (s) ir vél patikrinamas
didziausias arba maZiausias duomeny
masyvo narys. Taip procedura kartojama,
kol kvantiliy reikSmés tampa mazesnés uz
pateiktas lenteléje.

2 lentelé. Ribinés kvantiliy (ZT) reikSmes

» P 0,90 0,95 0,99
3 1,41 141 1,41
5 1,79 1,87 1,96
8 2,04 2,17 2,37
10 2,15 2,29 2,54
15 2,33 2,49 2,80
20 245 2,62 2,96
25 2,54 2,72 3,07
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2.5. Regresiné analizé

Analizés procedurg galima suskirstyti j dvi
dalis. Pirma dalis yra analitinés sistemos
gradavimas kontroliniais méginiais. Tai yra
sarysio tarp zinomos analités koncentra-
cijos (c) ir atsako (A) radimas (1 formulé).
Antroji dalis yra atvirk$c¢ia pirmajai — pasi-
naudojant rastu c ir A sarysiu, isanalizuoti
nezinomos koncentracijos mégin.

Analitikoje  naudojamos gradavimo
kreiviy tiesinés dalys. Todél stengiamasi
parinkti tokj analités koncentracijos dia-
pazong, kuriame atsako ir analités koncen-
tracijos sarysis yra tiesinis. Pavyzdziui, opti-
néje spektroskopijoje optinis tankis (A) yra
lygus foniniam optiniam tankiui (A ) plius
matuojamos medziagos koncentracija (c),
padauginta i$ sugerties koeficiento (a) ir
optinio kelio ilgio (/):

A=A0+alc. (18)

Elektrochemijoje difuzinés srovés tan-
kis (j,) yra lygus foninés srovés tankio (j,) ir
elektrochemiskai aktyvios medziagos kon-
centracijos (c), padaugintos is konstantos
k, sumai:

Jy=1J, + ke. (19)

Siais atvejais atsako priklausomybé
nuo medziagos koncentracijos yra tiesi-
né. Taciau ne visada sarysiai tarp matuo-
jamo parametro ir analités yra tiesiniai.
PavyzdZiui, liepsnos fotometrijoje dvie-
jy tiriamos medziagos meginiy analités
koncentracijos santykis yra susietas su
iSmatuotu Siy méginiy sugerties spektro
smailiy intensyvumo (/) santykiu tokiu sa-
rysiu:

| C
L1 _g =
I2 C2

Sig priklausomybe naudinga transfor-
muoti | tiesine. Tam lygtj logaritmuojame
ir naudojame ne sugerties smailiy intensy-
vumus, o jy logaritmus:

IgL:Iga+bIg&«
I c

2 2

Analitinés sistemos gradavimo tiesei
nustatyti pasirenkami Zinomos koncen-
tracijos analités tirpalai. Tada atliekami Siy
tirpaly matavimai ir atvaizduojama iSma-
tuoto atsako priklausomybé nuo analités
koncentracijos (8 pav.).

—_
(%
o

T
[ ]

L y=1(56,5+8,76)x-(1,81£12,30)
b r=0,991

—_
o
o

T
(]

y=(18,21+1,59)x~-(0,22%2,26)

50 < r=0,997

=1

Karbamido koncentracija, MM

L —1®

Biojutiklio anodo srové, nA

I\

8 pav. Karbamido analitinés sistemos
gradavimo tiesés. Abiem atvejais matavimy
skai¢iusn =7,

pasikliautinieji intervalai apskaiciuoti 98 %
patikimumui.



Jei analitinis metodas skirtas gliukozei
kraujyje matuoti, tai matavimo priemoné
turéty bati graduojama Zinomos gliuko-
zés koncentracijos kraujo pavyzdZiais (pa-
geidautina to paties paciento). Taciau ne
visada tai jmanoma. Rekomenduojami du
gradavimo tiesiy nustatymo metodai.

Analités pridéjimo metodas. Grada-
vimo tiesei nustatyti naudojamas analités
meginys (pvz, kraujas, sultys, mikrobiolo-
giné terpé), j kurj pridedama koncentruo-
to analités tirpalo. Pridedamo tirpalo taris
turi bati mazas, kad nepraskiesty analités,
pavyzdziui | 10 ml méginio jpilama 0,1 ml
koncentruoto analités vandeninio tirpalo.
Naudojant jvairios koncentracijos analités
tirpalus paruoSiama serija meginiy, kuriuo-
se zinoma pridétos analités koncentracija.
Atliekama visy méginiy analizé ir nustato-
ma gradavimo tiesé (9 pav,, a).

A A A A
e ® )
[ )
Pridétos analités koncentracija X1 X2
a b

9 pav. Gradavimo tiesiy nustatymo metodai:
a — analités pridéjimo metodu; b — méginiy
sumaisymo metodu.

Méginiy sumaiSymo metodas. Sis
metodas daznai naudojamas medicinos ir
biochemijos laboratorijose. Tam paprastai
naudojami du kontroliniai serumai: vienas
Su zinoma maza analités koncentracija, ki-
tas su zinoma didele analités koncentracija.
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Méginiai jvairiais santykiais maisomi tar-
pusavyje. Taip paruosiama serija zinomos
skirtingos analités koncentracijos méginiy,
kurie naudojami gradavimo tiesei nustaty-
ti. Misinio analités koncentracija (c ) apskai-
¢iuojama taip:

c = V¢, +V,C,

< , (22)
V. +V,

Cia V, - pirmojo tirpalo taris, ¢, - pirmojo
tirpalo koncentracija, V, — antrojo tirpalo
taris, ¢, — antrojo tirpalo koncentracija.

Gradavimo tiesems nustatyti ne vi-
sada naudojama ta pati medziaga, kuri
matuojama. Pavyzdziui, gliukozés nusta-
tymo metodu, kai naudojama gliukozeés
oksidazé, iSmatuojama tik vieno is penkiy
D-gliukozésizomery—p-D-gliukopiranozés
koncentracija. Sis izomeras yra pusiausvi-
ras su kitais keturiais D-gliukozés izomerais
ir sudaro 64 % visy D-gliukozés formuy. Jei
analitiné sistema graduojama pusiausvi-
ruoju gliukozés izomery misiniu ir matuo-
jamoje terpéje taip pat yra toks pat pu-
siausvirasis misinys, tada analitiné sistema
veiks teisingai.

Gradavimo kreiveés tiesiné dalis aprok-
simuojama tiesés lygtimi, o likusi kreives
dalis tolimesnéje analizéje nenaudojama.
Tai reiskia, kad turint konkreciy matavimy
duomenis (8 pav.) apskai¢iuojama, kokia
turéty bati teoriné Y reiksmé kiekvienai
x reikSmei (Sie teoriniai taskai 8 pav. ne-
parodyti, taciau per juos nubrézta tiesé)
Gradavimo tiesé nustatoma i eksperi-
mentiniy duomeny, kurie iSmatuoti su
paklaidomis. Tai rodo eksperimentiniy
tasky sklaida apie tiese. Aproksimuojant
eksperimento duomenis tiesés lygtimi
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y = a + bx, lygties koeficientai a ir b ap-
skaiciuojami taip:

ol 2DV DX DY,
Y x; (%)

!

(23)
ORI PR Zy.
X -(En)
0 jy standartiniai nuokrypiai:
\/ SOWE
DRE ORI
(24)

anxsf@ ¥

Standartiniai nuokrypiai apskai¢iuojami
naudojant matavimo duomeny dispersijos
apie aproksimuojancia tiese israiska:

Z(y. V) _Dyi-ayyi- bey.

n-2 n-2

(25)
Cia Y — teoriné y reikSme ties x.

Eksperimentiniu bldu gautos tiesés
lygties koeficienty patikimumo intervalui
apskaiciuoti naudojamas porinis Stiuden-
to koeficientas. Taip apskaiciuotos tiesés
lygtys ir patikimumo intervalo kreivés pa-
rodytos 8 pav.

Apskaiciuota Y reikSme yra tikimybinis
dydis, nusakomas patikimumo interva-
lu, kurio plotis priklauso nuo pasirinkto
patikimumo lygio. Kuo patikimumo lygis
aukstesnis, tuo patikimumo intervalas pla-
tesnis. Paprastai pakanka 95 % patikimu-
mo lygmens. 8 pav. parodytas aukstesnis
98 % patikimumo atvejis. Gradavimo tie-
sés patikimumo intervalas apskaiciuoja-
mas taip:

n(x, — X

T

¢ia AY, - x, reikimés patikimumo inter-
valas, t - Stiudento koeficientas, s, — ma-
tavimo duomeny standartinis nuokrypis
nuo gradavimo tiesés, n — matavimy skai-
Cius gradavimo kreivei nustatyti, X — visy x
reikSmiy vidurkis.

(26)

Analitinio metodo paklaidos maziau-
sios gradavimo tiesés viduryje. Tolstant
nuo gradavimo tiesés vidurio tiek reikSmiy
didéjimo, tiek ir mazéjimo kryptimi, paklai-
dos didéja. Todél praktiniais sumetimais
reikia stengtis parinkti tokias matavimo
salygas, kad matuojama reiksmeé baty kuo
ar¢iau gradavimo tiesés vidurio.

Tiesés lygties narys b nusako analitinio
metodo jautrj. Pavyzdziui, 8 pav. raudona
tiesé rodo priklausomybe, kurios b lygus
56,5 nA/mM, o kitos analitinés sistemos,
kurig vaizduoja mélyna tiesé, jautris daug
mazesnis — 18,2 nA/mM. Kuo statesné
tiesé, tuo analitinio metodo jautris yra di-
desnis.

Tiesés lygties narys a nusako gradavimo
tiesés padét] koordinaciy pradzios atzvil-
giu. Jei jis teigiamas — gradavimo tiesé ties



x = 0 bus pasislinkusi isilgai y asies, y = a.
Tai yra foninis signalas, kurio dydis lygus a.
Jei a reikSmé neigiama, y > 0 reikSmes bus
gautos tokioms x reikSmeémes, kai bx > a. Jei
analitiné sistema negali matuoti neigiamy
y reikSmiy, tai analités koncentracijos, ma-
Zesnés uz bx, nebus galima iSmatuoti.

Nustacius gradavimo tiese matuojamas
nezinomas meginys, t. y. sprendziamas
atvirkscias uzdavinys:

- :yan_a

X, ) (27)
° b

Ciay - tirlamo méginio iSmatuoto atsako

reikSmiy vidurkis, X_— meéginyje esancios
an

analités koncentracijos vidurkis.

Analités koncentracija tiriamame meé-
ginyje (x) apskaiciuojama kaip verciy seka,
apibréziama patikimumo intervalo plociu:

Sio uzdavinio sprendimui reikalingas S,
gali bati apskaiciuojamas keliais budais —
priklauso nuo to, kaip nustatoma gradavi-
mo tiesé ir kaip matuojamas tiriamas mé-

ginys.

1. ParuoSiama n kontroliniy tirpaly ir
po vieng kartg pamatuojamas kiekvienas
kontrolinis tirpalas ir vieng kartg tiriamasis
meginys (y_ ). Tada

_570 1 n(yan _y)Z
> \/“ DX EINE

(29)
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2. Paruosiama n kontroliniy tirpaly ir
po vieng kartg atliekamas kiekvieno kon-
trolinio tirpalo matavimas bei atliekama
m tiriamo meginio (y_) matavimy. Tada
matavimo duomeny vidurkis apskaiciuo-
jamas taip:

Var DRI (30)
m

0S5 —taip:

_ S 1 + 1 n(yan - y)z

> _b\/m 0 BN X = (3 %)

31)

Naudojamas porinis Stiudento koe-
ficientas, kuriam laisvés laipsniy skaicius
v =n -2, n - kontroliniy matavimy skai-
cius.

Analitiniams uzdaviniams spresti gra-
davimo tiesés nustatomos pasitelkiant
kompiuterines programas — eksperimento
duomenys greitai ir patogiai aproksimuo-
jami pasirinktais matematiniais modeliais,
jvertinamos bei grafiskai pavaizduojamos
patikimumo ribos (8 pav.). Tada galima
neskaiciuoti x_ir patikimumo intervalo, o
nustatyti tai grafiskai. Pavyzdziui, tiriama-
me meginyje ismatavus karbamido kon-
centracijg, gauta 40 nA elektrodo srove.
Gradavimo grafike nubréziama horizontali
tiese, kuri susikerta su gradavimo tiese ties
reikSme, lygia x_, ir su patikimumo kreive-
mis (10 pav.).
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2.6. Netiesioginiy matavimy
metrologinis vertinimas

Kartais ieskomas rezultatas gaunamas at-
likus keletg skirtingy matavimy ir mate-
matinius veiksmus su ty matavimy duo-
menimis. PavyzdZiui, reikia apskai¢iuoti
staciakampio plota, kurio abi krastines (a
ir b) galime iSmatuoti tik su paklaidomis.
Stac¢iakampio plotas yra abiejy krastiniy
sandauga, t. y. musy ieSkomas rezultatas
yra pirminiy matavimy duomeny sandau-
ga. Suprantama, kad ieskomo rezultato
paklaidos priklausys nuo funkcinio sarysio
tarp ieSkomo rezultato ir su paklaidomis
iSmatuoty pirminiy duomenuy. Jei ieSkoma
rezultatg galime isreiksti tokia matuojamy
dydziy sandauga:

(32)

tai santykinés visuminés paklaidos kvad-
ratas:

AYY (ax Y (LAax ) Ax Y
y X X, X

IS Cia absoliucioji matavimo visuminé
paklaida:

2 2 2
Ay = y\/[aAXl) +[be2) +..-+(q A,X” ) :
Xl X2 Xn

(34)

3 lenteléje pateikti kiti daznai pasitai-
kantys funkciniai sarysiai ir formulés iesko-
mo rezultato paklaidoms apskaiciuoti.

Tarkime, reikia apskaiciuoti sklypo plo-
ta. Tam daug karty iSmatavome sklypo
krastine a ir gavome duomeny masyva x,
bei krastine b ir gavome duomeny masyva
x,. Apskaiciuojame abiejy duomeny ma-

3 lentelé. Formulés daugkartiniy matavimy visuminéms paklaidoms apskaiciuoti

Santykiné
paklaida Ayly
Ax/(X - InX)
Ax

Ax -ctgx

2 Ax/sin 2x

Eil. | Funkciné Absoliucioji

Nr. | priklausomybé paklaida Ay

1 y =Inx Ax/x

2 | y=¢e* Ax-e¥

3 | y=sinx Ax - cosx

4 | y=tgx Ax/cos?x
51y =xtt x| (Ax)2+ (Axp)P+

o (AX)?

V(A X2+ (A x0)2+ ...+ (AX,)?

X1+ Xot ... + X,

6 | Y=x%

7 Y =X/%

(x >j (Y ()

el Gl
LIS

B
[T




syvy reikSmiy vidurkius (x,irx,; 6 formulé)
bei jy patikimumo intervalus (Ax|ir Ax;
16 formule). Sklypo plotas yra abiejy skly-
po krastiniy sandauga, todeél jo matavimo
paklaidg galima apskaiciuoti naudojant 3
lentelés 3esta formule. Taigi, sklypo plotas

lygus:

Y =X - X, £ AY. (35)

Taip galime apskaiciuoti visos teritorijos
sklypy plotus. Jei mus domina visos terito-
rijos plotas, tada reikia visy sklypy plotus
susumuoti. Visy sklypy plotai apskaiciuoti
su paklaida, todeél reikia apskaiciuoti ir te-
ritorijos ploto paklaidg. Teritorijos ploto
paklaida bus skai¢iuojama naudojant 3
lentelés penkta formule, kurioje Ax — kiek-
vieno sklypo ploto anksciau apskaiciuota
paklaida.

2.7.RySio tarp dviejy duomeny
masyvy vertinimas

Kartais reikia palyginti du duomeny ma-
syvus ir nuspresti, ar jie skiriasi. Tarkime,
kontroliniame lauke auginame kviecius.
Kitame tokiame pat lauke (bandomajame)
irgi auginame tos pacios veislés kviecius,
taciau eksperimentiniame lauke kviecius
paséjome anksciau (véliau), paveikéme
herbicidais ar atlikome kokj kitg veiksma,
kuris gali paveikti javy derliy. Mes norime
suzinoti, ar veiksmas turéjo jtakos javy
derliui. Tam i$ kontrolinio lauko atsitiktinai
parinkome, pavyzdziui, 10 varpy (n, = 10)
ir kiekvieng pasvéeréme, o is tiriamo lauko
parinkome, tarkime, 13 varpy (n, = 13), ku-
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riy kiekvieng taip pat pasvéeréme. Gavome
du duomeny masyvus ir norime zinoti, ar
jie statistiskai skiriasi. Tai galime suzinoti
dviem metodais.

Paprastesnis, taciau ne toks tikslus yra
FiSerio (Fisher) metodas. Jis remiasi abiejy
duomeny masyvy dispersijy (10 formule)
palyginimu:

2 SZ
F==% abaF==, (36
St Sk

¢ia Sf — kontrolinio lauko varpy masés dis-
persija, sf — tiriamo lauko varpy masés dis-
persija. Skaiciuojant Fiserio kriterijy (F krite-
rijy) skaitiklyje visada rasoma ta dispersija,
kuri skaitine reikSme yra didesné.

Gauta F kriterijaus reikSmé palyginama
su 4 lentelés duomenimis. Sioje lentelgje
nurodyti laisvés laipsniy skaiciai:v =n -1,
pirmoje eilutéje — skaitiklyje esancio duo-
meny masyvo; pirmame stulpelyje — var-
diklyje esancio duomeny masyvo. Mlsy
nagrinéjamu atveju v, = 9, o v, = 12. Tar-
kime, kad kontrolinio lauko varpy masés
dispersija yra mazesné uz tiriamojo lauko,
todél kontrolinis F kriterijus yra 3,07. Jei
apskaiciuota reikSme daug didesné uz len-
teléje pateikta F kriterijaus reikSme, galima
teigti, kad Sie duomeny masyvai statistis-
kai skiriasi.

F kriterijaus metodas néra pakankamai
jautrus, todél dazniau naudojamas Stiu-
dento kriterijus |f], kuris mUsy nagrinéja-
mam pavyzdZiui apskaiciuojamas taip:
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Cia x,ir X abiejy duomeny masyvy reiks-
miy vidurkiai, n, ir n abiejy duomeny ma-
syvy matavimy skaicius. Apskaiciuotas
Stiudento kriterijus palyginamas su lente-
lése pateikta Stiudento koeficiento reiks-
me (1 lentelé). Siuo atveju laisvés laipsniy

skaicius: v = n,+n -

2.

Nagrinéjamam pavyzdziui:

v=10+13-2=21.

Taigi, jei suskaiciuotas koeficientas bty
didesnis nei 2,08, galétume teigti, kad abu
duomeny masyvai statistiskai patikimai
skiriasi, t. y. kad kontrolinio ir tiriamo lau-
ko vidutiné varpy maseé skirtinga. Ar séjos
laikas, trasos, herbicidai ar kiti nejvertinti
veiksniai turéjo tam jtakos — jau kitas klau-
simas, | kurj statistiniai metodai atsakyti
negali.

4 lentelé. Fiserio kriterijus 95 % patikimumo lygmeniui

v]VZ 1 2 3 4 5 6 8 12 16 24 50 )
1 | 161,4| 1995| 215,7| 224,6| 230,2| 234,0| 2389| 243,9| 246,5| 249,0| 251,8| 254,3
2 | 18511 19,00| 19,16| 19,25| 19,30| 19,33| 1937|1941 | 1943| 1945| 1947| 19,50
3 | 1013] 955|928 | 912 | 901 | 894 | 884 | 874 | 869 | 864 | 858 | 853
4 | 771 1694 | 659|639 |626 | 616 | 604 | 591 | 584 | 577 | 570 | 563
5 | 661 | 579|541 | 519 | 505 | 495 | 482 | 468 | 460 | 453 | 444 | 436
6 | 599 | 514|476 | 453 | 439 | 428 | 415 | 400 | 392 | 3,84 | 3,75 | 367
7 | 559 | 474 | 435 | 412 | 397 | 387 | 373 | 357 | 349 | 341 | 332 | 323
8 | 532 | 446 | 407 | 384 | 369 | 358 | 344 | 328 | 320 | 3,12 | 303 | 293
9 | 512 | 426|386 | 363|348 | 337 | 323 |307 | 298 | 290 | 280 | 2,71
10 | 496 | 410 | 3,71 | 348 | 333 | 322 | 307 | 291 | 2,82 | 2,74 | 264 | 254
111484 | 398 | 359 | 3,36 | 3,20 | 3,09 | 295 | 279 | 2,70 | 261 | 250 | 240
12 1475 | 388 | 349 | 326 | 311 | 300 | 285 | 269 | 260 | 250 | 240 | 2,30
13 | 467 | 380 | 341 | 318 | 3,02 | 292 | 2,77 | 260 | 251 | 242 | 232 | 2,21
14 | 460 | 3,74 | 334 | 311 | 296 | 285 | 2,70 | 253 | 244 | 235 | 224 | 213
15454 | 368 | 329 | 306 | 290 | 279 | 264 | 248 | 239 | 229 | 218 | 207
16 | 449 | 363 | 324 | 301 | 285 | 274 | 259 | 242 | 233 | 224 | 213 | 2,01
17 | 445 | 359 | 3,20 | 296 | 281 | 2,70 | 255 | 238 | 229 | 219 | 208 | 1,96
18 | 441 | 355 | 3,16 | 293 | 2,77 | 266 | 251 | 234 | 225 | 215 | 204 | 1,92
19 | 438 | 352 | 313 | 290 | 274 | 263 | 248 | 231 | 221 | 211 | 200 | 1,88
20 | 435 1398 | 311 | 287 | 271 | 260 | 245 | 228 | 218 | 208 | 1,96 | 1,84
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3. Uzdaviniai

Slankmadiu iSmatavome strypelio skersmenj. Matavima pakartojome 13 karty. Matavimy
duomenys pateikti 5 lenteléje.

5 lentelé. Strypelio skersmens matavimy duomenys

Matavimo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
eil. nr.

ﬂﬁrsm“' 332 3,12 3,17 333 334 3,12 331 319 320 332 3,19 333 36]

1. Patikrinkite, ar visi duomenys patikimi.

2. Atmeskite nepatikimus duomenis, jeigu tokiy yra.

3. Raskite strypelio skersmenj 95 % patikimumul.

4. |vertinkite matavimo duomeny variacijos koeficienta.

Sprendimas

1. Apskaiciuojame viso duomeny masyvo pagrindinius rodiklius: vidurkj: x = 3,273 ir
standartinj nuokrypj: s = 0,131. Tada kvantiliy metodu patikriname, ar néra duome-
ny masyve Siurksciy klaidy. Pirmiausia patikriname didZiausig (13) iSmatuota reiksme:
t =361-3273)/0,131 =2,57.Tai yra Siek tiek daugiau uz ribine kvantilio reiks-
me (esant 13 matavimy ir patikimumo lygiui P = 0,95, t = 2,4; 2 lentelé). Todél §j
matavimga i$ duomeny masyvo galime iSmesti. Tada likusiy 12 matavimy duome-
ny masyvo vidurkis X = 3,245 ir standartinis nuokrypis s = 0,0873. Apskai¢iuojame
t .=(3,34-3245)/0,0873 = 1,09. Tai yra maziau uz ribine reikSme, todel matavimas
patikimas. Apskaiciuojame t = (3,245 - 3,12) / 0,0873 = 1,43. Tai taip pat maZziau uz
ribine reikime, todél ir Sis matavimas patikimas. ISvada — visos koreguoto duomeny
masyvo reiksmeés patikimos, siurksciy klaidy néra.

2. Strypelio skersmuo: 3,245 +t- S=3,245+2,179-0,0873 W12 = (3,24 +0,05) mm.

3. Matavimy variacijos koeficientas: VK= (0,0873 / 3,245) - 100 = 2,7 %.

1. Skaic¢iuodami kolektyvinio sodo sklypo plota, daug karty iSmatavome sklypo krastiniy
hir lilgj (m):
h=1985;19,90; 19,75; 19,90; 19,87; 19,79; 19,83; 19,80; 19,99.
=30,50; 30,40; 30,52; 30,44; 30,47; 30,49; 30,52.

Apskaiciuokite sklypo plotg 95 % patikimumu.
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2. Kolektyvinio sodo bendrijg sudaro 6 sklypai, kuriy plotai (m?):
630%1,3; 52241,8; 590+2,2; 605+2,0; 550+1,4; 22041,1.
Apskaiciuokite sodo bendrijos plotg 95 % patikimumu.

Sprendimas

1. Apskaiciuojame abiejy duomeny masyvy vidurkius, standartinius nuokrypius ir patiki-
mumo ribas:
E)z 19,853;5, =0,072; Ah=0,055;
[=30,477; s,=0,044; A= 0,041.

Sklypo plotas P, = h -/, todel ploto absoliu¢iajai paklaidai rasti naudotina 35 formulé:

2 2
APy =19,853-30,477 0,055 + 0,041 =186.
19,853 30,477

Taigi, sklypo plotas P, = (605,1 £ 1,9) m”.

2. Sodo bendrijos plotas (P,) apskaic¢iuojamas sudedant visy sodo sklypy plotus. Sodo
bendrijos ploto absoliucioji paklaida (AP,) apskaiciuojama pagal 3 lentelés penktgja for-
mule:

AP, =132 +18% +2,2° +2,0° +14° +11° = 4]1.

Taigi, sklypo plotas P, = (3117 £ 4) m*arba P, = (31,17 + 0,04) ary.

Kelis kartus iSmatavote Sulinio vidinj skersmenj d ir sulinio gylj h (m):
d=10,95;0,98; 1,02;0,99; 1,03; 0,97; 0,99.
h=8,9;8,5;9,0; 8,6;8,9.

Apskaiciuokite, kiek vandens gali tilpti Sulinyje ir kokiu tikslumu nustatytas taris.

Sprendimas

Sulinio taris (V) apskaic¢iuojamas pagal formule V=mrh, ¢ia r= d/2.

Apskaiciuojame sulinio spindulj. Tam visus Sulinio skersmens matavimy duomenis pada-
lijame pusiau. Randame Sulinio vidutinj spindulj (r = 0,495 m) ir Ar = 0,013 (naudodami
0,95 patikimumo lygj) bei Sulinio vidutinj gyl; (h =878 m)ir Ah =027 (naudodami 0,95
patikimumo lygj). AV skaiciuojama pagal 35 formule:
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2 2
AV =31416-0,495 -8,78. || 2 0013 + 027 _ 0,41.
0,495 8,78

Sulinio taris V= (6,8 + 0,4) m3.

Kontroliniame lauke auginamy kvieciy griady masé (g) vienoje varpoje:
1,12;1,16;1,13;1,16;1,19; 1,21; 1,11, 1,21, 1,32, 1,22; 1,16.

Eksperimentiniame lauke auginamy kvieciy gridy maseé (g) vienoje varpoje:
1,31;1,25;1,26; 1,33; 1,15; 1,19, 1,27;1,33; 1,27; 1,34;1,31; 1,29, 1,15; 1,11; 1,35.

Apskaiciuokite:
1. Ar skiriasi vidutiné varpy grady masé eksperimentiniame ir kontroliniame lauke.
2. Kuriame lauke varpos vienodesnés.

Sprendimas
Apskaiciuojame eksperimentinio ir kontrolinio lauko varpose esanciy gridy mases vi-

durkj ir standartinj nuokrypj (6 lentelé):

6 lentelé. Gridy maseés skaiciavimo rezultatai

Kontrolinio lauko Eksperimentinio lauko
Varpos grudy masés vidurkis 1,181 1,261
Standartinis nuokrypis 0,059 0,077
Matavimy skaicius 11 15

1. Apskai¢iuojame F kriterijy (36 formulé):

_st_0orn)’ _,

s2 (0,059)%

Ribiné F kriterijaus reikSmeé (4 lentelé) 2,82. Taigi remiantis F kriterijumi, abu duomeny
masyvai statistiskai nesiskiria vienas nuo kito.
Patikriname 3ig iSvada tikslesniu Stiudento kriterijaus metodu:

2

1-—
15+11 =288

0,0592 N 0,0772
11 15

t|=[1,261 12181
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Ribine Stiudento kriterijaus reiksmé laisvés laipsniy skaiciui v=(11 4+ 15-2) =24 yra
2,06. Vadinasi, pagal §j kriterijy abu duomeny masyvai statistiskai skiriasi vienas nuo kito.

2. Abiejy duomeny masyvy vidurkiai skiriasi (1,261 - 1,181) / 1,181 - 100 = 6,8 %. Taigi, eks-
perimentiniame lauke vidutiné vienos varpos gridy maseé didesné 6,8 %. Suskaiciuoja-
me abiejy duomeny masyvy variacijos koeficientus: VK = (0,059 /1,181) - 100 = 5,0 %,
VK. = (0,077 /1,261) - 100 = 6,1 %. Matome, kad eksperimentiniame lauke varpy gra-
dy mases reikSmiy sklaida yra Siek tiek didesné nei kontroliniame lauke. Matyt, masy
naudota poveikio priemoné padidino vidutine gridy mase varpose, taciau varpos yra
vienodesnés kontroliniame lauke.

Pieno ragsties koncentracija kraujo serume buvo nustatyta naudojantis fotometrine ana-
litine sistema. Analitinés sistemos gradavimui buvo paruosti 7 pieno ragsties kontroliniai

méginiai, kurie po vieng kartg buvo ismatuoti (7 lentelé).

7 lentelé. Pieno ragsties analitinés sistemos gradavimas

1 2 3 4 5 6 7
Koncentracija, x, mM 0,2 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
Optinis tankis, y; 02 037 064 093 1,22 1,50 1,80

Buvo atlikti trys to paties tiriamo méginio optinio tankio matavimai: 1,52; 1,55; 1,53. Ras-

kite pieno ragsties koncentracijg (c) tiriamame méginyje.

Sprendimas

Sj uzdavinj galima i$spresti dviem budais — skaiciavimo ir grafiniu. Pradzioje uzdavinj
spresime pasinaudodami 23-31 formulémis. Tam apskaiciuojame reikalingus duomenis.

8 lentelé. Duomenys pieno rgsties analitinés sistemos gradavimo tiesei nustatyti

n X;
1 0,2
2 0,5
3 1,0
4 1,5
5 20
6 2,5
7 30

suma: 7 10,7

Yi
0,20
0,37
0,64
0,93
1,22
1,50
1,80
6,66

2
Xi

0,04
0,25
1,00
2,25
4,00
6,25
9,00
22,79

Yi2

0,0400
0,1369
0,4096
0,8649
1,4884
2,2500
3,2400
8,4298

Xi¥i
0,040
0,185
0,640
1,395
2,440
3,750
5,400
13,850

xi+y))

04
0,87
1,64
243
3,22
4,00
4,80
17,36

(x;+y)?

0,1600
0,7569
2,6896
5,9049
10,368
16,000
23,040
58,920
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Apskaiciuojame: tiriamo méginio matavimy duomeny vidurkj:

. 152+155+153

an

=1533,

visy x reiksmiy vidurkj: x =10,7 /7 = 1,53, ir visy y reiksmiy vidurkj: y =6,6 / 7 =0,951 Tada
apskaiciuojame tolimesniems skai¢iavimams reikalingus duomenis:

(z Xi)Z :114,491 (2 yi)Z _ 44,36, [nz Xig _@ Xi)z]: 7- 22,79 —114,49 = 45,04,
Z(Xi + Yi)2 =58,92

Dabar galime apskaiciuoti gradavimo tiesés lygties koeficientus air b (lygtys 23):

a4 22,79-6,66-10,7-1385

=0,07963,
45,04

,_ 7-1385-107-6,66

=0,57034,
45,04

matavimy duomeny dispersijg (25 lygtis):

52 = 8,4298-0,07963- 6566 —0.57034-1385 _ 5104.10°

matavimy duomeny standartinj nuokrypj nuo gradavimo tiesés: s, = 7,14 - 10~

Skaiciuodami naudojame porinj Stiudento koeficienta, Siuo atveju laisvés laipsniy
skai¢ius v=n-2=5, o Stiudento koeficiento reiksmeé t=2,571. Pieno ragsties koncentra-
Cijg tiriamame méginyje () galime apskai¢iuoti pagal 27, 28 ir 31 formules:

6,66

)2
T ) _(255+003)mM.
0,572 - 45,04

7(1 533
3 -3 y
c=x, +Ax, =255+2571 441071 1

057 |3 7
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Ta patj uzdavinj galima iSspresti ir grafiskai (10 pav.). Rezultatg gausime mazdaug tg
patj, tik tikslumas bus mazesnis.

2,0
1,5
© RN
X
C
S
w10+
£
a
o
0.5 2,522 ' 2,578
2,55
0’0 | | | | |
0,0 1,0 2,0 3,0

Analités koncentracija, mM

10 pav. Pieno rugsties nustatymo gradavimo tiesé ir 95 % patikimumo kreivés; iSnasoje — padidinta
matavimo rezultato vidurkio ir gradavimo tiesés bei patikimumo kreiviy sankirta.



Baltymy tyrimas

Vida Casaite, Rolandas Meskys
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Biologiniy procesy tyrimai labai susije su
lastelés komponenty (DNR, RNR, baltymy,
metabolity ir kity) tyrimais. Norint nusta-
tyti Siy komponenty savybes, reikia moke-
tijuos isgryninti, t.y. atskirti nuo kity laste-
lés junginiy. Siuolaikines biotechnologijos
taip pat naudoja isgrynintus baltymus,
pvz., organingje sintezéje, zemés Ukyje,
maisto pramonéje, farmacijoje. Nors bal-
tymus galima isskirti i$ jvairiy organizmy
(pvz, eukarioty lasteliy kultdry, augaly,
gyviny), dazniausiai rekombinantiniy
baltymy gamybai dél tinkamy savybiy
(didelé jvairoveé, lengva dauginti, patogu
keisti ir kt.) naudojami mikroorganizmai
(bakterijos, archéjos ir mikromicetai). Mik-
roorganizmus reikia mokéti uzauginti,
t.y. sukaupti biomase, kurioje yra tikslinis
baltymas (Zr. skyriy Mikroorganizmai - bal-
tymy (fermenty) saltinis). Baltymy grynini-
mas yra sudétingas ir dazniausiai brangus
procesas, kurj sudaro daug etapy. Kokio
grynumo baltymy reikia, priklauso nuo to,
kur ir kam jie bus naudojami. Todel deri-
nant jvairius gryninimo metodus daznai
kiekvienam baltymui sukuriama speci-
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ali gryninimo metodika (Zr. skyriy Balty-
my gryninimas). Kartais tiksliniy baltymy
(fermenty) saltinj nepatogu ar negalima
naudoti, pvz., tai retas augalas, létai au-
gantis gyvlnas, patogeninis mikroorga-
nizmas ar virusas, arba jis néra prieinamas
(laboratorijose iSauginama tik apie 1 %
gamtoje gyvenanciy mikroorganizmy).
Tada geny inZinerijos metodais tikslinj
baltyma koduojantis genas perkeliamas
j organizma, kurj paprasc¢iau dauginti ir
i$ kurio paprasciau isskirti tikslinj balty-
ma (Zr. skyriy Vektoriai. Geno klonavimas
E. coli Igstelése). Kai gamtoje aptinkamy
baltymy savybeés netenkina, pvz., baltymas
néra atrankus tam tikram substratui arba
yra neatsparus aukstai temperatarai, geny
inZinerijos metodais jam galima suteikti
reikiamy savybiy (zr. skyriy Baltymy savy-
biy keitimas tikslines mutagenezés budais)
(1 pav.). Baltymai yra brangus reagentai,
todél norint sumazinti sgnaudas fizinio ar
cheminio modifikavimo metodais padidi-
namas baltymy stabilumas arba baltymai
imobilizuojami ir naudojami daug karty
(zr. skyriy Fermenty imobilizacija).
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S

Struktura

1 pav. Fermenty tyrimo, modifikavimo ir karimo principiné schema.
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1. Mikroorganizmai — baltymy (fermenty)

saltinis

Norint baltymy gamybai naudoti mikroor-
ganizmus, reikia mokeéti juos dauginti, t. v.
sukaupti didelj biomasés kiekj. Mikroorga-
nizmams augti reikia anglies, fosforo ir azo-
to Saltiniy, jvairiy mikroelementy. Jie che-
miniy junginiy pavidalu turi bati Iasteliy
kultivavimo (dauginimo) terpéje. Lasteles
vienu metu veikia jvairas iSoriniai veiksniai:
temperatUra, pH, oksidacijos-redukcijos
potencialas, joniné jéga, osmosinis ir hid-
rostatinis slégis, radiacija. Mikroorganiz-
mai prisitaiko prie isoriniy veiksniy ir nor-
maliai dauginasi bei sintetina reikiamus ar
pageidaujamus metabolizmo produktus.
Mikroorganizmy prisitaikyma prie kintan-
¢iy salygy lemia didelé jy dalijimosi sparta,
savaiminés mutacijos, jvairts lasteliy bei
fermenty sintezés reguliacijos mechaniz-
mai, dél kuriy lastelés sintetina tik tam tik-
rg fermenty kiekj. I1Smanant biosintezés
procesus galima sukurti metody, leidzian-
¢iy reguliuoti fermenty sinteze. |vairiais
atrankos metodais galima atrinkti norimy
savybiy mikroorganizmus. Tokios mikro-
organizmy veislés labai svarbios, todél jy
issaugojimui skiriama nemazai démesio, o
pacios svarbiausios saugomos specialiuo-
se mikroorganizmy muziejuose.

Mikroorganizmy kultivavimo schema
pateikta 2 paveiksle.

Mikroorganizmus galima kultivuoti pa-
virsiniu ir giluminiu badu. Pavirsiniu badu
mikroorganizmai auginami ant standziyjy
terpiy pavirsiaus. Tai gali bati agaro terpés,
pjuvenos, Siaudai, gradai ir kiti panasds

substratai. Giluminiu bddu mikroorganiz-
mai auginami skystose terpése. Sis badas
pranasesnis uz pavirsinj, nes prisotinant
oro didesnj terpés tarj mikroorganizmus
galima geriau aprdpinti deguonimi, gauti
daug biomasés ir didelj kiekj reikiamy pro-
dukty, pvz., baltymy, polisacharidy. Labo-
ratorijose mikroorganizmai kultivuojami
kolbose arba fermentatoriuose dazniausiai
skystose jvairios sudéties terpése. Atsizvel-
giant | rasj, mikroorganizmai auginami
deguoninéje (aerobingje) ar bedeguonéje
(anaerobinéje) aplinkoje.

Pagal sudétj mitybinés terpés skirsto-
mos | sintetines ir kompleksines. Sinteti-
nés terpés sudarytos i5 gryny cheminiy
junginiy, kuriy tikslus kiekis zinomas, todél
nesunku sekti, kaip kinta terpés kompo-
nenty koncentracija kultivuojant mikroor-
ganizmus. Sintetiniy terpiy komponentai
ir jy kiekis parenkamas taip, kad terpéje
baty anglies, azoto ir fosforo Saltiniy, pag-
rindiniy mikroelementy, aminoragsciy,
vitaminy, — kad mikroorganizmai galéty
daugintis. Kei¢iant terpés sudétj galima
kontroliuoti mikroorganizmy, gaminanciy
tikslinj produktg (producenty), daugini-
mosi greitj, produkto sinteze, nereikalingy
ir zalingy metabolity kaupimasi. Kultivuo-
jant producentus sintetinése terpése gali-
ma daug karty pakartoti procesg ir gauti tg
patj produkta, o tai labai svarbu produkta
gaminant pramoniniu badu, t. y. kai kiek-
vieng kartg reikia pagaminti tokios pacios
kokybés gaminj.
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| kompleksiniy terpiy sudétj, be sinte-
tinés terpés komponenty, jeina organinés
kilmeés medziagy misiniy (salyklo, misos,
kukurazy ar mieliy ekstrakto, peptono,
triptono, krakmolo ar celiuliozés hidrolizés
produkty; 1 lentele), o jy kiekybine ir ko-
kybiné sudeétis néra tiksliai Zinoma. Tokios
terpés labai daznai naudojamos mikroor-
ganizmams kultivuoti, nes susidaro dides-
nis biomases, o kartu ir tiksliniy baltymy
kiekis, palyginti su mikroorganizmy kulti-
vacija sintetinése terpése. Kas lemia terpés
pasirinkima? Tai:
e kaina ir prieinamumas,
e vezimo, laikymo ir naudojimo salygos,
e sterilizacijos ir denatdracijos ypatybés,

e maisymasis, klampa, kitos reologines
savybés,

e produkto koncentracija, jo susidarymo
greitis ir iSeiga,

e priemaisos,

e saugumas.

Biosintezés procesams labai svarbios
mikroorganizmy kultivavimo salygos. Fer-
menty sintezé priklauso nuo terpés azoto
(azoto neorganiniy ir organiniy junginiy)
ir anglies saltiniy. Aminoragstys gali ska-
tinti arba slopinti fermenty sinteze, veikti
mikroorganizmy  vystymasi. Mikroorga-
nizmy dauginimuisi ir fermenty sintezei
taip pat butinos kitos biologiskai aktyvios

1 lentelé. Pagrindiniai kompleksiniy terpiy komponentai ir svarbiausios jy savybés

Anglies Saltiniai

Savybés

melasa
salyklo ekstraktas
isrugos

alkanai ir alkoholiai

sacharozés gamybos atlieka; sirupas (50 % sacharozes, 2 % azoto,
mikroelementai ir kita)

90 % angliavandeniy, 5 % azoto (baltymy, peptidy, aminortgsciy
pavidalo)

pieno pramoneés atlieka; pagrindinis angliavandenis — laktozé (apie

5 %), kitos medziagos: baltymai, druskos, lipidai

C,,~C,, alkanai, metanolis, chemijos pramonés produktai (pvz, naftos
distiliacijos); metanolis labai pigus anglies 3altinis; tinka Pichia ir
Candida mieléms auginti

Azoto Saltiniai

Savybés

kukurtzy ekstraktas
mieliy ekstraktas

peptonas

augalinés kilmés
peptonas

kukurdzy krakmolo gamybos atlieka; 4 % azoto

gaunamas i$ kepimo mieliy ir jy gamybos atlieky; sudétyje yra daug
vitaminy

gyvaninés kilmés baltymy (mésos baltymy, pieno kazeino baltymy,
Zelatinos) ragstinis ar fermentinis hidrolizatas; brangus; naudojant
terapiniams baltymams sintetinti, atsiranda gyvaninés kilmés virusy
rizika

sojy pupeliy baltymy ragstinis ar fermentinis hidrolizatas; saugesnis
nei jprastas peptonas, nes néra zinoma augaly virusy, pavojingy
zmogui
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medziagos - vitaminai, mikroelementai.
Mikroorganizmai, gaminantys proteoli-
zinius fermentus, kultivuojami auginimo
terpése su kukurGzy, mieliy ekstraktais,
turinciais papildomy augimg skatinanciy
medZiagy: vitaminy, aminordgsciy, poli-
peptidy, mikroelementy. Mikroelementai
dalyvauja mikroorganizmy metabolizmo
procesuose ir aktyvina jvairiy fermenty sin-
teze. PavyzdZiui, jei mikromicety lastelés
sintetina fermentg lakaze, terpéje batinai
turi bati vario, nes jis jeina j Sio fermento
aktyviojo centro sudétj. Keiciant vario jony
koncentracijg mitybinéje terpéje, galima
reguliuoti lakazés biosintezés greitj. Mik-
roorganizmy fermenty sintezei turi jta-
kos ne tik kultivavimo terpés sudétis, bet

ir kitos salygos: paséjamosios medZiagos
(inokuliato) kiekis ir savybés (jauna ar sena
kultdra), terpés rdgstingumas (pH), aera-
Cija, temperatdra. Nuo $iy salygy priklau-
so ir fermento biosintezés greitis, ir eiga
(3 pav.). Paprastai laboratorinémis salygo-
mis ir gamyboje kultivuojant mikroorga-
nizmus giluminiu badu pasejamosios me-
dZiagos kiekis turi bati 1-10 % terpés tario.
Aeracija yra vienas svarbiy veiksniy, regu-
liuojan¢iy mikroorganizmy dauginimasi
ir biomaseés kiekj. Deguonis labai blogai
tirpsta vandenyje, todél kartais terpé priso-
tinama gryno deguonies, o ne oro. Norint
sudaryti mikroorganizmy kultivavimui tin-
kamiausias salygas, reikia atkreipti démesj
visus $iuos veiksnius.
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2. Baltymy gryninimas

Baltymai - tai i$ aminorigsciy sudaryti 2 lentelé. Escherichia coli sausos biomases
gamtiniai polimerai. Jie skiriasi amino-  sudétis
ragsciy seka polipeptidingje grandinéje,

Komponentas \ Dalis (%)

krGviu, dydZiu, forma, erdvine struktdra, baltymai 5o%
kofaktoriais, izoelektriniu tasku ir kitomis | rNR 205
savybémis. Dél iy baltymy skirtumy juos DNR 3,1
galima atskirti nuo kity lastelés kompo- lipidai 9,1
nenty (2 lentelé), o jy misinj suskirstyti | lipopolisacharidai 34
atskirus komponentus. mureinas 2,5

Mikroorganizmai sintetina ir uzlgste- | glikogenas 2,5
linius, ir vidulastelinius baltymus, o lgste- | aminoragstys, vitaminai, kiti ma- 79
léje esantys baltymai gali bati aptinkami | Zos molekulinés mases junginiai '
jvairiose jos vietose. Baltymai skiriasi savo | _N€organiniai jonai 10
struktdra ir Savybémis (3 lentelé), nuo u o« lasteléje gali bati keli tGkstanciai skirtingy
savybiy priklauso ir gryninimo metodas. baltymuy, vieno rekombinantinio baltymo kiekis

nuo 0,00001 % iki 70 %.

3 lentelé. Kai kurios baltymy savybeés

Struktira Pastabos Pavyzdys

monomerai dazniausiai uzlgsteliniai baltymai,  lizocimas, proteinazés
daznai turi disulfidiniy rysiy
i$ vienody monomery  dazniausiai vidulasteliniai fermen-  gliceraldehido-3-fosfato
sudaryti oligomerai tai, retai turi disulfidiniy rysiy dehidrogenazé, katalazé,
heksokinazé

i$ skirtingy monomery  alosteriniai fermentai, skiriasi mo-  kokliuso toksinas

sudaryti oligomerai nomery atliekamos funkcijos

membrany pavirsiniai  lengvai islaisvinami detergentais sarminé fosfatazé

baltymai

membrany integralieji  stabilizuojami lipidais porinai

baltymai

membrany inkariniai daugelio uZlasteliniy baltymy glikoproteinai, lipoproteinai

baltymai sudétyje yra angliavandeniy
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Baltymy gryninimas — tai daugiapako-
pis procesas (4 pav.), kurj gali sudaryti kele-
tas ar keliolika stadijy: biomasés kaupimas,
biomases (lasteliy) ardymas, belastelinio
ekstrakto iSgavimas ir jo gryninimas, bal-
tymy misinio frakcionavimas (organiniais
tirpikliais, druskomis ar ultrafiltravimas),
chromatografija. Baltymy gryninimas gali
bati analitinis (gryninamas nedidelis me-
dZiagos kiekis) arba pramoninis (grynina-
mas didelis medziagos kiekis). Baltymy
gryninimo tikslas — homogeninis prepara-
tas, t. y. sudarytas tik is vieno baltymo. Bal-
tymy gryninimas yra brangus ir sudétingas
procesas, todél daznai baltymai tik dalinai
gryninami — pasalinamos pagrindinés bal-
tyma panaudoti trukdancios priemaisos.
Taigi gryninimo metodo pasirinkima le-
mia gryninamo baltymo naudojimo tikslas
(4 lentele).

4 lentelé. Baltymy preparaty grynumas

2.1. Lasteliy ardymo buadai

Lasteliy ardymo metu suardoma jy struk-
tUra ir lasteliy turinys patenka j aplinka. Yra
fiziniai, cheminiai ir fermentiniai Igsteliy
ardymo budai. Tinkamas ardymo budas
parenkamas atsizvelgiant j gryninamo bal-
tymo savybes (pvz, stabiluma) ir Igsteliy
(bakterijy, mikromicety, augaly, gyvuny),
i$ kuriy isskiriamas baltymas, savybes.

Visy organizmy lastelés turi plazmine
membrang. Bakterijy ir augaly lgsteliy
plazmine membrang sudaro tvirtos lgs-
teliy sienelés. Bakterijy lasteliy sienelés
pagrindiné sudedamoji dalis yra pep-
tidoglikanas  (glikopeptidas).  Didziaja
Gram-teigiamy bakterijy Igsteliy sieneliy
struktros dalj sudaro keli peptidoglikano
sluoksniai, o Gram-neigiamy bakterijy Igs-

Baltymo naudojimo sritis Gryninamo Grynumas
y L baltymo kiekis 4

terapija, zmoniy ir gyviny gydymas  nuo g iki kg ypac gryni (> 99,99 % grynumo)

antikdnai nuo ug iki mg vidutiniskai gryni (< 95 %) ar labai
gryni (95-99 %)

kristalografija, fiziniy ir cheminiy nuo mg iki g labai gryni (95-99 %)

savybiy nustatymas

antigenai antikdny gamyba, N-galo  nuo mg iki g vidutiniskai gryni (< 95 %)

sekvenavimas

pramoniniai fermentai (chemijos, nuo kg iki tony vidutiniskai gryni (< 95 %) ar

maisto, tekstilés pramoneé, mazai gryninti (< 50-70 %),

biokatalizé) daznai labai maZai gryninti
(chemijos pramonei)
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Baltymo raiska rekombinantiniuose organizmuose arba kituose
biomasés 3altiniuose, pvz., mikroorganizmuose, augaluose

Biomasés koncentravimas arba
pasalinimas: filtravimas, centrifugavimas

, i

Kultaros skystis su tiksliniu

Biomasé su tiksliniu baltymu ki bl

Biomases ardymas

Belastelinis ekstraktas arba
lasteliy membranos

Pirminis baltymo gryninimas: iSsddymas
druskomis ar organiniais tirpikliais; ultrafiltravimas;
ekstrakcija detergentais

A4

Negrynas tikslinis baltymas

» | Chromatografija: gali bati panaudoti

keli chromotografijos metodai
v

Dalinai iSgrynintas tikslinis baltymas, 60-95 % grynumo

» | Didelés skiriamosios gebos chromotografija: gali bati

panaudoti keli chromotografijos metodai

Homogeniskas baltymas, > 99,9 % grynumo

4 pav. Principiné baltymy gryninimo schema.
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teliy sienelés turi isorinj is lipidy sudaryta
sluoksnj, apsaugantj bakterijas nuo lizoci-
mo poveikio. Ypac tvirtos gryby ir mieliy
lgsteliy sienelés, turin¢ios daugiau kaip
90 % polisacharidy (chitino, manano, gliu-
kany). Augaly Igsteliy sieneles sudaro kel
celiuliozeés sluoksniai, turintys lignino ir he-
miceliuliozés intarpy. Sie iSoriniai lgsteliy
sluoksniai suteikia lgsteléms ne tik formg,
bet ir mechaninj atsparuma. Todél svarbu
parinkti tinkama lasteliy ardymo bada.

Pries ardyma lIgstelés ar susmulkinti
audiniai suspenduojami tirpaluose, j kuriy
sudét] jeina buferinémis savybémis pasi-
Zymintys junginiai (atsizvelgiant | gryni-
namo baltymo savybes palaikomas tam
tikras terpés pH), jvairios druskos (NaCl,
KCl ir kitos) joninei tirpalo jégai palaikyti,
o kad baltymy neardyty vidulasteliniai
fermentai, dedama jvairiy proteinaziy ir
peptidaziy slopikliy (inhibitoriy), pvz, fe-
nilmetilsulfonilfluorido (PMSF), diizopro-
pilfluorfosfato (DFF), pepstatino A, etilen-
dinitrilotetraacto rdgsties (EDTA). Taip pat
gali buti naudojamos jvairios baltymus
stabilizuojancios medziagos (gliukoze, gli-
cerolis, sacharozé ar manitolis — dazniau-
siai naudojama 5-10 % koncentracija),
metaly jonai (Mg*, Ca?*, 1-10 mM kon-
centracija). Daznai | tirpalus dedama re-
dukuojanciy junginiy (ditiotreitolio (DTT)
ar B-merkaptoetanolio (B-ME), 1-10 mM
koncentracija), slopinanciy baltymy mer-
kaptogrupiy (HS-) oksidacija.

Kad baltymai nedenattruoty suspen-
duojant biomase, ardant lgsteles ar kity
gryninimo stadijy metu reikia palaikyti ne
aukstesne kaip 4 °C temperatira.

Fiziniais lasteliy ardymo budais tie-
siogiai veikiamos lasteliy membranos.
Biomasé gali bati ardoma mechaniskai —
trinant, pvz, jvairaus dydzio (0,1-2,0 mm)

stiklo rutuliukais, steriliu sméliu arba aliu-
minio oksido granulémis. Taip pat naudo-
jami jvairas maltnai su peiliais, didelio slé-
gio homogenizatoriai (pvz., French pressure
cell press). Nedideliam biomasés kiekiui su-
ardyti naudojami ultragarsiniai dezintegra-
toriai, kuriuose metalinis strypelis, pamerk-
tas | biomasés suspensija, auksto daznio
(22-44 kHz) virpesiais suardo Igsteles.

Temperatdros smugis, t. y. staigus tem-
peratdros pokytis (nuo teigiamos iki neigia-
mos temperatros), taip pat naudojamas
lgstelems ardyti. Sis badas tinka Gram-nei-
giamy bakterijy lasteléms ardyti.

Kai kuriy Gram-neigiamy bakterijy
lasteléms ardyti naudojamas osmosinis
Sokas — biomasé suspenduojama mazos
joninés jégos tirpaluose ar net vandenyje.
Sis budas ypac tinka hidroliziniams fer-
mentams, periplazmos baltymams isskirti.

Mechaniskai ardant biomasés suspen-
sija daznai jkaista (bdtina ausinti), todél Sis
ardymo budas netinka temperatUrai neat-
spariems fermentams isskirti.

Cheminiai lasteliy ardymo budai,
palyginti su fiziniais, ne taip stipriai veikia
lasteles, tirpalai nejkaista, o metodai paly-
ginti nebrangds. Lasteléms ardyti naudoja-
mi organiniai tirpikliai (etanolis, metanolis,
acetonas), chaotropiniai junginiai (kalio
tiocianatas, kalio bromidas), Sarmai arba
detergentai, kurie tirpdo membrany lipi-
dus ir taip suardo lgsteles.

Fermentiniai lasteliy ardymo budai
naudojami baltymams isskirti i$ augaly ir
gyvany lasteliy ar mikroorganizmy. Sie ba-
dai pagrijsti specifiniu hidroliziniy fermenty
poveikiu lasteliy sieneléms, peptidoglika-
nui ar kitiems lgstele supantiems polime-
rams. Daznai fermentiniai lgsteliy ardymo
bddai naudojami kartu su mechaniniais
ar cheminiais. |vairiy organizmy lasteliy



sieneliy sandara skiriasi, todél jos ardomos
skirtingais fermentais arba jy misiniais, pvz,,
lizocimu skaidomas peptidoglikanas, chiti-
nazémis — chitinas, gliukanazémis — mieliy
gliukanai, celiulazémis - augaly celiuliozé,
pektinazémis — augaly pektinas.

2.2. Belgstelinio ekstrakto
gavimas

Suardzius lasteles gaunamas misinys, suda-
rytas i istirpusiy baltymy, nukleortgsciy,
polisacharidy, netirpiy lasteliy fragmentuy.
Filtruojant arba centrifuguojant §j misinj
pasalinamos visos netirpios dalelés. Centri-
fuguojant misinj atskiriamos skirtingo tan-
kio dalelés. Pavyzdziui, kai iscentriné jéga
yra 1000-2000 g, nusodinamos nesuardy-
tos lgstelés, dideli jy sieneliy fragmentai,
dalis branduoliy ir kity lastelés organeliy.
Padidinus iscentrine jéga iki 5000-15 000 g,
nuséda dideli Igstelés struktlros kompo-
nentai — mitochondrijos, chloroplastai,
liposomos, o norint nusodinti mazesnius
komponentus, pvz., plazmine membrang,
mikrosomas, ribosomas ar makromoleku-
les, reikia 100 000-500 000 g iscentrinés jé-
gos. Taip gaunamas belastelinis ekstraktas,
kurj galima toliau frakcionuoti. Kai tiksliniai
baltymai jeina ] membrany sudétj, surinkta
membrany frakcija veikiama detergentais
(aktyviosiomis pavirsiaus medziagomis).
Detergentai bna joniniai ir nejoniniai — jie
skirtingai tirpina membranas. Membrany
baltymai, paveikus detergentais, atsiduria
detergento miceliy sudétyje. Membrany
baltymai gryninami panasiai kaip tirpus
baltymai, taciau tenka naudoti detergen-
tus, o micelése gali bati skirtingy baltymy,
todél juos gryninti sudétingiau.
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2.3. Papildomas belgstelinio
ekstrakto gryninimas

Kartais pries frakcionuojant baltymus pa-
tartina belastelinj ekstrakta papildomai
isgryninti (5 lentelé). Taip pasalinami kai
kurie baltymai ir nukleortgstys.

2.4. Baltymy misinio
frakcionavimas

Baltymai frakcionuojami jvairiais metodais
(6 lentelé), kurie remiasi skirtingomis bal-
tymy savybémis. Dazniausiai eksperimen-
tiskai pagal tiriamojo baltymo savybes
parenkamas pats paprasc¢iausias metody
derinys.

24.1. Baltymy nusodinimas

Baltymy nusodinimas organiniais tir-
pikliais. Baltymy agregacija (molekuliy
sukibimas) vandeniniuose organiniy tirpik-
liy tirpaluose priklauso nuo tirpalo santy-
kinés dielektrinés skvarbos: kuo ji mazes-
né, tuo lengviau viena su kita sgveikauja
skirtingo kravio molekulés. Taip baltymy
molekulés sulimpa ir nuséda. Kiekvienam
baltymui budingos tam tikros savybeés: dy-
dis, kravis, izoelektrinis taskas, hidrofobiniy
aminortgsciy kiekis ir kita, todél keiciant
organinio tirpiklio koncentracija galima
nusodinti skirtingus baltymus. Frakciona-
vimo organiniais tirpikliais efektyvumas
priklauso nuo istirpusiy drusky koncen-
tracijos, baltymy koncentracijos, baltymy
molekuliy dydZio ir kravio, terpés pH.



| 50 | Jaunojo tyrejo vadovas C |

5 lentelé. Belgstelinio ekstrakto papildomas gryninimas

Nr?mi(:i?igzgtl Naudojimo salygos Beeklsqtitaeliltglss Pastabos
dekstrano ] 1 ml ekstrakto jpilama 0,04 ml ekstrakte nusodina lipoproteinus
sulfatas 10 9% dekstrano sulfato ir 1 ml 1 M daug

CaCl,. Maisoma 15 min., nuosédos lipoproteiny
atskiriamos centrifuguojant (10 000 g)
polivinilpiroli- prideéti 3 % (w/v*), maisoma 0,5-4 ekstrakte nusodina lipoproteinus
dinas valandas, nuosédos atskiriamos daug (naudojamas vietoj
centrifuguojant (17 000 g) lipoproteiny  dekstrano sulfato)
polietilenglikolis  iki 20 % (w/v), apdorojama kaip plazmos PEG sunku visiskai
(PEG, aprasyta anksciau baltymai pasalinti, nedena-
M ** > 4000) tdruoja baltymy
polietileniminas 0,1 % (w/v), apdorojama kaip jvairas nusodina
aprasyta anksciau nukleoproteinus
protamino 1% (w/v), apdorojama kaip aprasyta  jvairts nusodina
sulfatas anksciau nukleoproteinus
streptomicino 1% (w/v), apdorojama kaip aprasyta  jvairQs nusodina
sulfatas anksciau nukleordgstis
oktano rugstis  pridedama X/15 g, ¢ia X — pavyzdzio  antikdny nusodina dauguma
tdris ml, apdorojama kaip aprasyta koncentra-  baltymuy i$ kraujo
anksciau Cijaturi bati  serumo, tirpale lieka
>1mg/ml  imunoglobulinai

*w/v —svoris/taris.
**M ~ molekuliné mase.

6 lentelé. Pagrindiniai baltymy misinio frakcionavimo metodai

Metodas

\ Priemonés

‘ Frakcionavima lemia

nusodinimas

amonio sulfatas ar organiniai tirpikliai
polietileniminas

terpés rugstingumas (pH)

chromatografija jony mainy

elektroforezé

hidrofobiné
gelchromatografija
afininé
chromatofokusavimas
poliakrilamido gelis
izoelektrinis fokusavimas

baltymo tirpumas

baltymo tirpumas tam tikros koncen-
tracijos polimero tirpale, baltymo izo-
elektrinis taskas (pl)

baltymo tirpumas, kai yra tam tikras
terpés pH, baltymo pl

baltymo kravis, jo pasiskirstymas bal-
tymo globuléje

baltymo hidrofobiskumas

baltymo molekulés dydis, forma
sgveika tarp ligando ir baltymo
baltymo pl

baltymo kravis, baltymo dydis, forma
baltymo pl

centrifugavimas
ultrafiltravimas

sacharozés koncentracijos gradientas
tam tikro poringumo membrana

baltymo dydis, tankis
baltymo dydis, forma




Nusodinant baltymus tirpaly tem-
peratdra turi bati labai Zema (paprastai
apie —20 °C), nes aukstoje temperatlroje
organiniai tirpikliai labai lengvai ir negrjzta-
mai denatUruoja baltymus — suyra jy treti-
né struktdra. Daznai naudojami Sie organi-
niai tirpikliai: etanolis, metanolis, acetonas,
izopropilo alkoholis, polietilenglikolis.

Pagrindiniai Sio frakcionavimo budo
trakumai — sunaudojamas didelis tirpaly
kiekis, organiniai tirpikliai gali denataruoti
gryninama baltyma.

Baltymy nusodinimas druskomis
(issadymas). Tai labai patogus ir daznai
naudojamas baltymy nusodinimo ir pra-
dinio frakcionavimo budas. Baltymams
nusodinti naudojami amonio, natrio ir
kalio sulfatai, fosfatai ar citratai. Dél drus-
kos anijony saveikos su teigiamojo kravio
aminortgsciy liekanomis baltymai blo-
giau tirpsta. Be to, kai tirpalo joniné jéga
didelé, baltymai dehidratuojami, todél jy
pavirsiuje esancios hidrofobinés sritys gali
sgveikauti tarpusavyje. Baltymai sulimpa ir
iskrinta nuosédomis, t. y. baltymai issddo-
mi. Baltymy nusodinimg druskomis lemia
hidrofobiné sgveika, bet ir kiti veiksniai,
pvz, tirpalo pH, tam turi jtakos. Baltymy tir-
pumas vandeniniuose tirpaluose priklauso
nuo jy izoelektrinio tasko (pl) — baltymai
lengviausiai iSkrinta nuosedomis tirpaluo-
se, kuriy pH mazesnis ar artimas baltymo
izoelektriniam taskui. Baltymams nusodin-
ti ir frakcionuoti dazniausiai naudojamas
amonio sulfatas. Si druska gerai tirpsta
vandenyje (sociojo tirpalo koncentracija
4,1 M, tirpumas beveik nekinta nuo 0 °C iki
30 °C temperatUros), lengvai kristalinama,
pigi, neturi neigiamo poveikio daugumai
baltymy, didelé koncentracija (0,5-3,0 M)
stabilizuoja baltymus, slopina proteoliziniy
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fermenty aktyvuma. Amonio sulfato kiekis,
reikalingas tam tikro sotumo tirpalams pa-
ruosti, pateiktas 1P lenteléje (priedai).

2.4.2. Ultrafiltravimas

Tai labai efektyvus, nuolat tobulinamas ir
daZnai taikomas baltymy frakcionavimo ir
koncentravimo metodas naudojant puslai-
des membranas. Ultrafiltravimo greiciui ir
selektyvumui turi jtakos isorinis slegis, hid-
rodinamines salygos ultrafiltravimo apa-
rate, frakcionuojamo tirpalo temperatdra,
sudeétis ir istirpusiy medziagy koncentraci-
ja. Naudojamos jvairios membranos (is ce-
liuliozés, polisulfono ir kitos). Svarbi tokiy
membrany savybé — maZas giminingumas
baltymams, t. y. baltymai neturi lipti prie
membranos pavirsiaus.

2.4.3. Chromatografiniai baltymy
frakcionavimo metodai

Siy baltymy frakcionavimo metody vei-
kimas remiasi skirtingomis baltymy sa-
vybémis — kraviu, hidrofobiskumu, dy-
dZiu ar gebéjimu saveikauti su tam tikru
ligandu (giminingumu) (5 pav.). Baltymai
daznai frakcionuojami per kelias stadijas.
Kiekviena chromatografijos stadija turi
bati logiskai parinkta, kad per kitg stadijg
reikéty atlikti kuo maziau procedary, pvz.,
kei¢iant buferinj tirpalg ar tirpalo jonine
jéga. Kiekvieno baltymo gryninimui em-
piriskai parenkamas sorbento ligandas, jo
koncentracija, druskos, eliuavimo buferi-
nio tirpalo pH. Dazniausiai po jony mainy
chromatografijos baltymaifrakcionuojami
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5 pav. Principiné baltymy chromatografijos schema: 1 — baltymy misinys (C ir D) pilamas j kolonéle,
uzpildyta tam tikru sorbentu (matrica (A), modifikuota ligandu (B), 2 — gryninamas baltymas

(D) saveikauja (risasi) su sorbento pavirsiuje esanciomis ligando molekulémis, 3 — su ligando
molekulémis nesgveikaujantys baltymai pasalinami isplaunant kolonéle buferiniu tirpalu,

4 — pakeitus salygas (pvz., buferinio tirpalo pH, jonine jéga, pridéjus laisvo ligando) gryninamas

baltymas (D) atsikabina nuo sorbento pavirsiaus.

hidrofobinés chromatografijos metodu, o
po to gelchromatografija. Paprastai visa
baltymo gryninimo proceddra aprasoma
ir gauti rezultatai pateikiami apibendri-
nancioje lenteléje (3P lentelé, priedai).

244, Jony mainy
chromatografija

Jony mainy chromatografija yra vienas
dazniausiai naudojamy chromatografijos
metody. Siuo metodu atskiriami ir gryni-
nami baltymai, polipeptidai, nukleorugs-
tys, polinukleotidai ir kitos biomolekulés.
Baltymy misinio frakcionavimas jony mai-
ny chromatografija pagrjstas skirtingu bal-
tymy krdviu, jo tankiu ir krGvio issidéstymu
baltymo molekuléje. Dél elektrostatines
sqveikos (elektringujy daleliy saveikos)

baltymai grjZztamai saveikauja su priesingo
krGvio funkcinémis grupémis, kovalenti-
niais rysiais prijungtomis prie matricos.

Funkcinés grupés. Matricos, prie ku-
riy kovalentiniais rysiais prijungtos nei-
giamojo kravio funkcinés grupés, savei-
kauja su teigiamojo kravio baltymais ir
vadinamos katijonitais. Matricos, prie ku-
riy kovalentiniais rysiais prijungtos teigia-
mojo kravio funkcinés grupés, saveikauja
su neigiamojo krdvio baltymais ir vadina-
mos anijonitais (7 lentelé).

Matricos — tai vandenyje netirpUs
gamtiniai polisacharidai (pvz, celiuliozeé,
dekstranas, agarozeé) ir sintetiniai polimerai
(pvz, hidrofiliniai vinilpolimerai, poliakril-
amidas), prie kuriy kovalentiniais rysiais
prijungtos funkcines grupés. Matricos turi
bati mechaniskai ir chemiskai patvarios
jvairiuose tirpaluose, kuriy pH 2-12, atspa-
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7 lentelé. Jony mainy ir hidrofobinéje chromatografijoje naudojamos funkcinés grupés

Zymeé-
Sorbentai Funkcinés grupés y Savybés
jimas
Jony mainy chromatografija
Matrica CH,—CH;
+ .
|
dietilaminoetilo . —O—CH,—CH;—N—H DEAE
anijonitas
C H 2_C H 3
ketvirtiniai aminai stiprus
o ~O-CH,~CH,-N*(C,H,),~CH,~CHOH-CH, QAE .
(aminoetilo) s anijonitas
ketvirtiniai aminai stiprus
) ) ~O-CH,~CH(OH)~CH,~O-CH ~CHOH-CH -N*(CH,), Q o
(metilamonio) anijonitas
il
karboksimetilo ~-0-CH,-COO~ ™M ° Qhas'
katijonitas
. stiprus
sulfopropilo ~0-CH,-CH(OH)-CH,-0-CH,~CH,-CH,S0; SP o
katijonitas
. stiprus
metilsulfonato ~O0-CH ~CH(OH)-CH ~O-CH ~CHOH-CH SO; S o
katijonitas
Hidrofobiné chromatografija
eterio 707CH2—CH(OH)7CH270H ETH
izopropilo ~-0-CH,-CHOH-CH,-0-CH,-CHOH-CH -O-CH—(CH,), ISO
butilo ~O-CH,~CH(OH)-CH,~O~(CH ) ~CH, Butyl
oktilo ~0-CH,-CH(OH)-CH,-0—(CH,) ~CH, Octyl
fenilo ~0~CH,~CH(OH)~CH,~0-CH,~CH(OH)~CH,~O-C H, PHE

rios organiniams tirpikliams, detergentams

Kolonélés.

Baltymai frakcionuojami

ir chaotropiniams reagentams ir netrukdy-
ti teketi skysciams. Matricos formuojamos
poréty granuliy pavidalo. Kuo mazesnés
ir homogeniskesnés granulés, tuo geriau
frakcionuojamas misinys. Matricos prigim-
tis taip pat turi jtakos baltymy sorbcijai, to-
dél, kai funkcinés grupés vienodos, balty-
mai gali skirtingai (priklauso nuo matricos
savybiy) frakcionuotis, pvz, DEAE-celiu-
liozés savybés skiriasi nuo DEAE-agarozes
savybiy.

kolonélése, uzpildytose sorbentu. Kolo-
nélés — tai stikliniai, metaliniai arba poli-
meriniai vamzdeliai. Jy virSutiné ir apatiné
angos uzdarytos sandariais adapteriais,
padengtais pralaidZziomis membranomis,
kurios sulaiko sorbentg, bet praleidzia bi-
omolekules. Gaminamos jvairaus skers-
mens, ilgio ir tario (nuo keliy mililitry iki
keliy Simty litry) jvairiais sorbentais uzpil-
dytos kolonéles, taip pat gaminami sor-
bentai pildomoms kolonélém:s.
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Sorbenty, naudojamy jony mainy
chromatografijoje, savybés. Kaip jonitas
surisa jonus, nusako sorbento gelio talpa.
Ja galima apibudinti taip:

e Bendra jonine talpa, t. y. kiek milimoliy
(mmol) funkciniy grupiy (ligandy) yra
1 g (ml) sorbento.

¢ Pasiekiama sorbento gelio talpa - tai
realus baltymo kiekis, kurj gali sorbuoti
1 ml gelio. DaZniausiai pasiekiama gelio
talpa isreiskiama albumino kiekiu (mg),
galinciu prisikabinti prie 1 ml jonito.

e Dinamine gelio talpa - tai baltymo (al-
bumino) kiekis (mg), kurj gali sorbuoti
1 ml sorbento esant tam tikram frakcio-
navimo greic¢iui. Dinaminé gelio talpa
mazeja didéjant frakcionavimo greiciui.

Pasiekiamos ir dinaminés gelio talpos
vertés yra tik orientacinés, nes skirtingus
baltymus tas pats sorbentas nevienodai
sorbuoja. Paprastai 1 ml sorbento baltymo
neturi bati daugiau nei 10-40 % albumino
kiekio, kurj gali sorbuoti sorbentas. Jei balty-
mo bus pernelyg daug, dalis baltymy iseis i
kolonélés neprikibe prie sorbento. Baltymy
ar kity biomolekuliy sorbcija priklauso nuo
jy savybiy, matricos, funkciniy grupiy savy-
biy ireksperimento salygy (pvz., pH, joninés
jégos). Didelés molekulinés masés biomo-
lekuliy, dél erdviniy trukdziy negalin¢iy pa-
siekti gilesniy matricos granuliy sluoksniy,
sorbentas paprastai sorbuoja maziau, nei
mazesnés molekulinés masés molekuliy.
Didesnio kravio baltymai stipriau sorbuo-
jami, nei mazesnio krdvio. Makroporinés ir
turincios didesnj kiekj imobilizuoty ligandy
matricos pasizymi geresnémis sorbcinemis
ir frakcionavimo savybémis. Biomolekuliy
sorbcija taip pat priklauso nuo eksperimen-
to atlikimo salyguy: buferinio tirpalo, jo pH,
frakcionavimo greicio, eliuuojancio priesjo-
nio prigimties ir kity.

Chromatografijos stadijos: jonitu uzpil-
dytos kolonélés paruosimas, tiriamojo bal-
tymo sorbcija ir sorbuoty baltymy laips-
niskas isplovimas i$ kolonélés.

Jonitu uzpildytos kolonélés pa-
ruosimas. Pirmiausia per jonitu uzpildy-
tg kolonéle leidziamas buferinis tirpalas
(dazniausiai nedidelés joninés jégos), kol
jtekancio ir iStekancio buferinio tirpalo pH
pasidaro vienodas. Jei naudojamas mazos
joninés jégos buferinis tirpalas (5-10 mM),
jo sunaudojama iki 20 kolonélés tariy, o
jei didelés joninés jégos buferinis tirpalas
(50-100 mM), galima sunaudoti maziau.
Jei buferinio tirpalo joniné jéga maza, sor-
benta reikia kelis kartus praplauti stikline-
léje dideliu buferinio tirpalo kiekiu, leisti
sorbentui nusistoti ir tik po to pildyti ko-
lonéle. Buferinis tirpalas parenkamas atsi-
Zvelgiant j jonita, tiriamosios biomolekulés
stabiluma, reikiama pH. Dazniausiai nau-
dojami buferiniai tirpalai pateikti 2P lente-
l&je (priedai).

Atliekant jony mainy chromatografija
baltymai sorbuojami, kai buferinio tirpalo
joniné jéga nedidelé (5-50 mM). Kartais
darant bandymus parenkama tokia tirpalo
joniné jéga, kad tiriamasis baltymas sor-
buojamas, o didelé dalis nereikalingy bal-
tymy neprikimba prie sorbento ir isteka i3
kolonélés. Kad gryninamas baltymas baty
stabilus, | buferinj tirpala dedama priedy
(metalo jony, detergenty, drusky, stabiliza-
toriy, kofaktoriy, organiniy tirpikliy, EDTA,
redukuojanciyjy medziagy ir kt.). Kolonéliy
dydis parenkamas atsizvelgiant | grynina-
mo baltymo kiekj ir sorbento talpa. Kolo-
nélés pildomos, paruosiamos ir baltymas
gryninamas temperatdroje, kurioje jis ne-
denatlruoja ir iSlieka aktyvus (daZniausiai
4°Q).



Tiriamojo baltymo sorbcija. Chroma-
tografijai paruostas frakcionuojamas balty-
my misinys (pvz., belastelinis ekstraktas ar
baltymy misinys po kurio nors chromato-
grafijos etapo) turi buti tokiame paciame
buferiniame tirpale, kuriame buvo sorben-
tas. Jame neturi bdti netirpiy medziagy (jos
pasalinamos centrifuguojant ar filtruojant),
tirlamojo baltymo negali bdti daugiau nei
gali sorbuoti sorbentas, o baltymo kon-
centracija (0,1-40 mg/ml) ir taris (0,1-20
kolonélés tariy) néra labai grieztai ribojami.
Zinant tiriamojo baltymo pl parenkamas
buferinio tirpalo, kuriame wvyks efektyvi
baltymo sorbcija, pH. Jei pH > pl, baltymo
krdvis bus neigiamas ir jj sorbuos anijoni-
tas, jei pH < pl, baltymo bendras krivis bus
teigiamas ir jj sorbuos katijonitas. Efektyviai
sorbcijai reikia, kad buferinio tirpalo pH
skirtysi nuo baltymo pl bent 1. Nesorbuoti
baltymai pasalinami plaunant kolonéle bu-
feriniu tirpalu, naudotu kolonélei paruosti.

Sorbuoty baltymy iSplovimas (eliu-
avimas). Kiekvienas baltymas skirtingai
sgveikauja su sorbento funkcinémis gru-
pémis, nes skiriasi baltymo kravis, krdvio
tankis, jo iSsidéstymas baltymo pavirsiuje.
Tuo pagrjstas ir baltymy iSplovimas i kolo-
nélés. Baltymo saveika su sorbento funkci-
némis grupémis galima reguliuoti keic¢iant
buferinio tirpalo jonine jéga arba pH. Sor-
buoti baltymai nuo sorbento atkabinami
didinant konkuruojancio jono koncentra-
cija. Konkuruojantys jonai (dazniausiai Na*,
K*, H*, CI, HCOO-, CH,COO") pamazu uZi-
ma baltymo vietas ant sorbento ir atkabin-
tas baltymas eliuentu isplaunamas is kolo-
nélés. Sis procesas priklauso nuo sorbcijos
stiprumo — pirmiausia iSplaunami silp-
niausiai prie sorbento prikibe baltymai, ve-
liausiai — stipriausiai (6 pav.).

| Jaunojo tyréjo vadovas C | 55 |

Konkuruojanciy jony koncentracija
galima keisti labai jvairiai (koncentracijos
kitimas — tolygus, didéjantis, slenkstinis,
eksponentinis ar kt.). Eliuavimui (medzia-
gy isSplovimui i$ kolonélés) naudojamy
tirpaly taris gali buti jvairus, dazniausiai
tai 5-20 kolonéliy taris. IS kolonélés is-
plaunami baltymai renkami nedidelémis
frakcijomis, o tiriamasis baltymas nustato-
mas pagal baltymo 280 nm ilgio bangos
ar kitokio ilgio bangos sugertj, fermentinj
aktyvuma, analizuojant frakcijas elektro-
foreze ir kitais metodais (6 pav.).

Laikas (frakcijos)

6 pav. Jony mainy chromatografijos eiga.
Melyna linija zymi baltymy koncentracija (pvz.,
280 nm ilgio bangos sugertis), raudona —
konkuruojanciy jony koncentracija. Geltonai
pazymetas kiekvienos frakcijos gryninamo
fermento aktyvumas.

24.5. Hidrofobiné
chromatografija

Yra zinoma, kad apie 40-50 % isorinio bal-
tymo pavirsiaus yra nepolinis (hidrofobi-
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nis). Batent $i baltymo pavirsiaus dalis ir s3-
veikauja su hidrofobiniais sorbentais, todél
baltymy misinius galima frakcionuoti pa-
sinaudojus biomolekuliy hidrofobiskumo
skirtumais. Tokios chromatografijos metu
baltymy hidrofobineés sritys saveikauja su
matricy hidrofobiniais ligandais. Hidrofo-
bine ir atvirkstiniy faziy chromatografijos
yra glaudziai susije baltymy gryninimo
metodai, besiskiriantys saveikos stiprumu.
Hidrofobinéje chromatografijoje naudo-
jamuose sorbentuose ligandy kiekis yra
10-50 pmol/ml gelio, o atvirkstiniy faziy
chromatografijoje naudojamuose sorben-
tuose — keli Simtai umol/ml gelio, todel
baltymai iSplaunami nepoliniais organi-
niais tirpikliais. Atvirkstiniy faziy chroma-
tografija naudojama peptidams ir mazos
molekulinés mases baltymames, stabiliems
vandens ir organiniy tirpikliy misinyje, frak-
cionuoti ir isskirti.

Sorbento hidrofobiskumas  priklauso
nuo funkciniy grupiy alifatinés grandinés
ilgio (ar benzeno Ziedy skaic¢iaus) ir funkci-
niy grupiy kiekio ant matricos (7 lentelé).

Reikalingas kolonélés dydis apskai-
Ciuojamas pagal tiriamojo baltymo kiek]
ir pagal tai, kiek jo gali suristi sorbentas
(dazniausiai naudojamos 5-10 cm ilgio
kolonélés). Kaip ir jony mainy chromato-
grafijoje, koloneélés pirma praplaunamos
baltymy sorbcijos buferiniu tirpalu. Kad
baltyma sorbuoty hidrofobinis sorben-
tas, | buferinj tirpalg pilama didelés kon-
centracijos drusky tirpaly: 1-3 M NaCl
arba 0,5-3 M K,SO,, Na SO, arba 0,5-4 M
(NH,)SO,. Didinant drusky koncentracijg
didéja baltymy sorbcija ant hidrofobiniy
sorbenty, baltymai elgiasi panasiai kaip i3-
sudymo druskomis metu.

Baltymy misinys ruoSiamas arba diali-
zuojant pries tinkama buferinj tirpalg, arba

pakeiciant buferinj tirpalg gelchromato-
grafijos budu, arba tiesiog pridedant ati-
tinkama druskos kiekj j baltymy misinj. Jei
pridéjus amonio sulfato tiriamasis balty-
mas iskrinta nuosédomis, reikéty mazinti
amonio sulfato koncentracija, keisti jj NaCl
arba frakcionavimui naudoti sorbentg,
tarp kurio ligandy ir baltymo bdty stipri
hidrofobiné sgveika. Frakcionuojamo bal-
tymo neturi bati daugiau, nei gali suristi
sorbentas.

Baltymai S kolonélés su hidrofobi-
niais sorbentais isplaunami tolygiai arba
slenksciais mazinant drusky koncentracijg
buferiniame tirpale, praplovus kolonéle
vandeniu isplaunami beveik visi sorbuoti
baltymai. Kad baltymai baty dar geriau is-
plaunami,galima naudotiorganinius tirpik-
lius, kurie maisosi su vandeniu (etilengli-
kolj, propilenglikolj, glicerol)), detergentus,
chaotropines druskas. Sie priedai konku-
ruoja su baltymu dél suris$imo vietos, todél
susilpnéja baltymo ir ligando saveika.

2.4.6. Gelchromatografija

Gelchromatografija — baltymy frakcionavi-
mo badas, pagrjstas skirtinga baltymy mo-
lekuline mase ir forma. Gelchromatografijg
galima naudoti, kai biomolekulés lengvai
praranda natdralig (natyvia) struktlrg dél
pH pokyciy, didelés drusky koncentracijos.
Baltymai frakcionuojami kolonélése, uzpil-
dytose porétomis granulémis. Skirtingos
molekulinés mases molekulés nevienodai
giliai prasiskverbia j granuliy vidy — dides-
nés gali patekti tik prie granuliy pavirsiaus,
mazesnés jsiskverbia giliau, o pacios ma-
Ziausios —j visas gelio granuliy poras. Judant



buferiniam tirpalui kolonéle pirmiausia is-
plaunami didziausi baltymai, po to vidutinio
dydzio, véliausiai — patys maziausi, kuriems
istrakti is giliausiy granuliy sluoksniy reikia
daugiausia laiko. Kitaip negu jony mainy
chromatografijoje,  gelchromatografijos
metu baltymai paprastai nesaveikauja su
granuliy matrica ir buferinio tirpalo sudetis
dazniausiai neturi jtakos baltymy judéjimui
kolonéléje, todél gelchromatografijos saly-
gos gali bati labai jvairios, t. y. frakcionuoti
galima, jei buferiniame tirpale yra kofak-
toriy, detergenty, chaotropiniy junginiy,
kai tirpalo joniné jéga yra didelé ar maza,
aukstoje temperatUroje. Galima frakcio-
nuoti baltymy kompleksus, sudarytus i3
keliy ar keliolikos skirtingy baltymu.

Teorinés sgvokos (7 pav.)

V. — bendrasis kolonélés taris (h x 77R?).

V. - laisvasis taris (tarp granuliy esancio
buferinio tirpalo tdris, judancioji fazé).

V. —erdve granuliy viduje (buferinio tirpalo
taris granuliy viduje, nejudancioji fazé).
V.=V-V
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V_ - baltymo iSplovimo tirpalo taris (tai tir-
palo, kuriuo iSplaunamas baltymas, tdris).
K, — baltymy skirstymasi nusakantis pasis-
kirstymo koeficientas (nusako nejudancio-
sios fazés dalj, j kurig gali pereiti baltymas).
K,=V-V/V-V =V-V/V

1>K >0

Visos baltymo molekulés turi bati is-
plautos i$ kolonélés buferinio tirpalo ta-
riu, lygiu vienam kolonélés tariui, taigi K|
negali bUti didesnis uz 1 ir mazesnis uz
0. Kai pasiskirstymo koeficientas lygus 1,
reiskia, gryninamos molekulés yra labai
mazos ir patenka | visas gelio granuliy
poras. Jei K artéja prie 0, reiSkia, balty-
mai visai nepatenka j granuliy vidy ir
iSeina su judancigja faze (V. = V). Jei K |
yra didesnis uz 1, reiskia, baltymas isplau-
namas didesniu nei 1 kolonélés buferinio
tirpalo tdriu, t. y. baltymas saveikauja su
granulémis. Jei K verté neigiama, reiskia,
V_mazesnis uz V., greiciausiai tai yra blo-
gai uzpildytos kolonélés rodiklis (8 pav.).

O:OO: :

feee

7 pav. Teorinés gelchromatografijos sgvokos.
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Absorbcija

1KT

Kolonélés taris (KT)

8 pav. Baltymy misinio skirstymo pagal molekuline mase teoriné
chromatograma: 1 — koloneélés paruosimas, 2 — pavyzdZio taris, 3 —
iSplaunami didelés molekulinés masés baltymai, 4 — isplaunami
vidutinés molekulinés masés baltymai, 5 — iSplaunami mazos

molekulinés maseés baltymai.

Gelchromatografija naudojama, kai:

o reikia tiriamajj misinj suskirstyti j dvi gru-
pes: mazos molekulinés masés ir didelés
molekulinés masés molekules. Tai reika-
linga, pvz., kai norima pasalinti mazos
arba labai didelés molekulinés maseés
priemaisas, pakeisti buferinj tirpalg pries
paruosiant baltyma saugojimui arba lio-
filizacijai;

o reikia baltymus suskirstyti pagal moleku-
line mase ir nustatyti tiriamojo baltymo
molekuline mase.

Baltymy misinio frakcionavimo sékmeé
priklauso nuo tinkamo gelio parinkimo,
gero koloneliy uzpildymo, kokybisko chro-
matografijos atlikimo. Gelchromatografi-
jos kolonéliy paruo$imui naudojamas bu-

ferinis tirpalas. Jo tdris lygus 2-5 kolonélés
tdriams, o baltymy iSplovimui buferinio
tirpalo reikia maziau — 1-2 kolonélés tariy.
Baltymy misinio skirstymui j grupes (drus-
koms pasalinti, buferiniam tirpalui pakeisti)
naudojamos didelio skersmens ir trumpos
(5-10 cm) kolonélés, o baltymy skirstymui
pagal molekuline mase - siauros ir ilgos
(30-50 cm). Gelchromatografijoje svarbu
ne baltymo kiekis, bet baltymo pavyzdzio
taris. Jei gelchromatografijos tikslas — su-
skirstyti baltymus | grupes, baltymy mi-
Sinio taris gali siekti 30 % kolonélés tario,
0 jei baltymai skirstomi pagal molekuline
mase, — ne daugiau kaip 1-3 %. Tirlamasis
baltymas turi bati stabilus naudojamame
buferiniame tirpale, jo koncentracija gali
siekti 70 mg/ml, reikéty pasalinti lipidus



ir lipoproteinus, nes jie gali didinti tirpalo
klampuma. Pildyti kolonéle iriSplauti balty-
mus galima skirtingais buferiniais tirpalais,
o kad baltymy nesorbuoty gelio granu-
lés, daznai j buferinj tirpalg pilama 0,15 M
NaCl tirpalo. Reikia vengti medziagy, ga-
lin¢iy inaktyvinti ar nusodinti baltymus.
Gelio granuliy dydis ir matrica parenkama
pagal darbo tiksla. IS gaminamy gelchro-
matografijos priemoniy galima pasirinkti
tinkama bet kokiam baltymy misiniui frak-
cionuoti.

Pagal granuliy skersmenj geliai skirs-
tomi j coarse, medium, fine, superfine. Kuo
granulés mazesnés, tuo geriau suskirs-
tomas baltymy misinys, nes sutrumpéja
baltymy judéjimo kelias i$ gelio granuliy
nejudanciosios fazés | judanciaja faze, ta-
Ciau létéja frakcionavimo greitis (ribojamas
slegis). Baltymy misinys geriau suskirsto-
mas, kai frakcionavimo greitis mazas (bet
ne mazesnis Uz maziausig gamintojo re-
komenduojama). Nustacius optimalias
gelchromatografijos salygas, galima jas
taikyti didesniems meéginiams frakcio-
nuoti, tik reikia iSlaikyti t3 patj méginio ir
kolonélés tario santykj (galima didinti ko-
lonélés skersmenj, bet negalima keisti jos
aukscio).

Gelchromatografijos taikymas tiria-
mojo baltymo molekulinei masei nu-
statyti. Molekuliné masé nustatoma lygi-
nant zinomos molekulinés masés baltymy
iSplovimo tarj su tiriamojo baltymo iSplovi-
mo turiu. Baltymo isplovimo taris tiesiogiai
priklauso nuo jo molekulinés masés (jei
tarsime, kad baltymai yra idealios sferos
formos), kai pasiskirstymo koeficientas yra
nuo 0,1 iki 0,7. Molekulinei masei nustaty-
ti parenkamas toks gelis, kad standartiniy
Zinomos molekulinés masés baltymy ir ti-
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riamojo baltymo pasiskirstymo koeficien-
tas baty nuo 0,1 iki 0,7. Paruosta kolonéle
kalibruojama zinomos molekulinés maseés
baltymy misiniu (apskaiciuojamas K ), o
po to frakcionuojamas tiriamasis pavyzdys.
Braizomas K_ priklausomybés nuo mole-
kulinés masés logaritmo grafikas: ordina-
Ciy adyje — nezinomos molekulinés masés
baltymo K, abscisiy asyje — molekulinés
masés logaritmas, ir apskai¢iuojama tiria-
mojo baltymo molekuliné masé (9 pav.).

Kolonélems kalibruoti gaminami zino-
mos molekulinés masés baltymy pavyz-
dziai su Dekstrano mélio (Dextran blue,
molekuliné masé apie 2 MDa) méginiy,
skirtu laisvajam kolonélés tariui nustatyti.
Baltymo pavyzdzio taris neturi virsyti 2 %
kolonélés trio, o j buferinj tirpalg reko-
menduojama jpilti 0,15 M NaCl tirpalo,
nes tada sumazéja nespecifiné baltymy
sorbcija ant granuliy. Chromatografija gali
bati atliekama tokiomis salygomis, kai na-
tUralioji baltymy struktGra nepakinta, ir to-
kiomis, kai baltymai denatdruoja (Slapalo,
guanidino chlorido, SDS tirpaluose), kad
baltymy struktlros skirtumai turéty ma-
Ziau jtakos rezultatams.

LogM,

9 pav. Pasiskirstymo koeficiento (K )

av

priklausomybé nuo baltymy molekulinés masés
(M).

r
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24.7. Afininé chromatografija

Afininé  (giminingumo) chromatografi-
ja — metodas, kuriuo gryninami baltymai
remiantis jy biologine funkcija ar chemine
struktQra. Baltymy misinys frakcionuoja-
mas dél baltymy molekuliy ir cheminiais
rydiais prie matricos prijungty ligandy
grjiztamosios sgveikos. Ligandai gali bati
gamtiniai (pvz., aminoragstys, kofaktoriai)
ar sintetiniai junginiai (pvz, sintetiniai da-
Zikliai, 10 pav.).

T
T

NH

HO,S. i
HO3S

Hz

10 pav. Sintetinis Cibacron Blue daZiklis,
naudojamas afininéje chromatografijoje.

Saveika tarp ligando ir biomolekulés
gali buti elektrostatiné, hidrofobiné ar nu-
lemta vandeniliniy rysiy. Biomolekulés nuo
afininio sorbento pasalinamos pridéjus
laisvo ligando ar jo analogo arba pakeitus
buferinio tirpalo jonine jégg ar pH. Sis frak-
cionavimo bddas yra labai atrankus, gau-
nami takstancius karty grynesni baltymai,
0 jy iSeiga dazniausiai bldna labai dideleé.
Svarbu tai, kad gryninamos biomolekulés
koncentruojasi. Sis metodas idealiai tinka
tada, kai matrica yra modifikuota ligandu,
kurj gali specifiSkai atpazinti tik grynina-
mas baltymas, o visos kitos biomolekules
su juo nesgveikauja.

Afininiy sorbenty naudojimas jvai-
rioms biomolekuléms gryninti. Afi-
niniai sorbentai daznai naudojami jvai-
rioms biomolekuléms gryninti. 8 lenteléje
pateikta informacija apie kai kuriy afininiy
sorbenty panaudojima.

Afininiy sorbenty sudétinés dalys.
Afininj sorbentg sudaro matrica, jvairaus
ilgio ir strukttros funkcinés grupés ir li-
gando molekulés. DaZniausiai ligando ir
biomolekulés suris$imo vieta yra biomole-
kulés viduje, todél dél erdviniy trukdziy jie
gali blogai susiristi. Todél tarp matricos ir
ligando daznai jterpiamos jvairaus ilgio ir
struktQros funkcinés grupés — ligandas nu-
tolsta nuo matricos ir taip sustipréja bio-
molekuliy sgveika su ligandu. Funkcines
grupes reikia jterpti, kai ligandas mazesnis
negu 1000-5000 Da (fermenty substratai
ar jy analogai, fermenty inhibitoriai, kofak-
toriai ir kt.), o kai ligando molekuliné mase
didesné nei 5000 Da (virusai, baltymai, nu-
kleordgsciy fragmentai ir kt.), nereikia tarp
matricos ir ligando jterpti jokiy papildomy
grupiy. Siuo metu gaminamos afininei



8 lentelé. Afininiy sorbenty naudojimas
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Gryninamos Prie matricos prisiatas Sorbenty pavyzdziai
biomolekulés ligandas (GE Healthcare)
imunoglobulinai Staphylococcus aureus Protein A, Protein G, HiTrap IgM,

rekombinantiniai baltymai,
modifikuoti papildomomis
sekomis (inkarais)

serino ir kitos proteazés

DNR surisantys baltymai

biotinu Zyméti baltymai ar
kitos biomolekulés

fibronektinas

albuminas
nuo NAD* priklausomos

dehidrogenazés ir nuo ATP
priklausomos kinazés

nuo NADP* priklausomos
dehidrogenazés

glikoproteinai ir polisacha-
ridai

DNR ar RNR molekulés

su tioliais reaguojancios
molekulés

ir Streptococcus lgsteliy
baltymai, atpazjstantys
imunoglobulinus

glutationas, metalo chela-
tai, imunoglobulinai ir kiti

p-aminobenzamidinas,
argininas

heparinas

streptavidinas

zelatina

sintetinis daziklis (pvz,
Cibacron Blue)

5-AMP cibakronas

2',5"-ADP, sintetinis policik-
linis daziklis Porcion Red
lektinai

oligonukleotidai

tioliai

lgY Sepharose

GSTrap FF, Glutathione Sepharose
4 FF, HiTrap Chelating HP, HiTrap
Albumine IgG

Benzamidine Sepharose 4FF,
Arginine sepharose 4B

HiTrap Heparin, Heparin
Sepharose 6B

HiTrap Streptavidin HP,
Streptavidin Sepharose HP

Gelatin Sepharose 4B

Cibacron Blue F3G-A, HiTrap Blue
HP

5’-AMP Sepharose, HiTrap Blue
HP, Blue Sepharose 6 FF

25" -ADP Sepharose 4B, Red
Sepharose 4B

Con A Sepharose 4B, Lentil Lectin
Sepharose 4B

paprastai sintetinama konkreciai
sekai

Thiopropyl Sepharose 68
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chromatografijai paruostos matricos, ku-
rios aktyvintos jvairiomis funkcinémis gru-
pémis (amino-, hidroksi- ar karboksigru-
pémis), kad bty galima prijungti norima
liganda. Tai galimybé paciam susisintetinti
norimo giminingumo sorbenta.

Pavyzdzio paruosimas afininei chro-
matografijai. Prie5 naudojant $§j metoda
rekomenduojama nors i5 dalies isgryninti
tiriamajj pavyzdj, nes tada neuzsikims ko-
lonélés ir nereikés jy veikti agresyviomis
priemonémis, kurios sutrumpina afininiy
sorbenty naudojimo laika. Kartais pavyz-
dZio nebdtina ypatingai ruosti, uztenka tik
dializuotiir nuskaidrinti. Batina taip parinkti
buferinj tirpala, jo pH, jonine jégg ir priedus
(pvz, detergentus), kad tiriamosios biomo-
lekulés gerai jame tirpty ir islaikyty natara-
lig struktdra. Pries darbg reikia patikrinti, ar
numatytomis biomolekuliy isplovimo sa-
lygomis (pH, didelé drusky koncentracija,
organiniai tirpikliai, proteazes) jos nedena-
tdruos ir nepakis. Jei reikia, pries naudojant
afininés chromatografijos metoda tiriamajj
pavyzdj galima i$ dalies isgryninti kitais
chromatografijos metodais.

Sorbuoty biomolekuliy iSplovimas
i$ kolonélés su afininiu sorbentu. Sor-
buotos biomolekulés desorbuojamos ke-
liais badais.

Pirmasis budas. Kei¢iama buferinio
tirpalo sudétis taip, kad sorbuotam bal-
tymui ar kitai biomolekulei atsikabinant
nuo ligando neblty paZeista nei jos, nei
ligando struktdra. Vienas Svelniausiy de-
sorbcijos budy, nepazeidziantis ligando
ir biomolekulés struktdros, yra tirpalo jo-
ninés jégos keitimas, pvz, eliuuojant 1 M
NaCl gradientu ar Suoliais keiciant druskos
koncentracija.

Antrasis budas. Biomolekuléms is-
plauti naudojamas ekstremalaus pH arba
didelés koncentracijos chaotropiniy drus-
ky tirpalas, taciau tai gali grjztamai arba
negrjztamai pazeisti ligando ir biomo-
lekulés struktlra. Biomolekules galima
isplauti keiciant buferinio tirpalo pH, kai
kintanti ligando arba baltymo kravj tu-
rin¢iy grupiy jonizacija silpnina ligando ir
biomolekulés saveikg ir biomolekulés de-
sorbuojamos. Tai dazniausiai naudojamas
isplovimo bddas. Kad neblty pazeista
biomolekulés struktra, surinkty frakcijy
pH nedelsiant neutralizuojamas, dazniau-
siai 1 M Tris buferiniu tirpalu (pH 9). De-
sorbcijai gali bati naudojami organiniai
tirpikliai (paprastai 10 % dioksanas arba
50 % etilenglikolis), mazinantys eliuento
dielektrine skvarbg ir silpninantys ligan-
do ir biomolekulés saveika. Chaotropiniai
junginiai (guanidino chloridas, Slapalas)
keicia tirpalo struktCra ir desorbuoja bio-
molekules.

Treciasis budas. Biomolekules desor-
buojamos j buferinj tirpalg pridéjus speci-
fiskai su ligandu arba biomolekule besijun-
gianciy medziagy, kurios konkuruodamos
dél surisimo vietos suardo ligando ir bio-
molekulés sgveika. Konkurencinis isplovi-
mas — daznai naudojamas nei sorbento,
nei tiriamosios biomolekulés struktdros
nekeiciantis iSplovimo i$ kolonélés su afi-
niniu sorbentu bddas. Selektyvus eliuentas
desorbuoja biomolekule konkuruodamas
dél surisimo vietos su ligandu arba biomo-
lekule. Kaip eliuentai gali bati naudojami
fermenty substratai, kofaktoriai, metalo
jonai, inhibitoriai ir kiti junginiai. Kai kada
dél didelés ligandy kainos sis biomoleku-
liy isplovimo i§ kolonélés budas gali bati
nepatrauklus.



Toliau aptarta, kada dazniausiai naudo-
jama afininé chromatografija.

Imunoglobuliny gryninimas. Afininis
antikiny gryninimas gali bati pagrjstas
stipria ir specifiSka antikino ir antigeno sa-
veika. Kaip ligandas daZniausiai naudoja-
mas antigenas. Jei ligandas yra antikdnas,
galima atrankiai i$ baltymy misinio iSskirti
norimg antigena.

Labai populiaru  imunoglobuliny
gryninimui naudoti baltymus, iSskirtus
i$ Staphylococcus aureus (baltymas A),
Streptococcus (baltymas G) ar panasiy
mikroorganizmy. Sie baltymai yra labai
giminingi polikloniniy ir monokloniniy
imunoglobuliny Fc sri¢iai. Priklausomai
nuo baltymo 3altinio, jie gali atpazinti
skirtingy klasiy (A, G, M ir kity) imuno-
globulinus, todeél tokius baltymus nau-
dojant kaip ligandus galima greitai ir
efektyviai isgryninti jvairiy klasiy antikd-
nus. Pries afinine chromatografijg reko-
menduojama dalinai gryninti tiriamaja
medziagg (pasalinti lipoproteidus, nu-
sodinti imunoglobulinus amonio sulfa-
tu ir iStirpinti juos sorbcijos buferiniame
tirpale). Frakcionuojant tiriamajj pavyzd]
specifiskai sorbuojami imunoglobulinai,
o kiti baltymai pasisalina neprikibe prie
sorbento. Imunoglobulinai iSplaunami
tolygiai maZinant buferinio tirpalo pH
ar per kolonéle leidziant ragsty buferi-
nj tirpala (pH 3,5-5,0). Surinkty frakcijy
pH nedelsiant neutralizuojamas 1 M Tris
buferiniu tirpalu (pH 9,0), t. y. paprastai j
megintuvelius, kur surenkamos frakcijos,
i$ anksto pilamas tam tikras 1 M Tris bu-
ferinio tirpalo kiekis, kad bty issaugota
imunoglobuliny natyvi struktdra.
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Rekombinantiniy baltymy grynini-
mas. Vis dazniau rekombinantiniy balty-
my gryninimui afininés chromatografijos
metodu naudojamos zinomo dydzio ir
struktdros polipeptidinés sekos — inkarai
(,tag”). Jie jterpiami | gryninamy baltymy
struktQrg geny inzZinerijos metodais ir spe-
cifiskai risasi prie tam tikry afininiy sorben-
ty ligandy (11 pav.). Jterpus inkarus j bal-
tymo struktdrg galima greitai ir efektyviai
atskirti modifikuotus baltymus nuo kity
lastelés baltymy ir juos sukoncentruoti.
Inkarai, sorbenty ligandai ir iplovimo sa-
lygos pateiktos 9 lenteléje.

ISgryninty rekombinantiniy baltymy in-
karai nukerpami tam tikromis proteazémis.
Proteazés i$ baltymo ir proteaziy misinio
pasalinamos naudojant afininius sorben-
tus, skirtus proteazéms suristi.

Serino proteaziy pasalinimas arba
gryninimas. Ardant lgsteles paprastai j
belgstelinj ekstraktg patenka proteazeés,
kurios lemia nespecifine baltymy hidroli-
ze. Jas batina pasalinti arba slopinti jy vei-
kima jau per pirmasias baltymy gryninimo
stadijas. Proteazes galima pasalinti naudo-
jant afininius sorbentus (12 pav.), skirtus
proteazéms suristi. Sintetinis inhibitorius
para-aminobenzamidinas, imobilizuotas
ant sefarozés matricos, naudojamas kaip
specifinis sorbentas tripsinui, tripsino tipo
serino proteazéms ir zimogenams (neak-
tyvioms proteoliziniy fermenty formoms)
suristi. Jis daznai naudojamas proteaziy
sorbcijai i$ kultGros skyscio, belgstelinio
ekstrakto ar serumo. Nukirpus rekombi-
nantiniy baltymy inkarus proteazés pasa-
linamos naudojant afininius sorbentus su
imobilizuotu p-aminobenzamidinu. Pro-
teazés iSplaunamos 0,5 M glicino tirpalu
(pH 3,0).
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11 pav. Principiné baltymy su inkarais karimo ir gryninimo schema. | — rekombinantiniy hibridiniy
baltymy kdrimas. Prie tikslinj baltyma koduojancio geno (E), klonuoto plazmidiniame vektoriuje (H),
geny inZinerijos metodais geno pradzioje arba gale jterpiama inkarg (F) koduojanti seka. Lastelés
gamina hibridinj baltyma (G). Il - baltymy misinio frakcionavimas: 1 — baltymy misinys (C ir G)
leidZiamas per kolonéle, uzpildytg tam tikru sorbentu (matrica (A), modifikuota ligandu (B), 2 -
gryninamas baltymas (G) per inkara (D) sgveikauja (risasi) su sorbento pavirsiuje esanciomis ligando
molekulémis, 3 — nesuristi baltymai isplaunami buferiniu tirpalu, 4 — gryninamas baltymas (G)
atkabinamas nuo sorbento pakeitus sglygas (buferinio tirpalo pH, jonine jéga, pridéjus laisvo ligando
ir kitaip).
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9 lentelé. Papildomy aminorlgsciy seky (inkary) ir baltymy domeny panaudojimas afininéje

chromatografijoje
Papildo-
Papildoma (;"‘:; sekos
seka Sorbentas | Desorbcijos budas yais, ami- | karo seka Pastabos
. norugstys
(inkaras) (ar), masé
(kDa)
2+
His Ni -NTA, imidazolas ar ma- 5-15 ar HHHHHH natdraliosios
kobaltas Zas pH, desorbuo- (natyvios) struktaros
jama buferiniu arba denatdruotas;
tirpalu su 0,5 M pigus sorbentas
imidazolu
FLAG anti-FLAG ~ maZas pH ar 8ar DYKDDDDK didelio
antikdnai EDTA/EGTA! specifiskumo;
grieztos eliuavimo
salygos
Strep I modifikuo-  destiobiotinas 8ar WSHPQFEK  brangus sorbentas
tas strepta-
vidinas
S-peptidas S-baltymas  rtgstinis pH, 15 ar KETAAAK-  galima detekcija,
fermentinis pasa- FERHMDS  brangus sorbentas
linimas
maltoze amilozé maltozé 40 kDa didina gryninamo
risantis baltymo tirpuma,
domenas lemia jo sekrecija
(MBP) i$ lastelés, pigus
sorbentas
Glutation- glutationas rekombinantinis 26 kDa nebrangus
S-transferazé baltymas, isplau- sorbentas
(GST) namas didinant
glutationo kon-
centracijg
celiulioze celiuliozé  Gd-HC 4-20 kDa gerina gryninamo
risantys baltymo sekrecija i3
domenai lgstelés
kalmoduling  kalmodu-  EDTA/EGTA 4 kDa galima detekcija,
risantis linas brangus sorbentas
peptidas
2+
His-patch Ni -NTA, imidazolas 11,7 kDa didina tirpouma
tioredoksinas  Talon

' Etilenglikoltetraacto rdgstis.
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Serino proteazes ir zimogenus, speci-  sorbuojami didinant NaCl koncentracija
fiskai atpazjstancius argining, galima su- iki 1 M arba guanidino chlorido ar Slapalo
rinkti i$ tiriamyjy baltymy tirpaly afininiu  koncentracijg iki 0,7 M arba isplaunant ar-
sorbentu su imobilizuotu argininu. Jie de-  gininu (konkurencinis isplovimas).

0= CHy—CH—CH— 0— ()0

OH CH,
|
%HOH
’
ll\lH
(H— (00 NH
| 4

NH,

OH OH H 0

/OJVOJVNW\)LN@_TENHZ

12 pav. Arginino sorbentas (a), p-aminobenzamidino sorbentas (b).
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3. Vektoriai. Geno klonavimas E. coli

[gstelése

Siuolaikiniai biologijos, medicinos, zemés
Ukio ir biotechnologijos tyrimai daznai
susije su geny inZinerija. Naudojant mole-
kulinés biologijos metodus kuriami reikia-
my savybiy organizmai. Geny inZinerijos
in vivo ir in vitro metodais sprendziamos
uzduotys, kaip j recipiento genoma jterpti
svetimus genus arba naujus reguliacinius
elementus. Dazniausiai geny klonavimas
padeda spresti fundamentines problemas,
susijusias su geny struktlra arba jy ekspre-
sijos (raiskos) reguliavimu. Kitas svarbus
uzdavinys — naujomis savybémis pasizy-
mincius organizmus pritaikyti biotechno-
logijoje, pvz., svarbiy Zmogaus baltymy ir
hormony, vaistiniy preparaty ar maistui
naudojamy priedy gamyboje.

Dazniausiai geny inzinerijoje naudoja-
mas organizmas yra Escherichia coli (zar-
nyno lazdelés) bakterijos. Sukurta nemazai
sios bakterijos kamieny ir joms skirty vek-
toriy, kurie leidZia klonuoti DNR fragmen-
tus ir efektyviai valdyti norimy geny raiska.
Vektorius — tai mazos DNR molekulés, ku-
rias galima jterpti | Iastele, kur jos replikuo-
jasi. Vektorius, naudojamas DNR fragmen-
tams padauginti, vadinamas klonavimo
vektoriumi, o tam tikro geno raiskai — eks-
presijos vektoriumi. DaZniausiai naudoja-
mi vektoriai: plazmidés, fagai, kosmidés,
mieliy dirbtinés chromosomos.

DazZnai klonuojant negiminingy orga-
nizmy genus dél transkripcijos ir trans-
liacijos sistemy skirtumy svetimy geny
raiSka bina neefektyvi. Kad taip nenutik-

ty, tenka keisti aminordgsciy kodonus |
jprastesnius E. coli lgsteléms, taip pat kei-
¢iama svetimos DNR koncentracija, pro-
motoriai ir kt. Taciau kartais kei¢iamas ir
pats Seimininkas.

Kiti labai daZnai geny inzZinerijoje
naudojami organizmai yra mielés ir mik-
romicetai. DaZniausiai — Saccharomyces
cerevisiae, Pichia pastoris, Aspergillus spp.
Siuose organizmuose, kaip ir visose euka-
riotuose, vysta diferenciacija, mitozé, me-
joze, todél jie tinka $iy biologiniy funkcijy
tyrimui. Be to, mielés negamina toksiny,
auga ant pigiy substraty, glikozilina su-
sintetintus baltymus — to negali daryti
prokariotai. Yra sukurta mikromicety, ku-
rie yra fermenty, mazamolekuliy medZia-
gy ir patogeny producentai mikrobio-
logijos pramonéje, klonavimo sistemu.
Mikromicetai sintetina daug jvairiy bal-
tymy ir glikozilina juos taip, kaip ir auks-
tesnieji eukariotai. Klonavimui grybuose
naudojamos plazmidés, mieliy dirbtinés
chromosomos.

Augalai gali regeneruoti i$ vienos di-
ferencijuotos lastelés ar net protoplasto.
Be to, augaly lasteles galima nesunkiai
transformuoti Ti plazmide, tam panaudo-
jant $ig plazmide turincias Agrobacterium
tumefaciens bakterijas. Ti plazmidés pag-
rindu sukurtus vektorius galima jterpti |
chromosoma, vadinasi, jterpti | augaly
lgsteles svetimus genus ir po to i$ vienos
lastelés iSauginti augala. Organizmai, kuriy
visose lastelése yra svetimy geny, vadina-
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mi transgeniniais. Jie geny inzinerijos me-
todais jiems suteiktas savybes perduoda
savo palikuonims.

Klonuojant gyviny genus bakterijose
buvo daug suZinota apie jy struktarg, ta-
¢iau jy funkcijas ir reguliacijg galima tirti
tik gyvany lastelése. Todel buvo sukurti
gyvany lasteléms pritaikyti geny ekspre-
sijos vektoriai, transformacijos ir atskiry
geny jterpimo j daugialas¢iy organizmy
chromosomas metodai. Gyviny lasteliy
geny inzinerijos pagrindinis tikslas yra
Zmogaus geny tyrimai ir gautos informa-
cijos taikymas medicinoje.

3.1. Plazmidés

Tai daZniausiai uz chromosomga mazes-
nes ziedinés, dvigrandés DNR moleku-
lés, esancios bakterijose arba kai kuriose
eukarioty lgstelése, galincios replikuotis
nepriklausomai nuo chromosomuy. Plaz-
midziy dydis jvairus — nuo keliy iki keliy
simty kilobaziy (kb) pory. Plazmidiniai
vektoriai gaminami i5 naturaliy plazmi-
dziy pasalinus nereikalingus ir jterpus
reikiamus segmentus. Siuo metu galima
nusipirkti jvairiy plazmidiniy vektoriy,
skirty klonuoti DNR ir baltymy sintezei.
DNR fragmenty klonavimui reikalingos
tokios pacios restriktazés, kuriomis bus
karpomos vektoriaus ir klonuojamo pa-
vyzdzio DNR. Todél vektoriai paprastai
turi sekq — polilinkerj, kurig atpaZjsta keli
restrikcijos fermentai, kad vektorius gale-
ty bati naudojamas jvairiems DNR pavyz-
dziams klonuoti. Paprastai klonavimo sri-
tyje yra promotorius (P, ) ir terminacijos
signalas (T), kurie jgalina sintetinti jterpto
geno produkta. Promotorius plazmidéje

turi bati pries naujy jterpty geny pradzia,
nes tik tada bus sintetinami norimi balty-
mai (13 pav.). Plazmidinis vektorius taip
pat turi turéti atsparumo antibiotikams
gena, kad buty galima atrinkti klonuotus
organizmus. | Seimininko lgstele patekes
vektorius gali joje daugintis. Daznai lgs-
teliy transformacijos svetima DNR (trans-
formuotomis vadinamos tokios lasteleés,
j kurias pateko svetima DNR molekulé)
efektyvumas yra labai mazas, todél reikia
padaryti taip, kad iSgyventy tik lgstelés
su plazmidémis. Tam plazmidése yra at-
rankos genai, pvz., koduojantys atsparu-
ma kuriam nors antibiotikui. PavyzdZiui,
transformuotose E. coli Iastelése gali bati
atsparumo ampicilinui genas (AP, kuris
koduoja fermentg B-laktamaze, inaktyvi-
nantj ampiciling. Tada plazmidziy netu-
rin¢ios lastelés nuzudomos antibiotikais.
Replikacijos pradzia (ORIl) yra specifiné
50-100 baziy pory (bp) DNR seka, kuri
batina plazmidziy replikacijai (dalijimuisi).
Seimininko fermentai jungiasi prie ORI ir
taip suzadinama plazmidziy replikacija,
kuri paprastai nepriklauso nuo nukleotidy
sekos. Taigi, bet kokia DNR seka, jterpta j
tokig plazmide, replikuojasi kartu su visa
plazmidine DNR. Si savybeé yra molekuli-
nio DNR klonavimo pagrindas.

Kai kurie klonavimo vektoriai turi lacZ
geno (B-galaktozidazés) fragmenta, lei-
dZiantj atrinkti plazmides, j kurias jterptas
DNR fragmentas, t.y. | 5] geng jterpus pa-
pildoma DNR seka, lgstelés nebeskaido |
terpe pridéto dirbtinio laktozés analogo
X-GAL, kurio produktas yra mélynas. Kai
lgstelés skaido X-GAL, t.y. plazmidés ne-
turi intarpo, lasteliy kolonijos blna mé-
lynos, o kai $is genas sugadintas, t. y. yra
jterptas papildomas DNR fragmentas, ko-
lonijos blna baltos.
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EcoRI(397)

Aval (413)
Xmal (413)

BamHI (418)

Pstl (440)
Hindlll (448)

ORI

13 pav. Plazmidinio vektoriaus schema. ORI - seka, reikalinga plazmidZiy dalijimuisi. Ap" -
atsparuma antibiotikui lemiantis genas, kuris terpéje su atitinkamais antibiotikais padeda isgyventi
tik toms bakterijoms, kurios turi plazmides. MCS — polilinkeris, trumpa seka su keliomis klonavimui
patogiomis restriktaziy sritimis (EcoRI, Hindlll, BamHI ir kt.), j kurig jterpiamas DNR fragmentas.

3.2. Bakteriofagy vektoriai

Lambda bakteriofagas (\). Tai virusai,
uzkreciantys (infekuojantys) bakterijas. Jy
nulemta lasteliy transformacija 1000 karty
efektyvesné, palyginti su plazmidiniais vek-
toriais. Pasalinus nereikalingag A DNR seg-
mentg, jterpiama klonuojama DNR. Tuo-
met in vitro suformuojamas virionas, tu-
rintis rekombinantine DNR. A genomas yra
49 kb ir jame gali tilpti iki 25 kb svetimos
DNR. Bakteriofago galai - tai viengrande

12 nukleotidy seka, vadinama COS sriti-
mi. Sios sritys yra komplementarios viena
kitai, todél vienas bakteriofago DNR galas
gali susijungti su kito bakteriofago DNR
galu ir sudaryti dimerus ar multimerus.
Galai gali susijungti ir suformuoti Ziedine
DNR. Viriono surinkimo metu du baltymai
Nul ir A atpazjsta COS sritj ir nukreipia
tarp jy esancig bakteriofago DNR | tuscig
fago galva. UzZpildyta galva pritvirtinama
prie uodegos ir suformuojamas virionas.
Sis procesas paprastai vyksta Seimininko
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lgsteléje, taciau ruoSiant rekombinanti-
nius bakteriofago virionus naudojama in
vitro surinkimo sistema. Nul ir A baltymai
koduojami bakteriofago genome, jei Sie
genai mutuoti, DNR negali buti supakuo-
ta j galvas. Uodegos pritvirtinamos tik prie
uzpildyty galvy, todél lastelése kaupiasi
tusc¢ios galvos ir uodegos, kurios veéliau
gali bati iSskirtos. Kai Sie komponentai su-
simaidys su rekombinantine bakteriofago
DNR ir NuT ir A baltymais, bus surinktas
visas bakteriofago virionas, turintis rekom-
binantine DNR.

3.3. Hibridiniai vektoriai

Fagmidés ir kosmidés. Fagmidés — tai
plazmidiniai vektoriai, turintys bakteriofa-
go ORI seka. Tokie vektoriai gali bGti nau-
dojami klonavimui kaip ir paprastos plaz-
midés, arba naudojant bakteriofagus gali
bdti sintetinama viengrandé DNR, kuri
supakuojama | bakteriofago daleles. Kos-
midés — tai plazmidiniai vektoriai, turintys
bakteriofago COS sritis, kurios leidZia no-
rimg DNR jterpti j bakteriofago galva. Siy
vektoriy pranasumas — galimybé jterpti
ilgas DNR grandines ir efektyvi Igsteliy
transformacija.

34. Dirbtinés bakterijy
chromosomos

Sie vektoriai skirti dideliems DNR fragmen-
tams klonuoti. Tokius fragmentus sudeé-
tinga klonuoti, nes chromosominé DNR
jautri mechaniniam poveikiui ir skiriama
gali sutrakinéti. Dirbtinés bakterijy chro-

mosomos (BAC) suteikia DNR stabilumo,
jmanoma klonuoti 100-1500 kb dydzio
fragmentus.

3.5. Eukarioty vektoriai

Dirbtinés mieliy chromosomos (YAC).
Tai specialios linijinés dirbtinés chromoso-
mos vektoriai, atitinkantys normalias mie-
liy chromosomas. Galuose turi telomerus,
kurie stabilizuoja chromosomy galus, cen-
tromerg, kuri uztikrina chromosomos pa-
siskirstyma dviejose dukterinése Igstelése,
ir vektoriy, turin¢iy lasteliy atrankai skirtus
genus. YAC vektoriai gali pernesti $imtus
tdkstanciy baziy pory svetimos DNR. Dirb-
tinés mieliy chromosomos skirtos:

e klonuoti genus, kurie dauginasi euka-
rioty lastelése kaip eukarioty chromo-
SOMOS;

e klonuoti labai
(100 kb = 10 Mb).

didelius  fragmentus

Galutinis klonavimo produktas yra chi-
meriné linijiné DNR molekulé su telome-
romis galuose — dirbtinés chromosomos.
YAC daznai turi bakterine ORI sekg ir selek-
cinius markerius (vektorius, turin¢ius laste-
liy atrankai skirtus genus), todél jas galima
dauginti ir bakterijose, ir mielése.

Retrovirusy vektoriai. Tai RNR viru-
sai, skirti ] zmogaus ir gyvuny genoma
jterpti naujus ar pakeistus genus. Viruso
atvirkstiné transkriptaze viruso RNR ver-
¢ia ] DNR ir pastaroji jterpiama j Seiminin-
ko genoma. Retrovirusy vektoriai daznai
naudojami onkogeny ir kity zmogaus
geny tyrimams.



Kiti naudojami virusy vektoriai: SV40,
vaccinia virusas, adenovirusai, bakuloviru-
sai (vabzdziy lasteléms).

3.6. Ekspresijos vektoriai

Ekspresijos (raiskos) vektoriai skirti klonuo-
tam DNR fragmentui jterpti j eukarioty ar
bakterijy lasteles. Vektoriai turi atsparumo
antibiotikui genga, sekoskaitos pradmeny
jungimosi vietas bei Iastelés Seimininko
atpazjstama promotoriy ir kitas reguliaci-
nes sekas, kurios lemia efektyvig baltymy
sinteze (10 lentelé).

10 lentelé. Ekspresijos sistemy charakteristikos
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Ekspresijos vektoriai gali turéti papil-
domas sekas, prie kuriy jungiamas klo-
nuojamas genas ir kurios palengvina re-
kombinantinio baltymo ekspresijg arba
gryninima.

3.7. Reporteriniy geny vektoriai

Kai reikia tirti geno raiskg lasteléje, naudo-
jami genai, koduojantys reporterinius bal-
tymus, kuriy aktyvumas gali bati lengvai
iSmatuotas lgstelése (pvz, galaktozidazeés,
zaliai fluorescuojancio baltymo (GFP). Sie
genai sujungiami su tiriamojo geno re-

baltymo tretiné kartais reikalingas

kartais reikalingas

Charakteristika E. coli Mielés Vabzd;lq Zmduo}m
lastelés lastelés
padvigubéjimo didelis didelis mazas mazas
daznis (30 min.) (90 min.) (18-24 val.) (24 val)
kultivavimo maza maza didelé didelé
terpés kaina
raiska auksta zema-auksta zema-auksta zema-vidutiné

teisingas susivy- teisingas susi-

struktUra Jpervyniojimas” ,pervyniojimas” niojimas vyniojimas
N-glikozilinimas néra daug manoziy paprastas sudétingas
O-glikozilinimas néra yra yra yra
fosforilinimas néra yra yra yra
acetilinimas néra yra yra yra
acilinimas néra yra yra yra
y-karboksilinimas  néra néra néra yra

bendra kaina maza maza vidutiné didelé
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guliacinémis sekomis. Jei tam tikromis
salygomis pasireiskia tiriamasis genas, tai
sintetinamas ir reporterinis baltymas. Kei-
¢iant jterpty reguliaciniy seky nukleotidus
ar lastelés genotipg ir stebint reporterinio
baltymo sintezés pokycius, galima tirti tam
tikro geno raiskos ypatumus.

3.8. Kursuojantys vektoriai

Kursuojantys (angl. shuttle) vektoriai gali
replikuotis dviejuose skirtinguose orga-
nizmuose, pvz., bakterijose ir mielése arba
Zinduoliy lastelése ir bakterijose, nes turi
kelias tinkamas replikacijos ORI sritis. Lei-
dZia klonuoti genus bakterijose, juos pa-
keisti ar mutuoti ir jterpus j mieliy ar gyva-
ny lasteles patikrinti jy funkcijas.

3.9. E coli transformacija

Transformacija — tai svetimos DNR pateki-
mo ir raiskos sukelti I3steliy genetiniai po-
kyciai. Paprastai £. coli I3steles negali pasi-
imti plazmidziy ar kitos DNR i$ terpés. Tam,
kad plazmidé patekty j lastele, jos sienele
reikia paveikti tam tikromis medziagomis,
pvz., paveikus lasteles kai kuriy dvivalen-
¢iy katijony didele koncentracija, nedidelé
dalis Iasteliy tampa imliosiomis, t. y. tam-
pa pralaidzios svetimai DNR. Dazniausiai
E. coli lastelés veikiamos CaCl, ir sumaiso-
mos su plazmidiniu vektoriumi. Paprastai
tik viena i$ desimties tdkstanciy lasteliy
tampa imlioji ir j j3 patenka svetima DNR.
| kiekvieng tokig lastele patenka po vieng
plazmide, kuri turi atsparumo antibio-
tikams gena. I3gyvena | Petri leksteles ant

mitybineés terpés su antibiotiku pasétos tik
tos Igstelés, kurios turi plazmidinius vekto-
rius su atsparumo tam antibiotikui genais.
Kad j lastele patekty plazmidé, daznai nau-
dojamas ir kitas metodas — elektroporacija.
Lastelés veikiamos trumpu elektros im-
pulsu, dél kurio lasteliy sienelése susidaro
poros, pro kurias gali patekti svetima DNR.
Yra sukurta labai daug jvairiy imliyjy laste-
liy paruosimo metody. Siuo metu galima
nusipirkti ir vienu, ir kitu metodu paruosty
E. coli lasteliy (pvz, i$ Stratagene, Sigma-
Aldrich, Invitrogen).

3.10. Geno klonavimas E. coli
lastelése

Prie$ klonuojant genus visy pirma reikia
Zinoti, kuriam tikslui tai daroma. Jei darbo
tikslas — kokio nors baltymo sintezé, reikia
naudoti ekspresijos vektorius. Jei norima
analizuoti genus, jy struktdra ar tarpgene-
tine DNR sritj, uztenka paprasty klonavimo
vektoriy (daznai jie yra sukurti patogiai
atrankai vykdyti). Taigi pirmiausia reikia
pasirinkti tinkamg vektoriy. Toliau reikia
paruosti plazmidinj vektoriy ir norima klo-
nuoti DNR: sukarpyti tinkama restriktaze,
jei reikia — defosforilinti ir iSgryninti. Taip
pat reikia paruosti ir klonuojama gena: jei
reikia, padauginti polimerazés grandini-
nés reakcijos (PGR) metodu, sukarpyti ir
isgryninti. | vektoriy jterpiamas intarpas,
tada vektorius perkeliamas j E. coli Igsteles,
atrenkami tinkami klonai, jie patikrinami
nustacius seka. Jei darbo tikslas - tiesiog
genas, kitas Zingsnis yra E. coli kamieny
transformacija, jei baltymas - tinkama
geno raiska, jos optimizavimas bei balty-
my analizé (14 pav.).
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S —— Ty
////
00
Ty
Vektoriaus DNR, Chromosomos
sukarpyta restriktaze DNR fragmentas

Su fragmentu
sujungtas vektorius

O
Co

Lastelé su rekombinantine DNR

14 pav. Klonavimo E. coli lastelése schema.
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DNR karpymas. Paprastai DNR karpo-
ma laikantis gamintojo pateikty rekomen-
dacijy, optimalioje temperatUroje (daz-
niausiai 37 °C), tam tikrg laikg (10-60 min.).
Fermentai inaktyvinami inkubuojant
65-80 °C temperattroje 10-20 min. arba
gryninant DNR. Tokiomis paciomis restrik-
tazémis karpomas ir DNR fragmentas, ir
plazmidinis vektorius.

Paprastai vektoriuose blna specialios
restrikcijos vietos svetimiems genams
jterpti, pvz., EcoRl ar BamHI. Taciau kartais
reikia apgalvoti, kad klonuojamo geno
atviro skaitymo remelis atitikty vektoriaus
koduojamas ekspresijai batinas sekas (jvai-
ras inkarai His, Strep, GST).

Restrikcijos fermentai (restrikcijos endo-
nukleazeés, restriktazés) atpazjsta ir perkerpa
savitas dvigrandés DNR sekas. Fermentai
padaro du DNR vijy trakius, vieng pries kita,
t.y. nutraukia fosfodiesterinius rysius, bet
nepazeidzia heterocikliniy baziy.

Svarbu Zinoti, kad fermenty veikimo
efektyvumas skiriasi, ypac jei dvi skélimo
vietos yra arti viena kitos. Jei atstumas tarp
dviejy restrikcijos sriciy ilgesnis nei 10 bp,

abiem restriktazémis gali bati karpoma
vienu metu, o jei atstumas trumpesnis ar
vieno restrikcijos fermento efektyvumas
daug mazesnis negu kito, restrikcija turi
bati vykdoma i$ pradziy ne tokia efektyvia,
véliau efektyvesne restriktaze. Kai kurios
restriktazés pasizymi ,zvaigzdiniu” aktyvu-
mu, kai ne tokia aktyvi restriktazé kerpa
nespecifiskai, pavyzdziui, kai yra didelé
glicerolio koncentracija, didelis pH ir maza
joniné jéga. Jei klonavimui naudojama vie-
na restriktazeé, po karpymo defosforilinkite
vektoriy. Po karpymo rekomenduojama
isgryninti vektoriaus DNR.

Ligavimas. Sukarpyta DNR liguojama
laikantis gamintojo pateikty rekomendaci-
ju T4 DNR ligaze. DNR karpymo (restrikci-
jos) ir ligavimo schema pateikta 15 pav.

Ligavimo misiniais transformuojamos
E. coli lgstelés, o véliau atrenkami arba
pazymimi reikiami klonai, i$ kuriy idskiria-
ma plazmidiné DNR analizuojama, jeigu
reikia, nustatoma jos seka. Plazmidems
isskirti naudojamas specialus skyrimo rin-
kinys arba Sarminis plazmidziy skyrimo
metodas.

EcoRl restriktazé kerpa DNR sudarydama, lipnius” galus:
TCTCTGATGTGLAATTCTAGCGG TCTCTGATGTG  AATTCTAGCGG
_—
AGAGACTACACTTAATGATCGCC AGAGACTACACTTAA  GATCGCC

Smal restriktazé kerpa DNR sudarydama ,bukus” galus:
TCTCTGATGTCCCLGGGTAGCGG TCTCTGATGTCCC GGGTAGCGG
—
AGAGACTACAGGGTCCCATCGCC AGAGACTACAGGG CCCATCGCC
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P(BLA) ALPHA

BamHI(418)

AP
Hindlll (448)
P(LAC)

ORI

AP

pUC19
2686 bp

P(LAC)
ORI

Ligazé

/BamHI

PUC19-X

3406 bp

HindIll (1168)

ORI

15 pav. DNR karpymo ir ligavimo schema.
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4. Metagenominiy biblioteky

kdrimas

Gyvybés biocheminiams procesams su-
prasti dazniausiai lengviau tirti paprastas
sistemas (pvz., mikroorganizmus) nei su-
détingas (Zzmogy), juo labiau kad mikroor-
ganizmy ir sudétingy organizmy kai kurios
savybeés nesiskiria, pvz., aminordgsciy sin-
tezé. Be to, mikroorganizmams badingos
unikalios savybes, pvz, jie skaido daugybe
substraty. Todél genetiné ir biologiné mik-
roorganizmy jvairove yra svarbi moksliniy
tyrimy sritis. Tik T % mikroorganizmy ga-
lima isauginti laboratorinémis sglygomis,
taigi aplinkoje lieka netirta 99 % biologinés
jvairovés. Metagenomika — tai molekulinés
biologijos ir genetikos mokslo sritis, tirianti
tiesiai i$ aplinkos meéginiy iSskirtg genetine
medziaga. 13skyrus DNR klonuojami pilni
genai ir jvertinama genetiné jvairove.
Apskaiciuota, kad viename grame aplin-
kos méginio galéty buti nuo tdkstancio iki
desimties tOkstanciy dar neZinomy pro-
karioty rasiy. Mikroorganizmai pasizymi
ypac didele genetine jvairove, todél nekul-
tivuojamos rusys greiciausiai yra didZiausias
naujy cheminiy junginiy Saltinis planetoje.
Kurti metodus Siems mikroorganizmams
kultivuoti baty létas ir sudétingas procesas,
kuriam reikia daugiau Ziniy apie jy fiziologija
negu turi mokslininkai, — reikia rasti tiesesnj
ir greitesnj buda. Pirmasis klonuoti DNR tie-
siogiai is aplinkos meginiy pasidlé N. R. Pei-
sas (Pace), o netrukus tai jgyvendino kartu
su T. M. Smitu (Schmidt) ir E. F. DelLongu
(DeLong). Jie sukaré A fago i$ jaros vandens
meginio bibliotekg ir tikrino jgieskodami 16S

rRNR genuy. Kelig tolesniems tyrimams atve-
ré E. F DelLongo darbo grupés klonavimo
tiesiai i$ jUros vandens méginiy pasiekimai.
Dél ypac¢ didelés mikroorganizmy jvairoves
patraukliausia dirvozemio metagenominé
analizé, taciau ji vystési leciau, nes dirvo-
Zemis yra nevienalyté terpé. Kartu isskirtos
dirvoZzemio sudedamosios dalys gali jungtis
prie DNR ir inhibuoti fermentines reakcijas,
reikalingas klonavimui. llgainiui buvo su-
kurta jvairiy tiesioginiy ir netiesioginiy DNR
iSskyrimo i$ dirvozemio metody. Nors $is
etapas isliko vienas is kebliausiy ir labiausiai
lemianciy metagenominiy biblioteky ko-
kybe, jau daug issiaiskinta apie dirvoZzemio
mikroorganizmy genus.

Metagenomika tiria nukleotidy sekas,
struktlrg, reguliavimg ir funkcijas. Moksli-
ninkai gali tyrinéti maziausig aplinkos sis-
temos komponentg isskirdami DNR i$ Sios
sistemos organizmy ir jterpdamijg j mode-
linius organizmus. Juose 3i DNR pasireiskia
(ekspresuojasi) ir gali bati tiriama standar-
tiniais laboratoriniais metodais. Paprastai
tyrimo procesg sudaro tokie etapai: 1. ge-
netinés medziagos isskyrimas, 2. genetinés
medZiagos paruosimas, 3. bibliotekos kari-
mas ir 4. genetinés medziagos analizé me-
tagenominéje bibliotekoje (16, 17 pav.).

Pirmasis etapas yra DNR iSskyrimas.
Surinktas pavyzdys turi atspindéti tiriamaja
aplinka, nes jvairiy aplinky biologiné jvai-
rové skiriasi. Surinktame pavyzdyje buna
daug jvairiy mikroorganizmy, jy lasteles
galima ardyti cheminiais (pvz, Sarmine de-
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natdracija) ar fiziniais (pvz., ultragarsu) me- Antrasis etapas — surinkta DNR pa-
todais. Kai DNR istrlksta is lasteliy, jg reikia  ruoSiama klonavimui modeliniuose orga-
atskirti nuo likusio pavyzdzio. Tam pasitel-  nizmuose. Genominé DNR yra santykinai
kiamos fizinés ir cheminés DNR savybés.  didelé, todél restrikcijos endonukleazémis
DNR i$ pavyzdZio galima iSskirti keliais me-  sukarpoma j mazesnius fragmentus. Tokie
todais: centrifuguojant, nusodinant, nau-  mazesni DNR fragmentai gali bati sujun-
dojant afininius sorbentus. giami su vektoriais.

——

DNR i8skyrimas is
aplinkos pavyzdzio

Metagenominiai
DNR fragmentai

@ Vektoriai

/

Klonuota metagenominé DNR

E. coli klonai,
ekspresuojantys
metagenomine DNR

16 pav. Metagenominiy biblioteky kdrimas.
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Treciasis etapas — vektorius su meta-
genominiais DNR fragmentais jterpiamas
j modelinj organizma. Tai leidzia padau-
ginti, ekspresuoti ir istirti organizmy, kurie
neauga laboratorinémis salygomis, DNR.
Kaip modeliniai organizmai paprastai
naudojamos E. coli lastelés. Lasteliy trans-
formacijos metodas pasirenkamas atsi-
zvelgiant | pavyzdZio tipg ir pageidauja-
ma reakcijos efektyvuma. Metagenominé
DNR vektoriuje yra tame paciame pavyz-
dyje, taciau vektoriai yra sukurti taip, kad
vienoje lasteléje gali egzistuoti tik vienos
rasies DNR fragmentas. Dazniausiai kaip
vektorius naudojamos plazmidés, kuriose
telpa iki 10 kb dydZio DNR fragmentai. Ta-
¢iau tokiose bibliotekose dideliy operony
irgeny sankaupy aptikti nepavyksta, todél
naudojami ir kiti vektoriai. Bibliotekoms
is didesniy DNR fragmenty kurti naudo-
jamos kosmidés, kuriose telpa 25-35 kb
dydzio DNR intarpai, dirbtinés bakterijy
chromosomos (BAC), kuriose telpa 200 kb
intarpai, ir fosmidés, j kurias galima jterpti
mazdaug 40 kb dydZio DNR fragmentus.
| vieng BAC telpa didelis DNR fragmentas,
todél jmanoma nustatyti visg ieSkomo
produkto biosintezés kelig. Transformuo-
tos lgstelés auginamos atrankioje terpéje,
kad iSgyventy tik vektoriy turincios laste-
lés. Kiekviena uzaugusi lasteliy grupé va-
dinama kolonija. Kolonija sudaro daugybé
klonuoty lgsteliy, isSaugusiy i$ vienos lgs-
telés. Tokios lastelés, turincios visg meta-
genomine DNR, jterpta | vektoriy, vadina-
mos metagenomine biblioteka. Kiekvieng
kolonijg galima issaugoti, o véliau naudoti
tolesniems atskiry fragmenty i$ aplinkos
pavyzdZio tyrimams. Vienas didZiausiy
sunkumy — sukurti tokias metagenomi-
nes bibliotekas, kurios gerai atspindeéty
naudoto aplinkos méginio rasine jvairo-

ve. Viename mililitre jaros vandens yra
apie du simtus rasiy organizmy, tad tokj
metagenomg sudaro 1 Gb nesikartojan-
¢ios DNR. Tam, kad sekos kartotysi ir per-
sidengty, biblioteka turéty bati daugybe
karty didesné uz metagenoma. Kuo ji di-
desné, tuo labiau tinka retoms bendrijos
rasims (< 1 %) aptikti. Metagenominéje
bibliotekoje, kurios dydis 100-1000 karty
didesnis uz metagenomo dydj, visos ra-
Sys gerai pastebimos. Taigi vieno mililitro
jaros vandens rasinei jvairovei atspindéti
reikéty mazdaug 500 Gb dydzio biblio-
tekos. O dirvoZzemio rusiné jvairove yra
mazdaug 20 karty didesné, todel reikéty
net 10 000 Gb dydZio bibliotekos.

Ketvirtasis, paskutinis, etapas - tai
metagenominés DNR analizé (17 pav.).
DNR ekspresija lemia organizmo fizines
ir chemines savybes, todél yra daug gali-
my analizés metody. Fenotipas yra orga-
nizmo fiziniy savybiy visuma, susijusi su
geno raiska. Metagenominés analizés pa-
vyzdys —ieskoti nejprasty spalvy ar formy
organizmy. Kai kada fenotipo pokycius
sunku pastebéti, pvz, kai kuriy fermenty
katalizuojamas chemines reakcijas. Me-
tagenominés DNR nulemtas chemines
savybes galima nustatyti tiriant produk-
tus, susidariusius modeliniame organiz-
me. Taip galima istirti, ar modeliniame
organizme atliekama fermento funkcija,
kurios prie$ tai nebuvo, pvz, ar modeli-
nis organizmas, kai néra jprasty maisto
medziagy, maitinasi nejprastomis maisto
medziagomis.Pofenotipinésanalizéspap-
rastai atliekama genotipiné analizé. Pa-
lyginus DNR baziy seka su Zinomy DNR,
suzinoma, kaip veikia geny produktai
(baltymai).

Metagenominés bibliotekos paprastai
naudojamos zinomy geny naujy formy
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paieskai. 15 metagenominés DNR tyrimy
suzinoma apie DNR struktdrg, organiza-
cija, evoliucijg ir kilme, o visa tai gali buti
panaudota moksliniams tikslams visuome-
nés ir aplinkos labui.

Daugybeé mikroorganizmy skaido atlie-
kas, naudojami naujiems vaistams, aplin-
kos netersiantiems plastikams ar net kai
kurioms maisto sudedamosioms dalims
gaminti. ISskirta i$ $iy organizmy DNR su-
teikia mums galimybe optimizuoti Sias
procedUras ir pritaikyti jas praktiskai. Dél
neveiksmingy standartiniy kultivavimo la-
boratorijos salygomis bady galima biolo-
giniy istekliy gausybé (pavyzdziui, mikro-
organizmai) yra nepanaudota, neZinoma
ir neapibudinta, o metagenomika suteikia
galimybe apibudinti genetine jvairove ne-
paisant laboratoriniy kultivavimo salygy
prieinamumo. Metagenominiy biblioteky
informacija — tai ne tik zinios, $ig informa-
Cija galima taikyti pramonéje, terapijoje ir
saugant aplinka nuo tarsos. Beveik 70 %
antibiotiky, 74 % priesvéZiniy preparaty,
70 % antimigreniniy priemoniy, 66 % nuo
hipertenzijos vartojamy preparaty gau-
ti i$ natdraliy produkty. Taigi i$ aplinkos
isskirti mikroorganizmai yra jvairiy vaisty
saltinis.

Dél stulbinancios nekultivuojamy mik-
roorganizmy jvairovés visose jy gyve-
namose nisose metagenominiai tyrimai
visada baigsis dar nezinomy geny ir bal-
tymy atradimu. Taigi didelé tikimybé at-
rasti naujy nukleotidy seky suteikia me-
tagenominei analizei patrauklumo. Nuo
pat Sio metodo atsiradimo rasta daug
naujy geny, kuriy koduojami produktai
reikalingi farmacijos pramonei arba ki-
tuose gamybos procesuose. Jdomu tai,
kad iki Siol buvo ieskoma tik tam tikrus
fermentus koduojanciy seky, pvz., lipazes

ir esterazes. Jos svarbios, nes dauguma
Siy klasiy fermenty islieka aktyvis orga-
niniuose tirpikliuose, o jy veikimui ne-
reikalingi kofaktoriai. Kita svarbi ieskoma
fermenty klasé — oksidoreduktazés. Jos
dazniausiai naudojamos karboniliniams
junginiams, hidroksiragstims, aminortgs-
tims ir chiraliniams alkoholiams sintetinti.
Kitais bldais $iuos junginius susintetinti
sudeétinga. Ypa¢ domimasi nuo NAD pri-
klausomomis alkoholio reduktazemis, ku-
rios naudojamos serumo lipidy analizei
reikalingoms medziagoms - deuteriu ir
triciu Zymeétiems junginiams ir dihidrok-
siacetonui — pagaminti. Pramonei rei-
kalingi polisacharidus, pavyzdziui, krak-
mola, modifikuojantys fermentai. Tokius
fermentus koduojantys genai sudaro di-
dele metagenominiais tyrimais atrasty
geny dalj. Rasta proteaziy ir nitrilaziy.
Svarbus ir geny, reikalingy vitaminy bio-
sintezei, tyrimai. Greita ir efektyvi naujy fer-
menty paieska metagenominése biblio-
tekose, jy modifikavimas, metaboliniy
keliy kdrimas ir tobulinimas leidzia kurti
naujomis savybéemis pasizymincius orga-
nizmus.

4.1. DNR iSskyrimas is aplinkos
pavyzdziy

Yra aprasyta daug jvairiy DNR iSskyrimo i3
dirvos, dumblo, Zarnyno ir kity 3altiniy me-
tody. Jie gali bati skirstomi | tiesioginius
ir netiesioginius DNR iSskyrimo metodus.
ISskiriant DNR tiesioginiu metodu, tiriamo-
jo pavyzdZio matricoje esancios lastelés
suardomos (tai vadinama lize), veliau DNR
atskiriama nuo matricos ir lasteliy nuolau-
7y. O iSskiriant DNR netiesioginiu metodu,



pries suardant Igsteles jos atskiriamos nuo
kity pavyzdzio komponenty, surenkamos
irisskiriama jy DNR. Netiesioginiu isskyrimo
metodu galima isskirti didesnés molekuli-
nés mases ir grynesne DNR nei tiesioginiu,
taciau iSskirtos DNR kiekis daznai yra daug
mazesnis. Taigi DNR biblioteky karimui
paprastai naudojamas tiesioginis DNR is-
skyrimo metodas, kuriuo gaunamas reikia-
mas DNR kiekis (ug). Kadangi Siuo metodu
gaunamas didesnis DNR kiekis, iSskiriama
ir didesné mikroorganizmy populiacija, o
kartu ir didesné jy jvairové. Taciau kartais
didesnis DNR kiekis neatspindi bakterijy
jvairoves, todel ne visada netiesioginiais
metodais iSskirta DNR blogiau atspindi
mikroorganizmy populiacija.

Kita problema, su kuria susiduriama
kuriant kokybiskas DNR bibliotekas, — eu-
karioty DNR pavyzdyje. Jei kuriama geny
biblioteka E. coli ar kitose prokarioty Ias-
telése, daZniausiai vyksta tik prokario-
ty geny ekspresija. Eukarioty genomas
(3-140 000 Mb) daug didesnis uz prokario-
ty (0,6-9,5 Mb), todél i$ pavyzdZio, kuriame
yra 0,1 % eukarioty lasteliy, gautame DNR
ekstrakte bus 91 % eukarioty nukleortugs-
ties. Taigi tokia DNR biblioteka turi bati 10
karty didesné, kad atitikty tokj patj kiekj
prokarioty genomy, gauty is eukarioty
DNR neturinciy pavyzdZiy.

ISskirta DNR turi bati gryna. Prie dirvo-
Zemio DNR blna prisijunge jvairas poli-
fenoliniai junginiai. Kuo labiau organiné-
mis medziagomis uzterStas dirvozemis,
tuo labiau uZtersta ir i$ jo isskirta DNR. O
tersalai slopina fermentines reakcijas. Jei
nepavyksta isskirti Svarios DNR, reikia pa-
pildomai ja gryninti — ji, pvz, dializuojama,
centrifuguojama.
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4.2, Bibliotekos kdrimas

Kuriant geny bibliotekg DNR sukarpoma,
pvz, restriktazémis, iki reikiamo dydzio
fragmenty, kurie sujungiami (liguojami)
su tomis paciomis restriktazémis perkirptu
vektoriumi. Ligavimui vektoriaus ir intarpo
santykis turéty bati 1:10. DNR fragmenty
dydis priklauso nuo metagenominés bib-
liotekos ktrimo tikslo: jei ieSkomas konkre-
tus genas, sukarpyti DNR galima j 1-3 kb
dydzio fragmentus. Jei tikslas — metabo-
liniy keliy ar operony tyrimai, DNR dydis
turéty buti didesnis (3-20 kb), atitinkamai
parenkamas ir klonavimo/ekspresijos vek-
torius. Po ligavimo vektorius jterpiamas j
lgstele ir paséjama Petri léksteléje su ati-
tinkamu antibiotiku. IS uzaugusiy koloni-
jy atrenkamos kelios, jvertinamas tusciy
plazmidZiy ir turin¢iy metagenominiy in-
tarpy santykis, jterpty fragmenty dydis, jy
sekos.

4.3. Genetinés medziagos analizé
metagenomingje bibliotekoje

Jei bibliotekos atitinka keliamus reikalavi-
mus, jas galima saugoti, atrinkti pagal no-
rimg pozymj arba nustatyti atskiry klony
sekas.

Metagenomingje bibliotekoje esancig
informacija galima pasiekti funkcija ir se-
koskaita pagrjsta analize. Funkciné analizé
pradedama nuo ieskomg pozym; isreis-
kianciy geny klony identifikavimo. Tada
tiramos jy biocheminés savybés ir nusta-
toma nukleotidy seka. Sia analize greitai
nustatomi genai, kurie gali bGti panaudoti
pramonéje, medicinoje ar Zemés Ukyje,
nes koduoja naudingus baltymus ar kitus
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produktus. Funkcinés analizés metody
trdkumai — sudétinga sékmingai klonuoti
visg geny grupe, lemianciag pozymj, daz-
nai lastelé Seimininké neisreiskia ieSkomos
funkcijos ir klony aktyvumas gali bati per
mazas funkcijai aptikti. Funkcinés analizés
metodais aptikti nauji ir seniau aprasyti an-
tibiotikai, atsparumo antibiotikams genai,
lipazés, chitinazés, membranos baltymai,
genai, koduojantys 4-hidroksibutirato me-
tabolizmo fermentus, ir genai, lemiantys
biotino sinteze.

Sekoskaita pagrjstos analizés pagrin-
dinis principas - konservatyviy (mazai
kintancCiy ar mazai pakitusiy) DNR seky

panaudojimas kuriant zondus hibridizaci-
jai arba PGR pradmenis, kurie pasitelkiami
dominancioms sekoms metagenominése
bibliotekose rasti. Deja, $iuo analizés bludu
negalima atrasti visiskai naujy geny Seimy,
nes bdtina naudotis jau Zinomomis geny
sekomis. Bet molekuliné jvairove tokia di-
delé, kad daznai pakanka ir dar nezinomy
panasiy geny. Svarbds atradimai buvo
padaryti ir atsitiktinai nustatant metage-
nominiy geny klony nukleotidy sekas.
DidZiausias sekoskaitinés analizés prana-
sumas — nereikia geny ekspresijos laste-
léje Seimininkéje, kas labiausiai apsunkina
funkcine analize.



| Jaunojo tyrejo vadovas C | 83 |

5. Baltymy savybiy keitimas
tikslines mutagenezés budais

Biotechnologijoje vis dazniau naudo-
jami zmogaus pakeisti, pagerinti baltymai,
fermentai, biologiskai aktyvios medZiagos
ar jy producentai. Keic¢iant fermenty sa-
vybes sukuriami tam tikroms salygoms
pritaikyti arba naujomis savybéemis pasizy-
mintys fermentai. Kai kurie i$ jy kaip subs-
tratus gali naudoti nejprastus junginius,
katalizuoti nejprastas reakcijas ar dalyvauti
visai naujy cheminiy junginiy sintezéje.
Vienas veiksmingiausiy btdy gauti tokius
fermentus yra baltymy inZinerija.

Baltymy inZinerija modifikuojamas pra-
moniniy fermenty, pvz, lipaziy, proteaziy,
karboksipeptidaziy, gliukanaziy, gliukozi-
daziy, pekting modifikuojanciy fermenty
arba fermenty, skaidanciy patvarius jungi-
nius, aktyvumas ir stabilumas. ,Patobulinti
fermentai naudojami zemés Ukio techno-
logijose, detergentams, biojutikliams ga-
minti. Be to, baltymy inZinerija pritaikoma
ir sveikatos apsaugoje — kuriamos vakci-
nos, vaistai, ieskoma molekuliy taikiniy,
reikalingy vaisty gamyboje.

Baltymy inZinerijos technologijos pra-
déjo sparciai vystytis pries kelis deSimtme-
Cius kartu su geny inzinerija, nes atsirado
galimybiy kurti ir vystyti baltymus labo-
ratorijoje. Taigi baltymai keic¢iami keiciant
juos koduojancius genus. Naujausi at-
rankos metodai leidZia greiciau patikrinti
dideles fermenty bibliotekas, o derinant
naujus genetikos jrankius su skaiciavimo
metodais galima sukurti norimy savybiy
fermentus.

Jau milijonus mety norimy savybiy
augaly ir gyvany veislés kuriamos pagal
evoliucijos principus. Biologai ir chemikai
panaudojo evoliucijg jvairiy molekuliy sa-
vybéms keisti. Atrankos metodai naudoja-
mi tam tikry savybiy mutanty bibliotekos
nariams identifikuoti, pvz, katalizuojan-
tiems cheminius virsmus.

Nataraliai fermentai issivysté per milijo-
nus mety, o laboratorijoje kuriami fermen-
tai ,evoliucionuoja“ daug greiciau. Labora-
torijoje,evoliucija” galima atlikti naudojant
esamus fermentus arba molekulés gali bati
kuriamos de novo i$ atsitiktiniy seky, kaip
pradinio Sablono. Tac¢iau dél labai didelés
galimos molekuliy jvairovés sunku identi-
fikuoti ir iskirti baltymus, kuriy funkcijos
domina mokslininkus. Derinant eksperi-
mentinius ir skai¢iavimo metodus jmano-
ma sukurti specialius baltymus - recepto-
rius ir katalizatorius, kuriy néra gamtoje.

5.1. Mutanty bibliotekos kdrimas

Naujy molekuliy rinkinio kdrimo pirmasis
Zingsnis yra bibliotekos sukdrimas (18 pav.).
Iki suklestint geny inZinerijai, teko tenkintis
tais baltymais, kurie buvo randami gamto-
je. Vystantis molekulinei biologijai ir che-
minei sintezei iSmokta kurti ir modifikuoti
genus. Dabar taikant kryptingg arba atsitik-
tine mutageneze geno, koduojancio esa-
ma baltyma, jmanoma sukurti mutantinius
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baltymus. | plazmide jterpiamas pakeistas
genas ir visa tai jterpiama j bakterijos ar eu-
karioto lastele. Tokios lastelés palikuonys —
klonai — gamina tokj mutantinj baltyma,
kokj koduoja modifikuotas genas. Dau-
gelio baltymy tam tikry aminordgsciy le-
miamas struktdros ir funkcijos sarysis buvo
nustatytas vieng kodong keic¢iant kitu. Taip
baltymams suteikiamos naujos savybés.
Daugybe jvairiausiy baltymy galima sukur-
ti vieng ar kelias aminortgstis pakeitus bet
kuria kita. IS esmés vienu metu galima keis-
ti kodony kiek tik norima. Naujai funkcijai
sukurti galima pakeisti netgi visg gena. To-
kie pakeitimai leidZia turéti labai daug de-
riniy, kurie virsija realiai sukuriamy biblio-
teky dydj. Pavyzdziui, jei polipeptido ilgis
yra Simtas aminortgsciy, jmanomi 10"
deriniai, o sukurti galima biblioteka, turin-
Cig tik 10" skirtingy nariy.

Taskinéms mutacijoms sukelti atsitik-
tinéje geno vietoje naudojami keli meto-
dai. Yra sukurti specialts bakterijy kamie-
nai, kuriuose yra mutuojama plazmiding,
bet ne chromosominé DNR. Plazmidine
DNR mutuojama paveikus jg ultraviole-
tine spinduliuote arba cheminiais muta-
genais. Yra ir kitas budas - klaidingos PGR
metodas, kai sumazinamas polimerazés
tikslumas ir taip gaunamos atsitiktinés
mutacijos. Sie metodai tinka, jei néra in-
formacijos apie tiriamy baltymy struktdrg
ar jy veikimo mechanizmus. Dar vienas
metodas atsitiktiniams mutantams gauti
yra genetiné rekombinacija. Tokios mu-
tagenezés pavyzdys yra geny maisymas
(gene shuffling) — vieno arba keliy geny
DNR atsitiktinai sukarpoma ir panaudo-
jama PGR reakcijoje be pradmeny. Sios
reakcijos metu DNR fragmentai jungiasi
atsitiktinai ir sudaro naujy hibridiniy geny
bibliotekas.

5.2. Atranka

Kitas Zingsnis baltymy inZinerijoje yra rei-
kiamo varianto atranka. Didziausias i$3U-
kis — nustatyti tas kelias populiacijos mo-
lekules, kurios koduoja kg nors jdomaus, ir
atskirti jas nuo daugybés kity, kurios to ne-
daro. Sig problemg galima isspresti dviem
badais. Bibliotekos analizuojamos tikrinant
kiekvieng individg atskirai (atranka) arba
sudaromos salygos, kuriomis islieka tik rei-
kiami klonai (selekcija). Metodo pasirinki-
mas priklauso nuo to, kaip daznai kg nors
jdomaus koduojancios DNR molekulés at-
siranda tiriamajame misinyje. Yra sukurta
daug jautriy cheminiy, biologiniy irimuno-
loginiy tyrimo metody daugybés klony ka-
taliziniam ar jungimosi aktyvumui jvertinti.
Sie metodai dazniausiai pagrjsti spalvoty
ar fluorescuojanciy produkty susidarymu
veikiant tam tikram mutantiniam baltymui,
taciau gali bati naudojami ir efektyviosios
skysc¢iy chromatografijos (HPLC), masiy
spektroskopijos ar magnetinio branduoliy
rezonanso spektroskopijos metodai. Siais
metodais jmanoma patikrinti bibliotekas,
kuriy dydis yra 10°-10* klony, bet daug na-
Sesnis yra fluorescencija aktyvintas Igsteliy
rasiavimo (FACS) metodas, kuris per sekun-
de patikrina apie 10° klony. Klasikinis atran-
kos eksperimentas in vivo pagrjstas koduo-
jamo baltymo gebéjimu istaisyti kokj nors
metabolinj defektg arba suteikti atsparumag
kokiam nors toksinui parenkant tokias at-
rankos salygas, kuriomis isgyventy tik Iaste-
lés su pageidaujama funkcija. Siuo metodu
galima iSanalizuoti daug didesnes biblio-
tekas, nei jprastai atrenkant klonus. Be to,
parenkant substratus arba reakcijos salygas
galima praplésti atrenkamy fermenty spe-
cifiskumg ar atrinkti kitomis savybémis pa-
sizymincius baltymus. Baltymy ekspozicija



bakteriofagy, Igsteliy ar ribosomy pavirsiu-
je in vitro salygomis bei iRNR ir jy koduoja-
my baltymy sujungimas in vitro — tai kelios
galingos technologijos, kurios buvo sukur-
tos siekiant susieti genotipg su fenotipu uz
lgstelés riby. In vitro kompartmentalizacija
(visumos dalies atskyrimas, izoliavimas nuo
kity daliy) yra dar vienas naudingas meto-
das. Genai jterpiami kartu su baltymy bio-
sintezei reikalingais komponentais j van-
dens-aliejaus ir vandens-aliejaus-vandens
emulsijas, kuriose jie gali buti atrenkami
panasiai kaip ir Iastelés aplinkoje. Nors tam

1. geno parinkimas

6. plazmidZiy su reikiamais
genais skyrimas, patikra
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tikro tikslinio baltymo ar fermento sukdri-
mas gali atimti daug laiko ir pastangy, jis
gali atsipirkti, jei reikiama funkcija po muta-
genezés atsiranda gana retai.

Naujomis funkcijomis pasizymincius
baltymus galima sukurti dviem bddais. Pir-
masis budas — baltymas gaunamas mutuo-
jant (keiciant) visiskai atsitiktine nukleotidy
seka. Antrasis bddas — perdaroma egzistuo-
jantj baltymga koduojanti seka. Labai daug
baltymy Siuo badu jau buvo pagerinti: pa-
gerintas baltymy stabilumas, atsparumas
nenatdraliomis salygomis, specifiskumas

2. geny bibliotekos
sukdrimas
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18 pav. Baltymy inZinerijos schema.
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substratui, selektyvumas, enantioselekty-
vumas. Kai kuriais atvejais vos kelios muta-
cijos drastiskai pakeicia baltymo funkcija, o
kartais reikia ne vieno mutagenezeés ciklo
baltymo aktyvumui pakeisti.

Pradéjus naudoti baltymy inZinerija
paaiskejo, kad baltymus galima labai keis-
ti. Pavyzdziui, buvo sukurti baltymai ne i3
20 jprasty aminorugsciy, bet tik is 14, ir
tokie baltymai jgaudavo reikiamg erdvine
struktQrg bei atlikdavo savo funkcija. Kitas
mutagenezés budas — baltymy ketvirtines
struktQros keitimas. PavyzdZiui, i$ dimery
gaunami monomerai — arba atvirksciai.
Taip pat galima keisti baltymy strukttros

elementus, pavyzdZiui, baltymo C-galo
domeng perkelti | N-galg. Antrinés struk-
tdros elementai gali bati perdéliojami pa-
nasiai kaip lego kaladélés ir taip gaunama
vis kitokia tretine struktara. Zinant baltymy
struktdrg ir kiek jmanoma jg keisti, galima
sukurti norimy funkcijy baltyma, - pavyz-
dziui, pakeitus aminordgsciy seka aktyvia-
jame centre ar prie jo.

DNR mutacijos gali bati taskinés (tiks-
lings) ir atsitiktineés. Ne visos mutacijos
yra naudingos, kartais | geny vidy gali jsi-
terpti STOP kodonas arba pasislinkti atviro
skaitymo rémelis, o tai sugadina baltyma
(19 pav.).

5'ATG CCT CAT CGC TGG AAA3
3'TAC GGA GTA GCG ACC TTT5’

N—-Met Pro His Arg Trp Lys—C

DNR

Aminordgstys

5"ATG CCA CAT CGC TGG AAA3’

3'TAC GGT GTA GCG ACC TTT5’
Met Pro His Arg Trp Lys

Tyli mutacija

5'ATG CCT CCT CGC TGG AAA3’

3’TAC GGA GGA GCG ACC TTT5’
Met Pro Pro Arg Trp Lys

5'ATG CCT CAT CGC TGA AAA3’

Misens

Nonsens

3'TAC GGA GTA GCG ACT TTT5’

Met Pro His Arg STOP ..
+A

5'ATG CCT CAT CGC ATG AAA A3’
3'TAC GGA GTA GCG TAC TTT T5'
Met Pro His Arg Met Lys

Rémelio poslinkis
dél insercijos

-CATC
5'ATG CCT GCT GGA AA3’

3'TAC GGA CGA CTC TT5’
Met Pro Ala Gly

Rémelio poslinkis
dél delecijos

19 pav. Taskinés mutacijos pavyzdziai.



Apibendrinant galima pasakyti, kad
svarbiausia baltymy inZinerijoje — pasirink-
ti tiksla (kokj naudingg arba kokiomis savy-
bémis pasizymintj baltyma norima sukurti),
turéti gerg atrankos sistema ir daug kantry-
bes, jei atlikus pirmg mutagenezes reakcijg
negaunamas trokstamas rezultatas.

5.3. Atsitiktiné mutagenezé
klaidinancios PGR metodu

Sis metodas tinka, kai norima tirti daug
jvairiy mutacijy, vykstanciy visame gene.
Jei néra zinoma fermento erdviné strukta-
ra, jo aktyviojo centro padétis, Sis metodas
tinka aktyviems, stabiliems mutantams
kurti. Siuo metodu gaunama daug jvairiy
mutanty, todél reikalinga gera jy atrankos
sistema. Mutagenezé vykdoma | reakcijos
misinj pridéjus mangano jony ir sumazi-
nus magnio jony koncentracija. Zinoma,
kad tokiomis salygomis polimerazeés tikslu-
mas labai sumazéja ir ji pradeda klysti. Di-
déjant mangano koncentracijai reakcijos
misinyje, didéja klaidy tikimybé ir mazéja
fragmenty dauginimo efektyvumas, todél
svarbu parinkti PGR salygas, kad susidaryty
produktas su tam tikru skai¢iumi (1-5) mu-
tacijy vienoje DNR molekuléje. Mutacijy
skaic¢iy galima suZinoti nustacius atrinkty
mutanty sekas. PGR mutageneze galima
vykdyti ir pridéjus dITP vietoj vieno i ke-
turiy nukleotidy (dATP, dGTP, dCTP, dTTP):
tuomet | keturis mégintuvélius dedama
po tris skirtingus nukleotidus ir 10-20 uM
dITP vietoj ketvirto nukleotido (20 pav.).
PGR - polimerazés grandininé reakcija
(angl. Polymerase chain reaction; PCR) — tai
molekulinés biologijos metodas, leidZian-
tis padauginti (@mplifikuoti) DNR in vitro.
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<o
Mazo tikslumo PGR

« sumazinta Mg’* koncentracija
* Mn’*jonai PGR misinyje

o dITP nukleotidai PGR misinyje
o skirtingos dNTP koncentracijos

M
Rl

: Py
22—

M
Ra'ad

M
Ra'ad

L] a&il &

20 pav. Klaidinancios PGR metodas.

Pagrindiniai PGR komponentai:

¢ termostabili DNR polimerazé (Tag, Pfu,
Pfx) ir jai tinkama aplinka (buferinis tirpa-
las, magnio jonai);

e viengrandziai pradmenys, tapatts nori-
mo padauginti fragmento galams;

e deoksinukleozidy trifosfatai (dNTP: dATP,
dCTP, dGTP, dTTP);

¢ DNR matrica.

Paprastai PGR atliekama mikromeégin-
tuveliuose (bendras taris 10-100 pl), ku-
rie dedami | termociklerj. PGR sudaro trys
pagrindiniai zingsniai, kuriuos kartojant
20-40 karty (cikly) gaunamas reikiamas
kiekis DNR:
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1.denatdracija— pakeliama temperattra,
kad atsiskirty dvigrandés DNR grandinés;
2.pradmeny prilydymas — temperatura
sumazinama, kad prie viengrandés DNR
matricos prisijungty pradmenys;
3.elongacija - temperatlra optimali
DNR polimerazei, kuri sintetina naujg DNR
grandine, komplementarig DNR matricai.
Sintezé vyksta 5°=3" kryptimi (21 pav.).

l Denatdiracija

~30 cikly

‘ -

Pradmeny prilydymas

Elongacija Elongacija

l Pradmeny prilydymas

Denaturacija

21 pav. Polimerazés grandininés reakcijos schema.



54. Cheminé mutagenezé in
Vitro

Yra Zinoma, kad kai kurie cheminiai jungi-
niai specifiskai veikia DNR, pvz, skruzdziy
rdgstis, azoto rdgstis, nitrozoguanidinas,
natrio disulfitas (Na,5,0,), hidrazinas, di-
metilsulfatas keicia DNR struktdra. Baziy
analogai, kuriy struktGra panasi j purinus
ir pirimidinus, gali bati jterpti | DNR struk-
tdrg vietoj jprasty nukleotidy, pvz., bromu-
racilas, aminopurinas. Intarpiniai agentai,
pvz., akridino oranzas, proflavinas, etidzio
bromidas, jsiterpia ] DNR grandine ir taip
ja.isplecia’, todél polimerazeé jterpia papil-
doma nukleotidg ir sukelia atviro skaitymo
réemelio poslinkj. Cheminés mutagenezeés
reakcija skirta bent vienam nukleotidui
kiekvienoje DNR molekuléje pakeisti, todél
labai svarbu parinkti tinkama DNR ir muta-
geno koncentracijos santykj, veikimo laikg
ir temperatura.

5.5. Mutageneze ir rekombinacija
PGR metodu

Mutagenezeés ir rekombinacijos PGR me-
todas (persidengiantis prailginimas) yra
skirtas specifinéms mutacijoms sukelti. Jei
zinoma baltymo erdviné struktdra, galima
parinkti konkrec¢ias mutagenezés vietas,
esancias baltymo aktyviajame centre arba
netoli jo. Mutacijos susidaro PGR metodu
vykstant vienai po kitos dviem reakcijoms ir
naudojant dvi pradmeny poras. Reikalingi
soniniai — nemutuoti pradmenys, komple-
mentards norimo padauginti fragmento
galams, ir specifiniai pradmenys, kuriuose
yra uzkoduoti pageidaujami pakeitimai
(pvz, baziy pakeitimai, insercijos ar deleci-
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jos). Pastarieji mutageneziniai pradmenys
yra komplementarQs vienas kitam. IS pra-
dziy atliekama PGR dviejuose mégintuve-
liuose, kiekviename i$ jy yra po mutuotg ir
soninj pradmenj (tiesioginis ir atvirkstinis).
Véliau atliekama antroji PGR reakcija — |
meégintuvél] dedami tik Soniniai pradme-
nys ir abu pirmosios PGR metu susidare
fragmentai, kurie turi persidengiancias sri-
tis ir yra vienas kito pradmenys (22 pav.).

5.6. Geny maisymas

Geny maisymas naudojamas homolo-
giniy DNR seky rekombinacijai (23 pav.).
Viykstant rekombinacijai atsiranda ir taski-
nés mutacijos, kurios kartais gali bGti nau-
dingos. Genai maiSomi paprastai keturiais
zingsniais: 1. paruosiami genai, 2. jie fer-
mentu DNaze sukarpomi | fragmentus, 3.
veikiant polimeraze surenkama DNR, 4. su-
rinkta DNR padauginima PGR metodu.

5.7. DNR elektroforezé,
gryninimas, karpymas, ligavimas
ir E. coli transformacija

DNR po mutagenezés ar PGR reakcijy ana-
lizuojama DNR elektroforezés metodais.
Elektroforezé — tai jkrauty daleliy judéji-
mas elektros lauke. DNR molekuliy krdvis
neigiamas, todél jos juda link teigiamojo
elektrodo. Paprastai DNR elektroforeze
atliekama agarozés arba poliakrilamido
geliuose. Agarozés gelyje DNR molekulés
pasiskirsto pagal molekuliy dydj: kuo ma-
Zesné DNR molekulé, tuo greiciau ji juda
geliu elektros lauke. ISgryninta agaroze yra
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A+C B+D

\

A

22 pav. Persidengiancio prailginimo mutagenezés schema. Pradmenys B ir C atlieka dvi funkcijas:
jie turi bati komplementards DNR matricai ir komplementarUs vienas kitam, nes antrojo PGR ciklo
metu jie yra pradmenys dviem tarpiniams PGR produktams. Soniniai pradmenys A ir D turi bati
komplementarts dauginamo geno galams ir gali turéti restriktaziy atpazinimo sekas, tinkamas
tolesniam klonavimui. Siame darbe reikety naudoti Pfu arba kit polimeraze, kuri neprikabina
papildomy nukleotidy 3" gale (Tag polimerazé netinka).
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[ [ 3

23 pav. Geny maisymo schema.

milteliy pavidalo, netirpi vandenyje kam-
bario temperatQroje, taciau tirpsta verdan-
Ciame vandenyje ir buferiniame tirpale,
o vésdama polimerizuojasi ir sudaro gelj
(panasiai kaip Zelé). Kuo daugiau agaro-
zés istirpinama vandenyje, tuo standesnis
gelis ir tuo trumpesnius DNR fragmentus
galima frakcionuoti.

Tinkami DNR fragmentai klonuojami, li-
gavimo misiniais transformuojamos E. coli
lgstelés ir atrenkami reikiami klonai, i$ ku-
riy isskiriama plazmidiné DNR. Ji analizuo-
jama, o jeigu reikia, nustatoma DNR seka.
Plazmidés isskiriamos naudojant specialy
iSskyrimo rinkinj arba Sarminiu plazmidziy
isskyrimo metodu.
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6. Fermenty imobilizacija

Daznai fermenty naudojima riboja tai,
kad jie yra nestabilUs ir neatspards orga-
niniams tirpikliams. Nors kai kurie fermen-
tai naudojami vieng kartg (pvz, lipazés ar
proteinazés skalbimo priemonése, amilazé
krakmolo hidrolizéje), katalizatorius nori-
ma naudoti keletg karty ir taip sumazinti
sgnaudas. Kad fermentai islikty stabils ir
aktyvds ir baty galima juos panaudoti ke-
letg karty, jie imobilizuojami, t. y. pririsami
prie nesdikliy, kuriuos galima po katalizés
atskirti nuo reakcijos misinio. Imobilizuoti
fermentai daznai pranasesni uz neimobi-
lizuotus: jie lengvai atskiriami nuo reakci-
jos misinio, todél reakcijg galima bet kada
sustabdyti, o katalizatoriy panaudoti dar
karta. Be to, paprasciau gauti grynesnj, t. V.
fermentu neuZtersta, produkta. Imobili-
zuotais fermentais uzpildZius, pvz., kolo-
néles, katalizé gali vykti nepertraukiamai,
0 procesy, atsizvelgus j produkto sintezés
intensyvuma, galima kontroliuoti keiciant
srauto greitj ar substrato koncentracija.
Imobilizuojant fermentus galima pakeisti
kai kurias jy savybes — aktyvumo priklau-
somybe nuo terpés pH, joninés jégos, taip
pat atsparumg jvairiems denatlruojan-
tiems veiksniams (temperaturai, organi-
niams tirpikliams ir kt.). Fermentus galima
imobilizuoti ir ant elektrai laidziy pavirsiy.
Taip kuriami jvairGs bioelektrokatalizés
metodai, pvz., kuro elementai — biokatali-
zés sistemos, kurios gamina elektros srove
oksiduodamos gamtinius junginius (gliu-
koze, laktoze ir kt.). Dél tokiy panaudojimo
galimybiy imobilizuoti fermentai vis pla-

¢iau naudojami jvairiose pramonés srityse
ar moksliniuose tyrimuose.

Imobilizacijos budai skirstomi | fizinius
(adsorbcija ant nesikliy, jterpimas | gelius,
imobilizacija naudojant puslaide membra-
na, imobilizacija dvifazéje sistemoje) ir che-
minius (kovalentinis fermento prijungimas
prie nesiklio bifunkciniais reagentais).

6.1. Fiziniai imobilizacijos budai

Adsorbcija ant neSikliy. Paprasciausias
imobilizacijos metodas - adsorbcija ant
nesikliy. Fermento tirpalas inkubuojamas
su nesiklio suspensija ir taip fermentas
adsorbuojamas ant jo pavirsiaus (24 pav.).
Imobilizacijai naudojami ir organiniai (po-
lisacharidai, polimeriniai jonitai, modifi-
kuota celiuliozé, kolagenas, medzio pju-
venos), ir neorganiniai (aliuminio, titano ir
kity metaly oksidai, silikageliai, aktyvintoji
anglis, kaolinas) nesikliai. Adsorbcijai labai
svarbls vandeniliniai rysiai, hidrofobiné,
elektrostatiné ir koordinaciné saveika. Ko-
kie rysiai susidarys tarp nesiklio matricos ir
fermento molekulés, lemia nesiklio pavir-
Siaus prigimtis ir fermento molekulés pa-
virSiuje esancios funkcinés grupés, terpés
pH, tirpalo joniné jéga.



Vandenyje

netirpus nesiklis Vandeninis tirpalas

Baltymas

24 pav. Baltymy sorbcija ant nesikliy.

Pagrindinis Sio metodo trikumas — gana
silpna fermento ir nesiklio saveika. Pakitus
terpés pH, joninei jégai ar temperaturai,
fermentas gali atsikabinti nuo pavirdiaus.
Norint pagerinti nesikliy sorbcines savy-
bes, juos galima papildomai modifikuoti —
jterpiamos hidrofobinés ar kravj turincios
grupés. Galima keisti ir fermento savybes,
pvz., geny inZinerijos metodais | baltymo
struktrg jterpti aminoragsciy sekas ar do-
menus, kurie labai gerai atpazjsta nesikl].
Gerai Zinoma nesiklio ir fermento pora, kai
nesiklis — celiuliozé, o fermentas turi celiu-
lioze risantj domena.

Jterpimas j gelj. [terpimas j gelj yra vie-
nas is$ technologiskai paprastesniy fermen-
ty imobilizacijos budy. | gelj jterpiamas fer-
mentas nesudaro cheminiy rysiy su gelio
matrica (baltymo molekulée ,sédi” polime-
riniame tinkle, kurio poros yra mazesnes
uz baltymo molekule). Imobilizuoti galima
dviem budais: gelis sintetinamas i5 mono-
mery arba i$ jau pagaminty polimery.
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Pirmasis bldas — fermento tirpalas
sumaisomas su monomero tirpalu ir vyk-
doma polimerizacija. Taip suformuoja-
mas gelis, kuriame |siterpusios baltymo
molekulés. Gelio sintezei i§ monomery
naudojami bifunkciniai ,susiuvantys” re-
agentai, padedantys suformuoti trimate
gelio struktdrg (25 pav,, a). Imobilizacijos
efektyvumas labai priklauso nuo fermento
atsparumo monomery poveikiui, nes jie
bddami chemidkai reaktyvis gali pakeisti
baltymo molekule pvz,, ja chemiskai modi-
fikuoti, nutraukti cheminius rysius, svarbius
baltymo struktlros vientisumui, ir pan.

Antrasis budas — fermento tirpalas su-
maisomas su polimero tirpalu. Parinkus
tam tikras salygas i$ polimery formuoja-
si gelio matrica, o baltymo molekulés | ja
jsiterpia (25 pav., b). Paprastai naudojami
poliakrilamido, polietilenglikolmetakrilato,
polisacharidy, polijonity bei jvairls natdra-
IGs (zelatina, kolagenas, agaras, kalcio algi-
natas) geliai. Sis budas tinkamesnis nesta-
biliems fermentams imobilizuoti.

Fermenty imobilizacija naudojant
puslaide membrana. Pagrindinis Sio
metodo principas — fermento vandeninis
tirpalas puslaide membrana atskirtas nuo
substrato vandeninio tirpalo. Membrana
praleidzia nedidelés molekulinés masés
substrato molekules j mikrokapsulés vidy,
bet nepraleidZia fermento makromole-
kuliy. Yra keli imobilizacijos budai: mikro-
kapsuliy, kapiliary, liposomy sudarymas ir
dvigubas emulgavimas.

Mikrokapsuliy susidarymo metu fer-
mento vandeninj tirpalg apsupa polimero
plévele ir gaunama sferiné puslelé (mikro-
kapsule), kurios dydis gali bati nuo keliy de-
simciy iki keliy Simty mikrometry (priklauso
nuo imobilizacijos salygy; 26 pav.,, a).
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25 pav. Fermenty jterpimas j gelj:
a — gelio matrica sintetinama is
Polimeras monomery, b — i$ polimery.

26 pav. Fermenty imobilizacija naudojant puslaide membrana: a — mikrokapsuliy



Mikrokapsulés gaunamos dviem bd-
dais. Pirmasis — nuolat maisant fermento
vandeninis tirpalas disperguojamas die-
tileterio tirpale, kuriame yra emulsikliy. |
gautg emulsijg pilamas polimero eterinis
tirpalas (pvz., nitroceliuliozés). Lieciantis
emulsijos laseliams ir vandenyje netirpiam
polimerui susidaro mikrokapsulés. Jos at-
skiriamos centrifuguojant ar filtruojant.
Antrasis budas - dviejy komponenty fa-
ziy salycio riboje vyksta polikondensacijos
reakcija. Vienas i$ komponenty istirpintas
vandeninéje fazéje (vandeniniai emulsijos
laSeliai), o kitas — organiniame tirpiklyje.
Daznai naudojamas 1,6-heksametilendia-
minas (vandeninés fazés komponentas).
Sis  mikrokapsuliavimo budas tinka tik
tiems fermentams, kurie yra patvars Sar-
minéje terpéje.

Mikrokapsuléms formuoti gali buti
naudojamas ir dvigubo emulgavimo bu-
das. Pirmiausia ruosiama fermento vande-
ninio tirpalo emulsija polimero organinia-
me tirpale. Gauta emulsija disperguojama
vandenyje - susidaro vandeniné emulsija
su polimero organinio tirpalo laseliais, ku-
riuose yra dar mazesni fermento tirpalo
laseliai. Stingstant polimero organiniam
tirpalui susidaro sferinés dalelés (i$ poli-
mero) su viduje imobilizuotu fermentu
(26 pav,, b).

Fermentas imobilizuojamas kapiliaruo-
se sumaisius fermento vandeninj tirpalg ir
polimero organinj tirpala. Susidaro emulsi-
ja, 18 kurios formuojamos skaidulos (kapi-
liarai). Dél porétos tusciaviduriy kapiliary
struktUros fermentas sugaudomas jy vidu-
je (26 pav,, Q).

Liposomos — tai sferinés mikrokapsulés,
kuriy sieneles sudaro lipidai, o viduje yra
imobilizuotas fermentas (fermento vande-
ninis tirpalas; 27 pav.).
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27 pav. Fermenty imobilizacija liposomose: S —
substratas, P — produktas.

Liposomos gaunamos keliais budais. Pir-
masis badas — lipidy organinj tirpalg i3-
garinus vakuume susidaro plona lipidy
plévelé, kuri padengia kolbos sieneles. | t3
pacia kolbg jpilama fermento vandeninio
tirpalo ir kratoma, kol lipidy plévelé visiskai
pasalinama nuo sieneliy — susidaro lipidy
dispersija vandeniniame tirpale. Tokiame
tirpale liposomos formuojasi savaime, o jy
viduje sugaudomas fermentas.

Kitas liposomy gamybos bddas - tai
fermento vandeninio tirpalo pavirsiaus pa-
dengimas plonu lipidy sluoksniu. LeidZiant
inertines dujasisgarinamas organinis tirpik-
lis. Fermento vandeninio tirpalo pavirsiuje
susidariusi lipidy plévele disperguojama
vandeniniame tirpale. Sio bado triku-
mas — fermentas gali inaktyvintis dél saly-
¢io su organiniu tirpikliu. Liposomos nuo
neimobilizuoto fermento tirpalo atskiria-
mos centrifuguojant ir suspenduojant jas
buferiniame tirpale.

Fermenty imobilizacija dvifazéje
sistemoje. Sis fermenty imobilizacijos
bddas ypatingas tuo, kad fermentas ne-
gali laisvai judéti ne dél saveikos su nesik-
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liu (adsorbentu, geliu ar membrana), o
dél fermento savybés istirpti tik vienoje
dvifazés sistemos fazéje. Substratas ir susi-
dares produktas skiriasi tirpumu vienoje i3
faziy, todeél pasiskirsto dvifazéje sistemo-
je. Fazés parenkamos taip, kad produktas
pereity | t3 faze, kurioje néra fermento.
Reakcijai pasibaigus fazeés viena nuo kitos
atskiriamos. Fazé su fermentu panaudoja-
ma dar karta, o i kitos isskiriamas gautas
produktas.

Dvifazés sistemos pavyzdys — sistema,
sudaryta i$ vandens ir su vandeniu nesi-
maisancio organinio tirpiklio. Jei naudoja-
ma tokia sistema, fermentas blna istirpes
vandenyje (nepoliniuose organiniuose tir-
pikliuose fermentai netirpsta). Fermentiné
reakcija vyksta taip pat vandeninéje fazéje,
o susidares produktas pereina j organine
faze (28 pav. a). Metodo trikumas — dél
nedidelio faziy salycio pavirsiaus ploto
procesas vyksta létai, be to, fermentas gali
inaktyvintis.

Organinis tirpiklis

Detergentas

pres

Mikroemulsijos gaunamos sumaisius
fermento vandeninj tirpalg su detergento
organiniu tirpalu. Stipriai maisant keletg
minuciy gaunamas skaidrus homogeninis
tirpalas. Susiformuoja mikrolaseliai arba mi-
celés, kuriy viduje yra fermento molekulés
(28 pav,, b). Detergento sluoksnis apsaugo
fermentg nuo inaktyvacijos, kurig gali su-
kelti salytis su organiniu tirpikliu. Sferiniy
laSeliy arba miceliy dydis priklauso nuo
pasirinkto organinio tirpiklio, detergento ir
vandens kiekio.

Atskirti produkta nuo detergento daz-
nai bana sunku, todél gali bati naudoja-
mos mikroemulsijos be detergenty. Tokios
sistemos ruosiamos i$ trijy komponenty:
heksano/izopropilo  alkoholio/vandens
arba tolueno/izopropilo alkoholio/van-
dens. Esant tam tikram komponenty san-
tykiui vanduo sistemoje bdna 5-30 nm
dydZio sferiniy laseliy pavidalo.Vandens la-
Selius stabilizuoja aplink juos issidésciusios
izopropilo alkoholio molekulés. Fermentas

Izopropilo alkoholis

\
“o0se - Qg
. AN i
>
52 S © S
/f \ N AN
Fermento
vandeninis tirpalas
a b C

28 pav. Fermenty imobilizacija dvifazéje sistemoje: a — dvifazé sistema: vanduo ir su vandeniu
nesimaisantis organinis tirpiklis; b — detergento micelé, kurios viduje imobilizuotas fermentas,
¢ - fermentas, imobilizuotas vandens mikrolaselio viduje, kurj stabilizuoja izopropilo alkoholio
molekulés.
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imobilizuojamas vandens laselio viduje ir  fermento tirpalg reagentu, turinciu dvi
taip iSsaugomas jo katalizinis aktyvumas  ar daugiau funkciniy grupiy, galin¢iy da-
(28 pav, c). Pakeitus sistemg sudaranciy lyvauti reakcijoje, baltymo globulé susi-
komponenty santykj issisluoksniuoja van-  jungia su juo sudarydama erdvinj tinklel].
deniné (su fermentu) ir organiné (su susi-  Dazniausiai naudojami bifunkciniai rea-
dariusiu produktu) fazés. Taip fermentas gentai — glutaro dialdehidas, heksameti-
atskiriamas nuo reakcijos misinio. Fermen-  lendiizocianatas, adipimidatas, 4,4 "-diazo-
tinés reakcijos, kai reakcijoje dalyvaujantis  benzidin-3,3"-dianizidinas, 4,4 "-diizotiaci-
substratas netirpsta vandenyje, bet tirpsta  anatdifenil-2,2"-disulfonragstis,  2,4,6-tri-
organiniame tirpiklyje, vykdomos dvifazéje  chlortriazinas (29 pav.).

sistemoje (vanduo/organinis tirpiklis). Fermenty surisimo su bifunkciniais re-
agentais bldai: fermentai surisami su iner-
tiskais baltymais, fermentai adsorbuojami
ant vandenyje netirpaus nesiklio, paveikto

6.2. Cheminiai imobilizacijos bifunkciniu reagentu, ir fermentai imobi-

badai lizuojami suaktyvinus nesiklj bifunkciniu
reagentu.
Surisimas bifunkciniais reagentais. Fermentams suristi su inertiskais balty-

Siuo badu gaunamos membranos daz-  mais (pavyzdziui, albuminu) naudojamas
nai naudojamos biojutikliuose. Paveikus  glutaro dialdehidas. | fermento ir albumino

+ +
NH, NH,

H—C—(CHy){—H O=C=N—(CH)N—C=0 CHz0—C—(CH,),—C—OCH;

a b C
+ +
N2 N2 S—C=—N N=—=C=—
CH30 OCHj, SO3H  SOzH
d e

Cl N Cl
hih
N\(N
Cl
f

29 pav. Bifunkciniai reagentai: glutaro dialdehidas (a), heksametilendiizocianatas (b), adipimidatas
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buferiniy tirpaly misinj jpilama tam tikros
koncentracijos glutaro dialdehido tirpalo.
Gautas misinys kruopsciai iSmaiSomas ir
laikomas 3altai. Imobilizuotas fermentas
praplaunamas buferiniu tirpalu bei van-
deniu. Membranoms paruosti gautas mi-
Sinys paskleidZziamas ant ploksciy stikliniy
pavirsiy ir laikoma $altai, kol susidaro plo-
nas imobilizuoto fermento sluoksnis. Nuo
stiklinio pavirsiaus nuimta plévelé praplau-
nama. Taip imobilizuoti fermentai naudo-
jami bioanalizés sistemose.

Naudojant kolageng gaunamos akty-
vios membranos su adsorbuotu fermen-
tu. Tokias membranas galima suformuoti
trimis badais: 1. kolageno membrana vei-
kiama ragstimi arba Sarmu, mirkoma fer-
mento vandeniniame tirpale ir galiausiai
isdZiovinama, 2. fermento tirpalas sumai-
somas su kolageno vandeniniu tirpalu, o
gauta suspensija dziovinama ir 3. kolage-
no ir fermento suspensija nusodinama ant
kiety pavirsiy (elektronusodinimas). Pavei-
kus kolageno membrang glutaro dialdehi-
du fermentas surisamas tvirciau.

Pries fermentus imobilizuojant ant van-
denyje netirpaus nesiklio (celofano, kola-
geno ir kt.), nesiklis aktyvinamas bifunk-
ciniu reagentu (pvz, glutaro dialdehiduy,
4,4’-diazobenzidin-3,3 "-dianizidinu). Imo-
bilizuojamas fermentas jungiasi su akty-
viomis bifunkcinio reagento grupémis.

Populiarus tampa cheminis baltymy
kristaly ,susiuvimas” bifunkciniais reagen-
tais. Taip stabilizuojama baltymo struktdra,

R—CO

=0 + HN-E
R'—CO

kristalai nebetirpsta vandenyje, o kanalais
tarp atskiry fermento molekuliy iki fermen-
to aktyviojo centro atkeliauja substratai.

Kovalentinis prijungimas. Sis imobili-
zacijos bldas daZnai taikomas biokatalizés
procesuose, kai ypac svarbu mechaninis
matricos tvirtumas bei fermento stabilu-
mas. Tarp fermento ir nesiklio funkciniy
grupiy susidaro kovalentinis rysys. Imobi-
lizacijos metu svarbu, kad aminordgsciy
liekanos, esancios fermento aktyviajame
centre, nereaguoty su nesiklio funkciné-
mis grupémis, todél kiekvienam fermentui
batina parinkti imobilizacijos metoda. Ne-
Sikliai, turintys su fermentais galinciy rea-
guoti funkciniy grupiy, gaunami sinteti-
nant kopolimerus i$ maleino ragsties anhi-
drido ir etileno ar akrilo rigsties. Fermento
aminogrupé reaguoja su iy kopolimery
anhidridinémis grupémis (30 pav.).

| organinius ir neorganinius nesiklius,
neturin¢ius funkciniy grupiy, galin¢iy rea-
guoti su fermentuy, Sios grupés jterpia-
mos. Organiniai polimerai (dekstranas,
sefarozé, celiuliozé, chitozanas), turin-
tys —OH liekang, aktyvinami bromcianu ir
2-amino-4,6-dichlortriazinu. Neorganiniai
nesikliai (stiklas, silikagelis, smeélis, metaly
pavirsiai) aktyvinami silanais (3-aminopro-
piltrimetoksisilanu, 3-aminopropiltrietoksi-
silanu). | nesikl] jterpus amino- ar karboksi-
grupe, jis aktyvinamas atitinkamai glutaro
dialdehidu arba 1-etil-3-(3-dimetilamino-
propil)karbodiimidu (31 pav.).

=~ RCONHE + R'COOH

30 pav. Fermento aminogrupés reakcija su anhidridine grupe.
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(@] (0]
B—NH, + Y\/\.’% + BNH, B/N\\/\/\¢N\B2 + 2H,0
H H
a
O O NRI
N - H.N—B
B; + N N=R B: % + HN-B,
OH NHR
NR' )

HO

N

NHR + Bz_ H2N 82

31 pav. Sorbento (B,) aktyvinimas glutaro dialdehidu (a) ir 1-etil-(3-dimetilaminopropil)

karbodiimidu (b) bei baltymo (B,) prijungimas.

Silikagelis yra vienas i$ dazniausiai imo-
bilizacijai naudojamy nesikliy. Jo adsorb-
cines savybes labai sustiprina pavirsiaus
modifikacija silanais (3-aminopropiltrime-
toksisilanu, 3-aminopropiltrietoksisilanu).
Saveika tarp silanais modifikuoto silikage-
lio pavirsiaus ir adsorbuojamo biokataliza-
toriaus gali bati elektrostatiné arba kova-
lentiné. Magnetinés 50-80 nm skersmens
sferinés silicio dalelées, modifikuotos ami-
no-silanu, taip pat sékmingai naudojamos
fermentams imobilizuoti. Sie neorganiniai
dariniai, pasizymintys paramagnetinemis
savybémis, yra mechaniskai atspards, nea-
greguoja, jiems budingas biosuderinamu-
mas. Sis imobilizacijos budas perspektyvus
imunochemijoje, ypac antikinams grynin-
ti, imunoanalizéje lasteléms isskirti.
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/. Tyrimo metodai ir praktikos

darbai

7.1. Escherichia coli auginimo
terpes

Darbo tikslas — paruosti terpe Escherichia
coli lasteléms auginti.

Yra daug terpiy, tinkamy Escherichia
coli lgsteléms auginti. Kokig terpe naudoti,
priklauso nuo eksperimento, — pavyzdZiui,
rekombinantiniy baltymy sintezei daznai
naudojamos kompleksinés Luria-Bertani
(LB) ar Terrific Broth (TB) terpés, mutanty
tyrimams galima naudoti sintetines terpes,
pavyzdziui, M9. Kietos terpés gaunamos
pridéjus agaro.

Reagentai

o gliukozé

* MgS0O,

e NaCl

e NH,ClI

e KH PO,

e KHPO,

e Na,HPO,x7H,0

e triptozé

o mieliy ekstraktas

e triptonas

e glicerolis

® agaras

e etanolis

e antibiotikai (ampicilinas, kanamici-
nas, chloramfenikolis, tetraciklinas)

Aparatura
e autoklavas

o svarstyklés
e magnetiné maisyklé
e pH-metras

Darbo eiga

1. Vienam litrui M9 terpés paruosti reikia
50 ml sterilaus 20 x M9 drusky tirpalo,
20 ml 20 % gliukozes, 1 ml'1 M MgSO,,
0,5 g NaClir930 mlH.Q.

2.20 x M9 drusky tirpalui paruosti rei-
kia: 20 g NH,Cl, 60 g KH,PO, 120 g
Na HPO,x7H O (vienam litrui vandens).
Tirpalas sterilizuojamas autoklave.

3. Vienam litrui LB terpés paruosti reikia
10 g triptozés, 5 g mieliy ekstrakto, 10 g
NaCl, pH 7,5 (jei reikia, jpilama NaOH tir-
palo).

4. Vienam litrui TB terpés paruosti reikia
12 g triptono, 24 g mieliy ekstrakto, 4 ml
glicerolio, 2,31 gKH,PO,, 12,54 g KHPO..

5. Jei ruoSiama kieta terpé, papildomai de-
dama 15 g/l agaro ir tuomet sterilizuoja-
ma autoklave.

6. Jei reikia antibiotiky, jy pridedama | po
sterilizacijos pravésusig terpe. Koncen-
truotiems antibiotiky tirpalams ruosti
paprastai naudojamas sterilus dejoni-
zuotas vanduo (ampicilino 50 mg/ml,
kanamicino 30 mg/ml). Chloramfenikolis
(4 mg/ml) ir tetraciklinas (12 mg/ml) tir-
pinami etanolyje ir laikomi =20 °C tem-
peratdroje. | terpe paprastai dedama
50 ug ampicilino, 30 ug kanamicino,
30 ug chloramfenikolio ir 10-20 ug te-
traciklino vienam mililitrui terpés.



7.2. Substratg naudojanciy
bakterijy atranka

Darbo tikslas — iSskirti norima junginj
(substratg) naudojancius mikroorganizmus.

Gamtoje egzistuoja daugybé mikroor-
ganizmuy, kuriy vienintelis anglies ir ener-
gijos Saltinis, reikalingas jy augimui, yra
jvairds cheminiai junginiai, pvz, lipidai,
fenolis, naftalenas, laktozé, piridinas. Tokiy
mikroorganizmy paieska svarbi naujiems
substratg skaidantiems fermentams aptikti.
Norimiems mikroorganizmams i$ aplinkos
isskirti paprastai naudojamos sintetinés
terpés, kuriose vienintelé maisto medziaga
yra tiriamasis junginys (substratas). Tokios
terpés vadinamos selektyviomis. Yra daug
selektyviy terpiy, tinkamytamtikriems mik-
roorganizmams isskirti.

Reagentai

e Kozero mineraliné terpé (KT): 5 g/l
NaCl, 1 g/I NH,H PO, 1 g/l KHPO,, 0,4 ¢/l
MgSO,x7H,0, 10 ml/I drusky tirpalo, pH
7.2 (jei reikia, jpilama koncentruoto KOH).

e Kozero agaro terpé (KAT) gaunama j
KT terpe pridéjus 15 g/l agaro.

e EFAterpe: 10 g/IK,HPO,, 4 g/IKH,PO,,
19/1(NH,),SO,,0,29/IMgSO,x7H,0,0,5 g/l
mieliy ekstrakto, 10 ml/I drusky tirpalo, pH
7.2 (jei reikia, jpilama koncentruoto KOH).

e Agaro EFAA terpé gaunama | EFA ter-
pe pridéjus 15 g/l agaro.

e Drusky tirpalas: 2 g/l CaCl x2H.0,
1 g/l MnSO,x4H.,0, 0,5 g/l FeSO,x7H.0.
Druskos tirpinamos 0,1 N HCl ir jy tirpalo
KT bei EFA terpes jpilama po pastaryjy ste-
rilizavimo autoklave.

Aparatura
e autoklavas
e inkubatoriai
e svarstyklés
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® magnetiné maisyklé
e pH-metras
o kratyklé

Darbo eiga

1. Norima junginj skaidanciy mikroorga-
nizmy paieskai galima pasirinkti dirvo-
zemio pavyzdzius, surinktus skirtingose
vietovese. PavyzdZziui, jei bandoma is-
skirti benzeng ar fenolj skaidancius mik-
roorganizmus, pavyzdzius reikety rinkti
netoli chemijos gamyklos, automobiliy
keliy ar pesticidy sandéliy.

2. Po 2 g dirvozemio dedama | kdgine
200 ml tdrio kolba, kurioje yra 20 ml mi-
neralinés KT ar EFA terpés ir 0,01-0,5 %
norimo junginio.

3. Kolbos su dirvoZzemio meéginiais inku-
buojamos kratykléje aeruojant 1-7 pa-
ras 25-37 °C temperaturoje.

4. Po inkubacijos 50 ul kultdros paséjama
Petri léksteléje ant Kozero agaro terpés.

5. Lékstelés inkubuojamos 25-37 °C tem-
peratdroje ir atrenkamos geriausiai au-
gancios bei morfologiskai besiskirian-
¢ios kolonijos.

6. Atskiros kolonijos perséjamos ant komp-
leksinés terpés grynumui patikrinti.

7. Norint jsitikinti, kad atrinkti mikroorga-
nizmai tikrai naudoja tiriamajj junginj
augimui, jie paséjami tuo paciu metu
ant dviejy terpiy: Kozero agaro ar EFA
terpés be anglies saltinio (tiriamojo jun-
ginio) ir su anglies Saltiniu. Kontroliné
terpé yra be junginio. Tolesniam dar-
bui atrenkami mikroorganizmai, kurie
augo terpgje su tiriamuoju junginiu,
bet neaugo kontrolinéje terpéje. Norint
jsitikinti, kad atrinkti mikroorganizmai
tikrai naudoja tiriamajj junginj augimui,
ta patj eksperimentg galima pakartoti
naudojant skystas terpes.
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7.3. Chromosominés DNR
iSskyrimas

Darbo tikslas — isskirti DNR i3 pasirinkto
mikroorganizmo.

Reagentai

e terpés mikroorganizmnams auginti

o TNE buferinis tirpalas (10 mM Tris-HCl
(pH 8,0), 10 mM EDTA (pH 8,0), 10 mM
NaCl)

o TNE buferinis tirpalas su Tritonu X-100
(2 % Tritono X-100 (pH 8,0), 10 MM Tris-HC|
(pH 8,0), 10 mM NaCl, 10 mM EDTA)

e Tritonas X-100

e lizocimas

e proteinaze K

o fenolis

e chloroformas

o izoamilo alkoholis

e kalio acetatas

® 96 % etanolis

Aparatura
e autoklavas
e inkubatoriai
o svarstyklés
e mikrocentrifuga
e magnetiné maisyklé
e pH-metras
e automatinés pipetés
e automatiniy pipeciy antgaliai
e mikromégintuvéliai
o kratykle

Darbo eiga

1. Bakterijos auginamos 5 ml TB ar kitoje
joms tinkamoje terpéje per naktj aeruo-
jant 30 °C temperaturoje termostatinéje
kratykléje.

2. Lastelés centrifuguojamos (6000 g,
15 min.).

3. Nusodintos Igstelés praplaunamos 1 ml
TNE buferiniu tirpalu, o gauta lgsteliy
suspensija centrifuguojama (10 000 g,
5 min.).

4. Nusodintos lastelés suspenduojamos

135 ul TNE buferiniame tirpale ir papil-
domai jpilama dar 135 pl TNE buferinio
tirpalo su Tritonu X-100ir 30 pl (5 mg/ml)
lizocimo. Viskas gerai iSmaisoma ir inku-
buojama 30 min. 37 °C temperatdroje
kratykléje.

5. Po inkubavimo jpilama 15 ul proteina-
zés K tirpalo (20 mg/ml), gerai sumaiso-
ma 3-5 kartus apverciant mégintuvelj ir
inkubuojama 2 val. 65 °C temperatUroje
kratyklégje.

6. Po centrifugavimo (10 000 g, 15 min.)
gautas supernatantas' perpilamas |
nauja mégintuvelj ir gryninamas jpy-
lus 300 ul fenolio, chloroformo, izoa-
milo alkoholio tirpaly misinio santykiu
25:24:1. Tirpalas gerai sumaisomas ap-
verciant mégintuvelj 5-10 karty ir cen-
trifuguojamas (10 000 g, 5 min.). Virsu-
tinis sluoksnis atsargiai nusiurbiamas
j Svary mégintuvelj ir jpilama 300 pl
chloroformo, gerai sumaisoma ir vél
centrifuguojama.

7. | surinktg virsutinj sluoksnj jpilama 30 pl
5 M kalio acetato ir 660 ul 96 % etanolio.
Geresniam DNR nusodinimui misinys
paliekamas 2 val. arba per naktj —20 °C
temperaturoje.

8. Po centrifugavimo (10 000 g, 10 min.)
supernatantas nupilamas, o nuosédos
isdZiovinamos ir istirpinamos 150 pl dis-
tiliuoto vandens.

! Skystis vir$ nuoseduy.



7.4. Sarminis plazmidinés DNR
isskyrimo metodas

Darbo tikslas — i$ E. coli lgsteliy iSskirti
plazmidine DNR.

Reagentai

e sterilios agaro terpés

o sterilios skystos terpés

e £ coli kamienas DH5a, BL21(DE3)
arba kiti kamienai su plazmidémis

e etanolis

e izopropanolis

e gliukozé

e Tris-OH

e EDTA

e natrio dodecilsulfatas (SDS)

* NaOH

® amonio acetatas

Aparatura

e termostatas bakterijoms auginti

e termostatas

® pH-metras

e automatinés pipetés

e automatiniy pipeciy antgaliai

e mikromeégintuveliai

e ledo vonia

e mikrocentrifuga

o Petri lekstelés ir kolbos mikroorganiz-
mams auginti

o Saldiklis
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Darbo eiga

Bakterijy lastelés auginamos per naktj ae-
ruojant tinkamoje terpéje 30 °C tempera-
tdroje. T ml suspensijos centrifuguojama
(10000 g, 1 min.), po to skystis nupilamas,
0 gauta lasteliy masé suspenduojama
100 pl I tirpalo ir laikoma 15—20 min. kam-
bario temperattroje. Po to jpilama 200 ul
Il tirpalo ir laikoma 10-15 min. kambario
temperataroje. Kai tirpalas pasidaro skaid-
rus, jpilama 150 ul Il tirpalo ir laikoma
20 min. ledo vonioje, po to centrifuguoja-
ma (10 000 g, 5 min.). ] vieng tarj superna-
tanto jpilami 2 t0riai etanolio arba 1 taris
izopropanolio ir paliekama 3altai (=20 °C).
Susidarius nuosédoms tirpalas centrifu-
guojamas (10 000 g, 5 min.). Nuosédos
isdZiovinamos ir istirpinamos nedideliame
kiekyje vandens.

I tirpalas

50 mM gliukozés

25 mM Tris-OH (pH 8,0)
10 mM EDTA

Il tirpalas

02N NaOH

1% SDS

lll tirpalas

75M amonio acetatas

DNR tirpalus laikyti =20 °C (arba 80 °C
saugant ilgiau) temperatQroje.
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7.5. Genetinés medziagos
isskyrimas i$ aplinkos pavyzdziy

Darbo tikslas — i$ aplinkos pavyzdziy is-
skirti plazmidine DNR.

Reikia mokéti isskirti nekultivuojamy
mikroorganizmy DNR i3 jvairiy Saltiniy —
dirvozemio, vandens telkiniy vandens,
zarnyno ir kt. Siuo metu sukurta nemazai
rinkiniy, skirty DNR isskirti i$ jvairiy aplin-
kos pavyzdZiy, pvz, Meta-G-Nome™ DNA
Isolation Kit, EPICENTRE, UltraClean® Sail
DNA Isolation Kit, MO BIO, ZR Soil Microbe
DNAKit™ ZYMO RESEARCH. Toliau aprasy-
ti tiesioginis ir netiesioginis DNR iSskyrimo
metodai. Jei metagenominé biblioteka ku-
riama naudojant rinkinius, viskas atliekama
pagal gamintojy rekomendacijas.

Reagentai

o sterilios agaro terpés

o sterilios skystos terpés

e £. coli kamienas DH5a, BL21(DE3)
arba kiti kamienai su plazmidémis

e etanolis

o Tris-HCl

e FDTA

* SDS

o CTAB

e NaOH

e NaCl

e proteinazé K

e lizocimas

o chloroformas

e 7,5 M amonio acetatas

e izopropanolis

o TE buferinis tirpalas (10 mM Tris-HC|,
T mM EDTA, pH 7,5)

Aparatura

e sukuriné kratykle (VORTEX) arba mai-
Sytuvas

e termostatas

e pH-metras

e automatinés pipetés

e automatiniy pipeciy antgaliai

e mikromégintuvéliai

e ledo vonia

e mikrocentrifuga

e Petri lekstelés ir kolbos mikroorganiz-
mams auginti

o 3aldiklis

e membrana
WHATMAN)

(045 um poros; GE

Darbo eiga

Svelnios lizés metodas

Prie$ darbga paruosiami Sie tirpalai:

o lizés buferinis tirpalas (100 mM Tris-HCI,
100 mM Na-EDTA, 1,5 M NaCl, 1 % CTAB,
pH8)

o TE buferinis tirpalas.

1. ]2 ml mégintuvélj jberiama 1 g dirvoze-
mio.

2. Uzpilama 750 pl lizés buferinio tirpalo ir
intensyviai maisoma 5 min. stkurinéje
kratykléje didZiausiu greiciu.

3. Pridedama 40 ul lizocimo (50 mg/ml) ir
10 yl proteinazés K (10 mg/ml) ir inku-
buojama 37 °C temperatroje 30 min.

4. Pridedama 200 ul SDS (20 %) ir inkubuo-
jama 65 °C temperatUroje 2 val,, kas pus-
valandj pamaisoma.

5. Po centrifugavimo (6000 g, 10 min.)
supernatantas perpilamas j kitg mégin-
tuvélj, o ant nuosédy uzpilama 500 ul
lizés buferinio tirpalo. Kelias sekundes
pamaisoma, inkubuojama 65 °C tempe-
rataroje 10 min. ir vél centrifuguojama.



6. Abu supernatantai sumaisomi ir ekstra-
huojami chloroformu (ant jy uzpilamas
toks pat tdris chloroformo). Sumaisoma
ir centrifuguojama (6000 g, 5 min.). Vir-
sutiné vandeniné fazé nupilama j Svary
megintuvel;.

7. | tirpalg jpilama 0,6 tUrio izopropanolio
ir inkubuojama 4 °C temperatdroje per
naktj.

8. DNR nuosédos nusodinamos centrifu-
guojant (16 000 g, 10 min.) ir iStirpina-
mos 50 I TE buferiniame tirpale.

Netiesioginis DNR ekstrakcijos metodas

Prie$ darba paruosiami Sie tirpalai:

e maisymo buferinis tirpalas (100 mM
Tris-HCI, 100 mM Na-EDTA, 0,1 % SDS, 1 %
CTAB, pH 8)

e plovimo buferinis tirpalas (100 mM
Tris-HCl, T mM EDTA, pH 8)

e lizés buferinis tirpalas (100 mM
Tris-HCI, 100 mM Na EDTA, 1,5 M NaCl, 1 %
CTAB, 20 % SDS, lizocimas, proteinaze K)

1. 50 g aplinkos pavyzdZio suspenduoja-
ma 100 ml maisymo buferinio tirpalo ir
homogenizuojama maisytuve (3 min.)
arba stkurinéje kratykléje (15 min.).

2. Like Zemiy gumuléliai centrifuguojami
(1000 g, 10 min.), tada ant nuosédy uz-
pilama 100 ml maiSymo buferinio tir-
palo ir vél maiSoma. Taip kartojama 3
kartus.

3. Supernatantai, gauti po visy trijy centri-
fugavimy, sumaisomi. Bakterijy lgstelés
nusodinamos centrifuguojant (10 000 g,
30 min.).

4. Surinktos bakterijos praplaunamos plo-
vimo buferiniu tirpalu.

5. Nuosedos suspenduojamos 8 ml lizés
buferinio tirpalo pridéjus 160 ul lizoci-
mo (50 mg/ml) bei 40 pl proteinazes K
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(10 mg/ml) ir inkubuojama 37 °C tem-
perataroje 30 min.

6. | tirpalg jpilama 1 ml 20 % SDS ir inku-
buojama 2 val. 65 °C temperaturoje kra-
tant (200 rpm).

7. Toliau ekstrahuojama chloroformu ir
DNR nusodinima izopropanoliu, kaip ir
Svelnios lizés metodu, o nuosédos tirpi-
namos 250 mI TE buferiniame tirpale.

DNR iSskyrimas i$ jiros vandens

Prie$ darbg paruosiami sie tirpalai:

o STE buferinis tirpalas (10 mM Tris-HCl
(pH 8), 1 mM EDTA, 100 mM NaCl)

® 10 % SDS tirpalas

e etanolis

® amonio acetatas

o TE buferinis tirpalas

1. Bakterijy lastelés i vandens (apie 10 I)
surenkamos filtruojant per membranag,
kurios poros 0,45 um. Membrana véliau
nuplaunama STE buferiniu tirpalu.

2. Nuo membranos nuplautos lastelés
centrifuguojamos (12 000 g, 15 min.).
Po to ant Igsteliy uzpilama STE buferinio
tirpalo.

3. | vieng tarj bakterijy suspensijos jpilama
0,1 tario 10 % SDS tirpalo ir mégintuve-
liai 1-2 min. kaitinami verdancio van-
dens vonelgje.

4. | mégintuvélius su DNR jpilami 3 tG-

riai etanolio (96 %) ir 0,1 tdrio amonio
acetato (7,5 M) ir maziausiai 2 val. laiko-
ma —20 °C temperatUroje.

5. DNR  nuosédos  centrifuguojamos
(10 000 g, 10 min.) ir tirpinamos TE bu-
feriniame tirpale.
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7.6. DNR elektroforezé, DNR
gryninimas ir analizé

Darbo tikslas — paruosti agarozés gelius
DNR frakcionuoti ir gryninti, jvertinti isskir-
tos DNR grynuma.

Reagentai

e agaroze (TopVision™ Agarose, THERMO
FISHER SCIENTIFIC)

e etidzio bromidas (SIGMA, FLUKA)

o TAE (Tris-acetato elektroforezés bu-
ferinis tirpalas (TAE x 50) — 242 g/I Tris,
57,1 ml/I acto ragsties, 37,2 g/l EDTA, pH
8,0; skiesti 50 karty)

e clektroforezés daziklis  (6X DNA
Loading Dye, THERMO FISHER SCIENTIFIC)

e DNR Zymuo (GeneRuler™ DNA
Ladder Mix, ready-to-use, THERMO FISHER
SCIENTIFIC)

e DNR gryninimo po PGR rinkinys
(GeneJET™ PCR Purification Kit, THERMO
FISHER SCIENTIFIC, arba QlAquick PGR
Purification Kit, QIAGEN)

Aparatura
e UV transiliuminatorius
o stkuriné kratyklé (VORTEX)
e termostatas
e pH-metras
e automatinés pipeteés
e automatiniy pipeciy antgaliai
o mikromégintuveéliai
e ledo vonia
e mikrocentrifuga
o Saldiklis

Darbo eiga

1. 1 g agarozés sumaisoma su 100 ml TAE
buferiniu tirpalu ir kaitinama, kol agaro-
zé visiskai istirpsta.

2. Tirpalg atvésinus iki 60 °C temperatlros
i ji ipilama 0,001 % etidzio bromido ir
visa tai supilama j liejimo formas, Suke-
lémis padaromi sulinéliai, j kuriuos bus
jleidZiami DNR pavyzdZiai.

3. Sustingus agarozées geliui Sukelés istrau-
kiamos, o gelis panardinamas j TAE bu-
ferinj tirpalg elektroforezés aparate.

4. DNR pavyzdys sumaisomas su DNR
elektroforezés dazikliu ir misinys sulei-
dziamas | sulinélius. | gretima Sulinel]
suleidZiamas DNR Zymuo.

5. Tuomet leidZiama tekéti elektros srovei.

6. Elektroforezés dazikliui nuéjus 2/3 gelio,
gelis stebimas ultravioletingje Sviesoje
(DNR su etidZio bromidu sudaro oranzi-
nes spalvos UV Svytintj junginj).

7. Fragmenty dydis nustatomas palygi-
nus jy nueitg kelig su Zymens nueitu
keliu (32 pav.).

Kartu su DNR i$ aplinkos pavyzdziy
ekstrahuojasi ir humuso rdgstys, kurios yra
pagrindiné DNR priemai3a. Sie junginiai
sugeria 230 nm bangos ilgio Sviesg, DNR —
260 nm, o baltymai 280 nm. DNR 3varu-
mui jvertinti spektrofotometru tikrinamas
260 nm/230 nm (DNR ir humuso ragsciy)
bei 260 nm/280 nm (DNR ir baltymy) su-
gerties santykis. Jei A260/A230 santykis di-
desnis negu 2, DNR pavyzdys pakankamai
grynas ir tinkamas daugeliui geny analizés
ir kGrimo metoduy.

Jei DNR nepakankamai $vari, papras-
Ciausias budas ja gryninti yra po elektrofo-
rezés agarozés gelyje iSpjauti reikiamo dy-
dzio fragmentus i$ gelio. Tam naudojami
rinkiniai (pvz., GeneJET™Gel Extraction Kit,
THERMOFISHERSCIENTIFIC,arbaQlAquick
Gel Extraction Kit, QIAGEN) pagal gamin-
tojy rekomendacijas.



Po PGR DNR gryninama naudojant
DNR gryninimo rinkinj pagal gamintojo
rekomendacijas.
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— kryptis

32 pav. Elektroforezés aparatira (a), transiliuminatorius (b), agarozés gelis su DNR fragmentais,
apsviestas UV viesa (c), ir agarozés gelio schema (d).

7.7.  Imliosios kultdros
paruosimo metodas

Darbo tikslas — paruosti imligsias £. coli
lgsteles ir transformuoti jas DNR moleku-
lémis.

Reagentai

e sterilios agaro terpés

e sterilios skystos terpes

e antibiotikai

e £. coli kamienas DH5a, BL21(DE3)
arba kiti kamienai

e sterilas MgCl ir CaCl_tirpalai

e glicerolis

Aparatura
e termostatas bakterijoms auginti
e termostatas
o spektrofotometras
e jutomatinés pipetés
e automatiniy pipeciy antgaliai
e mikromeégintuveliai

e ledo vonia

e mikrocentrifuga

o Petri lékstelés ir kolbos mikroorganiz-
mams auginti

Darbo eiga

Cheminis imliosios kultiiros paruosimo

metodas

1. E. coli DH5a arba kitoks kamienas augi-
namas LB terpéje 15-16 h 37 °C tempe-
ratUroje aeruojant.

2. 500 pl kultGros perséjama j 50 ml LB ter-
pés ir auginama, kol optinis tankis (A
pasiekia 0,3-0,5 (apie 3 val.).

3. Suspensija ledu Saldoma 10-15 min. ir
centrifuguojama (5000 g, 15 min.).

4. Nusédusios lgstelés suspenduojamos
10 ml 100 mM MgCl, tirpalo ir Saldomos
10 min. ledo vonioje.

5. Tirpalas dar kartg centrifuguojamas ir
lasteliy  nuosédos  suspenduojamos
20 ml 100 mM CaCl,, saldoma 10 min.
ledo vonioje.

600)

DNR

Judéjimo
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6. Tirpalas dar kartg centrifuguojamas ir
lasteliy nuosédos suspenduojamos 1 ml
85 mM CaCl,, 15 % glicerolio tirpale.

100 ul taip paruosty lasteliy sumai-
soma su DNR pavyzdziu (DNR vektorius,
ligavimo misinys ar kita) ir 30 min. 3aldo-
ma ledo vonioje. Po inkubacijos Igstelés
paveikiamos 45 s trukmes kars¢io Soku
42 °C temperatdros vandens vonioje. DNR
ir I3steliy misinys atsaldomas ir paséjamas
ant agaro terpés su ampicilinu arba kitu
reikiamu antibiotiku.

Imliyjy lasteliy ruosimas ir transforma-

cija elektroporacijos metodu

1. Escherichia coli DH5a lastelés paséjamos
i 5 ml kompleksinés terpés ir auginamos
per naktj (15-16 val) aeruojant 30 °C
temperataroje.

2. 1 ml kultGros paséjama j 200 ml TB ter-
pés. Auginama aeruojant 37 °C tempe-
ratUroje, kol optinis tankis (A ) pasiekia
0,5-0,9.

3. Lastelés 15 min. laikomos ledo vonioje.

4. Po centrifugavimo (3000 g, 10 min.) 3al-
dant pasalinamas supernatantas. Laste-
lés du kartus praplaunamos 40 ml salto
vandens: lagstelés resuspenduojamos,
surenkamos centrifuguojant anksciau
minétomis sglygomis.

5. Uzpilama 10 ml 10 % 3alto glicerolio
tirpalo ir lastelés resuspenduojamos.
Dar kartg centrifuguojama ir lgstelés su-
spenduojamos 1 ml 10 % 3alto glicero-
lio tirpalo.

6. Elektroporacijai naudojamos lastelés ir
kiuvetés atSaldomos ledo vonioje.

7.1 100 ul imliyjy lasteliy dedama 1 ug
DNR ir inkubuojama kelias minutes ledo
vonioje.

600

8. Lasteliy suspensija su DNR perpilama j
atsaldytg kiuvete. Si jdedama j elektro-
poracijos aparata, elektroporacija vyk-
doma esant 20 kV/cm jtampai. Elektros
impulso trukmé 4-5 ms.

9. Po elektroporacijos nedelsiant ant lgste-
liy uzpilama 200 ul TB terpés, suspensija
perpilama j mégintuvel.

10. Lastelés inkubuojamos 30 min. 37 °C
temperataroje ir paséjamos ant LB ter-
pés su antibiotiku.

7.8. DNR fragmento jterpimasj
DNR vektoriy (klonavimas)

Darbo tikslas — jterpti DNR fragmentg j
vektoriy.

Reagentai

e restrikcijos  endonukleazés, ligaze
ir jy buferiniai tirpalai (THERMO FISHER
SCIENTIFIC)

e DNR gryninimo rinkinys (QlIAquick
Gel Extraction Kit, QIAGEN)

e tinkamas klonavimui plazmidinis vek-
torius (pUC19, pTZ57R, pET21a ar kitokie)

e . coli kamienas DH5a, BL21(DE3)
arba kiti kamienai

e PEG 4000

Aparatura
e termostatas
e automatinés pipetés
e automatiniy pipeciy antgaliai
e mikromégintuvéliai
o 3aldiklis
e mikrocentrifuga



Darbo eiga

DNR karpymas (restrikcija)

Paprastai DNR karpoma laikantis gamin-
tojo pateikty rekomendacijy, optimalioje
temperatUroje (dazniausiai 37 °C), tam
tikrg laikg (10-60 min.). Fermentai inakty-
vinami inkubuojant 10-20 min. 65-80 °C
temperattroje arba gryninant DNR. To-
kiomis paciomis restriktazémis veikiamas
DNR fragmentas ir plazmidinis vektorius.
Po karpymo rekomenduojama DNR gryni-
nimo rinkiniais isgryninti vektoriy.

Ligavimas
Sukarpytos DNR fragmentai sujungiami lai-
kantis gamintojo pateikty rekomendacijy
T4 DNR ligaze. Ligavimo misinj dazniausiai
sudaro: 10-20 ul DNR fragmento (priklau-
so nuo koncentracijos), 1-3 ul perkirpto
plazmidinio vektoriaus (priklauso nuo kon-
centracijos), 4 ul ATP turincio 10 x ligavimo
buferinio tirpalo, 1 ul ligazés (5 U/ul), 4 ul
PEG 4000 (jei liguojama bukais galais), iki
40 yl vandens. Reakcijos misinys laikomas
kambario temperatdroje vieng valandg, po
to inkubuojamas 10 min. 65 °C temperatU-
roje ir atvésinamas. O véliau ligavimo misi-
niais transformuojamos E. coli lastelés.
DNR tirpalus, ligavimo misinius laiky-
ti =20 °C (arba —80 °) temperatdroje.

7.9.  Atsitiktiné mutageneze
klaidinancios PGR metodu

Darbo tikslas — pakeisti DNR fragmento
nukleotidy seka.

Reagentai
e 7ag DNR polimeraze (5 U/ul, pvz,
THERMO FISHER SCIENTIFIC)
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¢ 10 x Tag buferinis tirpalas su KC|

e 25 mM MgCl,

e 1 MMnCl,

o dANTP misinys (po 2 mM kiekvieno
dNTP)

e vanduo be nukleaziy

o plazmidé su klonuotu genu

e PGR pradmenys, komplementarQs
geny galams su jterptomis restriktaziy kir-
pimo sekomis, kurios bus naudojamos klo-
navimui

Aparatura
o termocikleris (33 pav.)
e termostatas
e automatinés pipetés
e automatiniy pipeciy antgaliai
e mikromeégintuveliai
o Saldiklis
e mikrocentrifuga

33 pav. Termocikleris
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Darbo eiga

Reakcijos misinio paruosimas

Trijuose mégintuveliuose paruosiami skir-
tingy koncentracijy MnCl_tirpalai: 0,1 mM,
T mM, 10 mM. Reakcijos misinj (50 ul) turi
sudaryti:

1.0><Taq buferinis 54

tirpalas

dNTP misinys (2 mM

kiekvieno) 2 012 it
tiesioginis pradmuo

(100 M) 05ul 1uM
atvirkstinis pradmuo

(100 M) 0,5 ul T uM
25 mM MgCl, 5ul 2,5 mM
DNR 1-10ul  10ng
Tag DNR polimerazé

(5 U/l 04 ul 2U
I\AnCI2 0,7-10mM
H,0 iki 50

G, T - atitinkamy nukleotidy skaicius pra-
dmenyje. Jei | pradmenj jtraukiama karpy-
mui ir klonavimui reikalinga restrikcijos en-
donukleazés atpazinimo seka, pradmens
5" gale pries Sias sekas reikéty pridéti 2 ar
3 nukleotidus. Pradmenis galima uzsakyti
juos gaminanciose bendrovése (SIGMA,
METABION).

Ciklinimo reakcija. Sukuriama PGR pro-
grama i$ 30 cikly:

2 min., 94 °C, pradiné denatdracija

15-60 s* 94 °C denatdra-
vimo
15-60 s 45— pradmeny 30
65 °C**  prilydymo  cikly
1-2 min***  72°C grandinés
ilginimo

5 min,, 72 °C, nebaigty grandinés galy
ilginimas

Reakcijos misinio jpilama | mégintuvé-
lius, kurie pries reakcijg laikomi ledo vo-
nioje.

PGR pradmeny kirimas

Paprastai pradmenys bdna sudaryti i3
15-35 nukleotidy. Jie turi bati komple-
mentards norimo padauginti DNR fra-
gmento galams, be to, gali turéti jterptas
restriktaziy atpazinimo sekas, patogias to-
lesniam klonavimui. Optimalus GC kiekis
turéty bati 40-60 %, gerai, jei pradmuo 3’
galeturi 1ar2 Garba Cnukleotidus. T tarp
dviejy pradmeny neturéty skirtis daugiau
nei 5 °C.T pradmenims, kuriy ilgis apie 20
nukleotidy, galima apskaiciuoti pagal for-
mule: T =4(G + C) + 2(A +T), kur A, C,

* priklauso nuo termociklerio gamintojo
rekomendacijy.

**T temperatara priklauso nuo pradmeny
lydymosi temperatdros T ir turéty bati 5 °C
v . v . . m cve

Zemesné, nei Zemiausia apskaiciuota T _
pradmenims.

*** Jaikas priklauso nuo gaunamo fragmento
ilgio ir polimerazés greicio, pvz, Tag polimerazé
mazesnj nei 2 kb DNR fragmenta prailgina per

1 min., ilgesniems fragmentams gauti reikéty
pridéti po 1 min/1 kb, Pfu polimerazé per 1 min.
prailgina apie 0,5 kb ilgio fragmentus.

Mégintuvéliai su paruostais reakcijos misi-
niais sudedami j termociklerj ir pradedama
reakcija. Susidares PGR produktas patikri-
namas elektroforezés metodu, grynina-
mas, karpomas restriktazémis ir jterpiamas
j ekspresijos vektoriy.



7.10. Cheminé mutageneze in
Vitro

Darbo tikslas — DNR fragmento mutage-
nezé cheminiais junginiais.

Reagentai

e 7ag DNR polimerazé (5 U/yl, pvz,
THERMO FISHER SCIENTIFIC)

e 10x Taq buferinis tirpalas su KCl|

e 25 mM MgCl,

e 1 MMnCl,

e ANTP  misinys (2 mM kiekvieno
dNTP)

e vanduo be nukleaziy

e plazmidé su klonuotu genu

e PGR pradmenys, komplementarQs
geny galams su jterptomis restriktaziy kir-
pimo sekomis, kurios bus naudojamos klo-
navimui

e nitrito ragstis (modifikuoja C, A ir G
nukleotidus; 1,25 M natrio nitrito tirpinama
0,3 M Na acetato buferiniame tirpale, pH 4,3)

e 15 M skruzdziy rdagsties vandeninis
tirpalas (modifikuoja G ir A), 75 % hidrazino
vandeninis tirpalas (modifikuoja CirT)

® 7,5 M amonio acetato tirpalas

® 96 % etanolis

Aparatura
e termocikleris
e termostatas
e automatinés pipetés
e automatiniy pipeciy antgaliai
o mikromégintuvéliai
o 3aldiklis
e mikrocentrifuga

Darbo eiga
1. 20 ul (apie 1 pg/ul) plazmidinés DNR su-
maisoma su 80 pl mutageno tirpalo ir in-
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kubuojama 20 °C temperatdroje 1 val. Kas
15 min. reikia imti po 15 pl pavyzdZio.

2. | pavyzdZius jpilti po 10 ulamonio aceta-
to ir 600 pl etanolioir 1 val. palikti —20 °C
temperaturoje.

3. DNR  nuosédos  centrifuguojamos
(12 000 g, 5 min.), etanolis nupilamas, o
nuosedos istirpinamos 20 ul distiliuoto
vandens.

4.1 ul taip paruostos DNR naudojamas
PGR reakdijai.

Reakcijos misinj (50 wl) turi sudaryti:

1'0 x Taq buferinis 5l

tirpalas

dNTP misinys 2 mM

kiekvieno dNTP) Sul 0,2 mM
tiesioginis pradmuo

(100 pM) 05u 1uM
atvirkstinis pradmuo

(100 pM) 05u  1uM
25 mM MgCl, 5ul 25mM
DNR =10l 10ng
Tag DNR polimerazé

(5 U/ul) Tyl TU
H,0 iki 50

Ciklinimo reakcija. Sukuriama PGR prog-
rama is 30 cikly:

15-60s  94°C denatdravimo

15-60s  45-65°C pradmeny prilydy-
mo

1-2min.  72°C grandinés ilginimo

Susidares PGR produktas tikrinamas
elektroforezés metodu, gryninamas, kar-
pomas restriktazémis ir jterpiamas | eks-
presijos vektoriy.
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7.11. Mutageneze ir
rekombinacija PGR metodu

Darbo tikslas — sukurti geno mutanty bib-
lioteka.

Reagentai

e Pfu DNR polimerazé (5 U/ul, pvz,
THERMO FISHER SCIENTIFIC)

e 10 x buferinis tirpalas su MgSO,

o dNTP misinys

e vanduo be nukleaziy

o plazmidé su klonuotu genu

e PGR pradmenys, komplementarQs
geny galams su jterptomis restriktaziy
kirpimo sekomis, kurios bus naudojamos
klonavimui, vidiniai pradmenys su pagei-
daujamais pakeitimais

* DNR gryninimo i$ agarozés gelio rin-
kinys (pvz, GeneJET™ Gel Extraction Kit,
THERMO FISHER SCIENTIFIC, QlAquick Gel
Extraction Kit, QIAGEN)

Aparatura
e termocikleris
e termostatas
e automatinés pipetés
e automatiniy pipeciy antgaliai
o mikromégintuveéliai
o Saldiklis
e mikrocentrifuga

Darbo eiga
Atliekamos dvi PGR reakcijos:
1 —pradmenys Air C,
2 —pradmenys B ir D.

50 ul PGR reakcijos misinio sudétis:

10 X Pfu buferinis tirpalas 5ul

suMgSO,

dNTP misinys (2 mM kiek- 5 pl

vieno dNTP)

tiesioginis pradmuo 1T uM

(A arba B)

atvirkstinis pradmuo T uM
(Carba D)

DNR 50pg-1pug
Pfu DNR polimerazé 1,25-2,5U
H,O iki 50 pl

PGR programa tokia, kaip jau aprasyta
anksciau, tik polimerizacijos ciklas turéty
bati 2 min/kb.

94 °C 3 min. 1 ciklas
94 °C 1 min.
45-65 °C 1 min. 30 cikly
72°C 2 min.
72 °C 5 min. 1 ciklas

Po Sio PGR ciklo atliekama DNR elektro-
forezé ir abu gauti fragmentai ispjaunami
i$ gelio ir isgryninami, kaip rekomenduoja
gamintojas.

Antrajai PGR reikia:

e 10 ul fragmento AC ir 10 ul fragmen-
to BD

e polimerazés buferinio tirpalo

e dNTP

o Pfu polimerazeés, kaip ir pirmajam PGR
ciklui

e pradmeny AirD



Vykdoma antroji PGR. Jei po $ios reakci-
jos susidaro labai mazai produkto, antrajg
PGR reakcijg galima pradéti nejdejus jokiy
pradmeny (A ir D), o juos sudéti tik po 4 ar
5 cikly.

Susidares PGR produktas gryninamas,
karpomas restriktazémis ir jterpiamas j eks-
presijos vektoriy.

7.12. Geny maisymas

Darbo tikslas — naudojant homologinius
genus sukurti geno mutanty biblioteka.

Reagentai
e plazmidés su klonuotu genu
e DNazé ir jos buferinis tirpalas

(DNase I, RNase-free (supplied with MnCl),
THERMO FISHER SCIENTIFIC)

¢ PGR reagentai

e pradmenys, komplementarts geno
galams

Aparatura

e termostatai (15 °C ir 90 °C) arba ter-
mocikleris

e automatinés pipetés

e qutomatiniy pipeciy antgaliai

o mikromégintuvéliai

o Saldiklis

o mikrocentrifuga

Darbo eiga

1. Plazmidése esantys genai, kurie bus mai-
somi, padauginami PGR metodu arba,
jei yra galimybé, iSkerpami i$ plazmides,
gauti fragmentai isgryninami. Fragmen-
tai sumaiSomi santykiu 1:1. DNR kiekis
turéty bati ne mazesnis nei 1 ug.
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2. DNR misinys (45 ul) ir 5 pl 10 X DNazeés
buferinio tirpalo (100 mM Tris-HCI (pH
7.5, kai temperatara 25 °C), 100 mM
MnCl, 1 mM CaCl)) 5 min. inkubuoja-
ma 15 °C temperatdroje, po to jdedama
0,3 U DNazés ir karpoma 2 min.

3. DNazé inaktyvinama reakcijos misinj
kaitinant 10 min. 90 °C temperatUroje.

4. Fragmenty dydis nustatomas DNR elek-
troforezés metodu. DNR gryninama.

5. Fragmentai surenkami PGR metody, ta-
Ciau | reakcijos misinj nededama prad-
meny.

6. Sukuriama PGR programa:

94 °C 3 min. 1 ciklas
94 °C 1 min.
55°C 1 min. 40 cikly
72 °C 2 min.
72 °C 5 min. 1 ciklas

1 ul Sio reakcijos misinio véliau naudo-
jama PGR i$ 25 cikly jdéjus pradmenis.

Toliau vykdoma DNR elektroforeze,
susidare fragmentai gryninami, karpomi
ir jterpiami | plazmidinj vektoriy (Zr. kitus
metodus).

7.13. Rekombinantiniy
baltymy biosintezés indukcija ir
gryninimas

Darbo tikslas — i3skirti rekombinantinj
baltyma, turintj poliHis inkarg, i$ E. coli 13s-
teliy.

Reagentai
o sterilios agaro terpés
o sterilios skystos terpés
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o £ coli kamienas DH5a, BL21(DE3)
arba kiti kamienai, transformuoti su raiskos
vektoriuose klonuotais genais

e |zopropiltiogalaktopiranozidas (IPTG)

e Tris-HCl

e imidazolas

Aparatura

e termostatas

o Petri lékstelés ir kolbos mikroorganiz-
mams auginti

® pH-metras

e automatinés pipetés

e automatiniy pipeciy antgaliai

o mikromégintuveéliai

e ledo vonia

e mikrocentrifuga

e chromatografas

o HiTrap™ chelating HP kolonélé

o spektrofotometras

e ultragarsinis dezintegratorius

Darbo eiga

1. | skysta terpe perséjamos vienos koloni-
jos lastelés.

2. E coli bakterijos auginamos komplek-
singje arba sintetingje terpéje 30 °C
temperatlroje aeruojant per naktj
(16-18 val.).

3. 250 ul kultaros perkeliamaj 25 ml terpés.
Bakterijy kiekis skystoje terpéje nustato-
mas spektrofotometriskai — matuojama
600 nm ilgio Sviesos bangy sugertis, o
kontrolei naudojama sterili terpé. Kultd-
ra tinka, kai sugertis yra nuo 0,6 iki 1,3.

4. Rekombinantiniy baltymy sintezei nau-
dojamas induktorius, IPTG — 0,05—-1 mM.
Temperattra 15-30 °C.

5. Po indukcijos lastelés auginamos 4-20
valandy.

6. Lastelés centrifuguojamos (3000 g,
15 min.), nusodintos Igstelés resuspen-

duojamos 5 ml 50 mM Tris-HC| buferi-
niame tirpale (pH 7,5) ir suardomos ul-
tragarsu ausinant ledo vonioje.

7. Prie$ gryninant lasteliy fragmentai pa-
alinami centrifuguojant (10 000 g,
30 min.).

8. Belgstelinis  ekstraktas gryninamas
vienu afininés chromatografijos me-
todu — naudojant nikelio chelaty sor-
bentg (pvz, 1 ml HiTrap™ chelating
kolonéle).

9. Kolonélés i5 anksto praplaunamos
50 mM  Tris-HCl  buferiniu  tirpalu
(PH 7,5).

10. Visi neprikibe baltymai isplaunami tuo
paciu buferiniu tirpalu.

11. Baltymai, turintys 6 histidiny inkara,
iSplaunami didinant imidazolo koncen-
tracijg nuo 0 iki 0,5 M.

7.14.  Antikany gryninimas
afininés chromatografijos
metodu

Darbo tikslas — sukoncentruoti ir isgry-
ninti antikiny preparatg naudojant afini-
nés chromatografijos metoda.

Reagentai

e (NH,) SO,

e PBS buferinis tirpalas (8 g/I Nadl,
0,2 g/l KCl, 0,2 g/l KH,PO,, 1,5 g/l Na,HPO,
(pH 7,0-7.3)

¢ 0,1 M kalio citrato buferinis tirpalas
(pH 3,0)

e 1 MTris buferinis tirpalas (pH 9,0)

Aparatura
o AKTA Purifier chromatografijos sis-
tema



e 5 ml Protein A kolonélé (GE HEALTH-
CARE)

e magnetiné maisykle

e dializés maiseliai

e centrifuga

e ultrafiltravimo aparatas su 30 000 Da
pralaidumo membrana

Darbo eiga

1. Antikany tirpalas (serumas) pries afini-
ne chromatografijg koncentruojamas ir
dalinai gryninamas nusodinant amonio
sulfatu.

2. | ledo vonioje maisoma 30 ml antikdny
tirpalg jpilama amonio sulfato (iki 50 %
sotumo tirpalo) ir laikoma 30 min. 4 °C
temperatUroje, kad susidaryty nuose-
dos.

3. Nuosédos centrifuguojamos (8000 g,
20 min.), istirpinamos 10-15 ml PBS bu-
ferinio tirpalo ir dializuojamos 4 °C tem-
peratroje 17-20 val.

4.5 ml Protein A kolonélé praplaunama
PBS buferiniu tirpalu ir joje sorbuojamas
antikdny tirpalas.

5. Neprikibe baltymai isplaunami tuo pa-
¢iu buferiniu tirpalu, o sorbuoti antika-
nai isplaunami 0,1 M citrato buferiniu
tirpalu (pH 3,0).

6. Frakcijos renkamos po 0,5 ml. Kad anti-
kinai nedenatdruoty dél labai ragscios
terpés, | mégintuvelius i5 anksto jpila-
ma po 0,2 ml 1T M Tris buferinio tirpalo
(pH 9,0).

7. Kolonélé po antikany iSplovimo nedel-
siant praplaunama PBS buferiniu tirpalu.
Frakcijos su antiklnais surenkamos ir
koncentruojamos ultrafiltravimo me-
todu bei dializuojamos 17-20 val. 4 °C
temperataroje.
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7.15. Imobilizacija ant silanu
modifikuoto silikagelio

Darbo tikslas — modifikuoti silikagelj si-
lanu, turin¢iu aminogrupe, ir kaip risiklj
naudojant glutaro dialdehidg ant jo imo-
bilizuoti baltyma.

Reagentai

o silikagelis (sferinis 0,035-0,045 mm,
pory skersmuo 260-340 A, FLUKA)

o 3-aminopropiltrietoksisilanas
FLUKA)

e glutaro dialdehidas

o distiliuotas vanduo

¢ 100 mM natrio fosfato buferinis tirpa-
las (pH 7,0)

o liofilizuotas fermentas

® 1 M metilamino tirpalas

e acetonas

e reakcijos misinys fermento aktyvu-
mui nustatyti

(APTS;

Aparatura
e grjztamasis Saldytuvas
® magnetiné maisyklé
o spektrofotometras
e centrifuga
e termostatuojama kratyklé
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Darbo eiga

Darbo schema

Silikagelis-(Si—OH), + (CH,~CH,—0) ~Si—~(CH,) —NH,

\]/silanizacija 90 °C, 1 val.

Silikagelis—(Si—0),—Si— (CH,),~NH, + (CH,-CH,—OH),

Silikagelis— (Si—0),—Si— (CH,),~NH, + OHC- (CH_),-CHO

\l/aktyvacija 30 °C, 0,5 val.

Silikagelis— (Si~0),~Si~ (CH,) ,-N=CH—(CH,) ,~CHO + H,0

Silikagelis—(Si—0),—Si—(CH,) ,-N=CH—(CH,),~CHO + NH_-baltymas

J imobilizacija 30 °C, 0,5 val.

Silikagelis— (Si~0),~Si~(CH,) ~N=CH~(CH_) ~CH=N-baltymas + H.O

1. 3 g silikagelio supilama j kolbg su grjz-
tamuoju Saldytuvuy, jpilama 20 ml 1 %
APTS tirpalo (pH 3,5). Kolba verdancio
vandens vonioje kaitinama nuolat pa-
maisant 1 val.

. Modifikuotas silikagelis praplaunamas
500 ml distiliuoto vandens, po to 50 ml
acetono ir vél kelis kartus praplaunamas
distiliuotu vandeniu.

. Silikagelis suspenduojamas vandenyje
iki 10 ml. 0,05 ml tokios suspensijos yra
apie 15 mg modifikuoto silikagelio.

. Suspensija laikoma 4 °C temperatUroje.
. Liofilizuotas fermentas istirpinamas
100 mM natrio fosfato buferiniame
tirpale (pH 7,0) iki 15 mg/ml baltymo
koncentracijos. Patikrinama baltymo
koncentracija ir nustatomas fermento
aktyvumas.

. Suspensija

6. 0,25 ml silikagelio suspensijos praplau-

nama 100 mM natrio fosfato buferiniu
tirpalu (pH 7,0), pridedama 0,005 ml 5 %
glutaro dialdehido vandeninio tirpalo ir
aktyvuojama 30 min. 30 °C temperatd-
roje maisant 1000 aps./min. greiciu kra-
tykléje.

. Laisvas glutaro dialdehidas pasalinamas

aktyvinta silikagelj kelis kartus praplovus
1-2 ml 100 mM natrio fosfato buferinio
tirpalo (pH 7,0).

praskiedziama  buferi-
niu tirpalu iki 0,25 ml ir pridedama
0,1 ml fermento tirpalo (koncentracija
15 mg/ml).

. Imobilizacijai imama 10 ug fermento

vienam mg silikagelio. Esant kitokiai
fermento koncentracijai, svarbu islaikyti
tokj patj baltymo ir silikagelio santykj.



10. Fermentas imobilizuojamas 30 min.
30 °C temperatdroje maisant
1000 aps./min. greiciu kratyklgje.

11. Reakcija sustabdoma pridéjus j reakci-
jos misinj 0,02 ml 1 M metilamino tir-
palo.

12. Silikagelis su imobilizuotu fermen-
tu kelis kartus praplaunamas 1-2 ml
100 mM natrio fosfato buferiniu tirpa-
lu (pH 7,0) ir jpilama buferinio tirpalo
iki 0,25 ml.

13. Suspensija laikoma 4 °C temperaturoje.

Imobilizuoto fermento aktyvumo ir
imobilizacijos efektyvumo jvertinimas

Intensyviai maisant i suspensijos pai-
mama 0,01 mlimobilizuoto fermento ir jpi-
lama 1 ml reakcijos misinio, skirto fermen-
to aktyvumui nustatyti. Reakcija vykdoma
30 °C temperatdroje 1-5 min. intensyviai
reakcijos misinj maisant termostatuojamo-
je kratyklgje. Pavyzdys su reakcijos misiniu
centrifuguojamas (5000 g, 7-10 s), super-
natantas nupilamas ir matuojama jo su-
gertis tinkamoje srityje, kuri priklauso nuo
tiriamo fermento, substrato ir susidariusio
produkto. Kontrolei naudojamas reakcijos
misinys be fermento.
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Fermento aktyvumas apskaiciuojamas
pagal formule:

aktyvumas (vienetai/ml) =
=AXVXx1000/txnxLxe,
dia:
A — sugerties pokytis xx nm srityje,
€ — ekstinkcija (M~'xcm™),
L — kiuvetés storis (cm),
V - reakcijos misinio taris (ml),
t - reakcijos laikas (min.),
n - imobilizuoto fermento suspensijos ta-
ris (ml).

Imobilizacijos efektyvumas apskaiciuo-
jamas pagal formule:

efektyvumas (%) =

=A XV, X100/A, XV,
Cia
A, —imobilizuoto fermento suspensijos ak-
tyvumas (vienetai/ml),
V. —imobilizuoto fermento suspensijos td-
ris (ml),
A, — nataraliosios struktdros fermento ak-
tyvumas (vienetai/ml),
V, — imobilizacijai paimto fermento tdris
(ml).

Visos iliustracijos autoriy
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Kai kurios sgvokos

Aeracija - prisotinimas oro.

Alosteriniai fermentai — fermentai, kuriy katalizuojamos reakcijos greitis reguliuojamas mazos
molekulinés mases junginiais, paprastai besirisanciais su tam tikra fermento struktaros vieta,
nesutampancia su aktyviuoju centru.

Atviro skaitymo rémelis — DNR segmentas su dviem tame paciame skaitymo rémelyje esanciais
STOP kodonais krastuose, neturintis STOP kodono viduryje.

Buferinis tirpalas - tirpalas, palaikantis tam tikrg terpés pH.

Chaotropiniai junginiai — junginiai, gerinantys baltymy ir kity makromolekuliy tirpuma. Papras-
tai chaotropiniai junginiai veikia vandens struktdrg, bet neardo (nedenatlruoja) makromole-
kulés struktdros.

Chromatofokusavimas — baltymy skirstymas keiciant eliuavimo buferinio tirpalo pH.

Denatdiracija — biopolimery, pvz, baltymuy, nataraliy savybiy praradimas dél aukstos temperatU-
ros, ragsciy, Sarmy, organiniy tirpikliy poveikio.

Deoksiribonukleazé (DNaze) katalizuoja dvigrandés ir viengrandés DNR skaldymg, skelia mole-
kulés viduryje, susidaro nukleozidy 5°- arba 3’-fosfatai ir 5'- arba 3’-fosfooligonukleotidai.

Diferenciacija — lasteliy prisitaikymas tam tikroms funkcijoms atlikti, todél jos ima skirtis nuo kity
lgsteliy.

DNR ligazé sujungia, ,susiuva” dvi nutrauktas dvigrandés DNR grandines, kai trikiai yra komple-
mentariose grandinése.

Domenas — baltymo dalis, turinti savitg struktQra.

Eliuentas - tirpalas ar tirpiklis, kuriuo isplaunamos medziagos, pvz, i$ chromatografinés kolonélés.

Emulsija — dispersiné sistema is smulkiy skyscio laseliy, pasklidusiy kitame skystyje.

Emulsiklis - medZiaga, padedanti susidaryti emulsijai ir jg stabilizuojanti.

Fermento aktyvusis centras — fermento molekulés fragmentas, prie kurio jungiasi substratas
(junginys, kuris pakinta veikiamas fermento).

Geny raiska - informacijos, esancios DNR molekuléje, nuskaitymas (RNR ar baltymo sinteze).

Glikozilinimas — cheminiy junginiy modifikavimas angliavandeniy molekulémis.

Hidroliziniai fermentai - fermentai, kuriy vienas i$ substraty yra vandens molekulé.

Imunoglobuliny Fc sritis — imunoglobuliny sritis, kuria jie risasi su juos nesancia lastele.

Izoelektrinis fokusavimas — baltymy skirstymas dél pH gradiento.

Izoelektrinis taskas - toks terpés pH, kai bendras baltymo kravis lygus nuliui.

Joniné jéga - elektrinio lauko, kurj sukelia jonai tirpaluose, stiprumo (intensyvumo) matas.

Kodonas - iRNR trijy gretimy nukleotidy seka, koduojanti vieng aminordgst;.

Kofaktorius — mazos molekulinés masés organinis arba neorganinis junginys, nuo kurio priklauso
fermento aktyvumas.

Kompartmentalizacija - visumos dalies atskyrimas, izoliavimas nuo kity daliy.
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Ligavimas — keliy DNR arba RNR molekuliy ,susiuvimas” j vieng molekule fermentais (DNR arba
RNR ligazémis).

Liofilizacija — uz3aldyty biologinés kilmés produkty, pvz, kraujo plazmos, audiniy nuopjovy, bal-
tymy ar DNR tirpaly, dZiovinimas vakuume.

Mejozé - eukariotiniy lasteliy dalijimosi budas, vykstantis dviem etapais. Pirmojo lastelés daliji-
mosi metu chromosomy skaicius sumazéja dvigubai. Antrojo dalijimosi metu dalijasi jau dvi
lgstelés ir susidaro keturios Igstelés. Antrojo dalijimosi metu chromosomy skaicius nesikeicia.

Metagenomas — genomy visuma, pvz, Zarnyno ar dirvoZzemio mikroorganizmy metagenomas.

Mitozé - eukariotinés Iastelés branduolio dalijimosi bldas, kurio metu chromosomy skaicius ne-
kinta.

Monokloniniai imunoglobulinai — imunoglobulinai, atpazjstantys tik vieng konkrety antigena.

Organelés - Iastelés struktdriniai komponentai (pagrindiniai: endoplazminis tinklas, ribosomos,
Golgi kompleksas, mitochondrijos, lizosomos, peroksisomos, centriolés, citoplazmos mikro-
vamzdeliai, filamentai, plastidés).

Peptidazés - fermentai, atskeliantys galines baltymo aminorlgstis.
Peptonas — nevisiskos baltymo hidrolizés produktas.

Polikloniniai imunoglobulinai — imunoglobulinai, atpazjstantys, pvz, vieng baltyma, bet skir-
tingose vietose.

Producentas — mikroorganizmas, efektyviai gaminantis tikslinj produkta.

Proteinazés - fermentai, katalizuojantys peptidiniy rysiy hidrolize tik baltymo arba peptido gran-
dinés viduryje.

Proteoliziniai fermentai - baltymus skaidantys fermentai.

Rekombinantinis baltymas — geny inZinerijos bddu gautas baltymas.

Replikacija — DNR dvigubgjimas.

Sekvenavimas (sekoskaita) — baltymo aminorugsciy arba nukleoragsciy nukleotidy sekos nu-
statymas.

Suspensija — dispersiné sistema, sudaryta i$ smulkiy kietojo ktino daleliy, pasiskirs¢iusiy skystyje.

Telomeras — specializuota struktdra, esanti eukarioty chromosomy galuose.

Transkripcija — informacijos, esancios DNR molekuléje, nuskaitymas — RNR sintezé.

Transliacija - informacijos, esanc¢ios RNR molekuléje, nuskaitymas — baltymy biosintezeé.

Virionas — subrendusi viruso dalelé arba pavienis virusas.
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Priedai

1P lentelé. Amonio sulfato kiekis g/I, reikalingas tam tikro sotumo (horizontaliai — galutiné
koncentracija) tirpalams paruosti turint pradinés koncentracijos (vertikaliai) tirpala.

% 10 15 20 25 30 33 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 8 90 95
0 56 84 114 144 176 196 209 243 277 313 351 390 430 472 516 561 610 662 713
10 28 57 86 118 137 190 183 216 251 288 326 365 406 449 494 540 592 640
15 28 57 88 107 120 153 185 220 256 294 333 373 415 459 506 556 605
20 29 59 78 91 123 155 189 225 262 300 340 382 424 471 520 569
25 30 49 61 93 125 158 193 230 267 307 348 390 436 485 533
30 19 30 62 94 127 162 198 235 273 314 356 401 449 496
33 1243 74 107 142 177 214 252 292 333 378 426 472
35 31 63 94 129 164 200 238 278 319 364 411 457
40 31 63 97 132 168 205 245 285 328 375 420
45 32 65 99 134 171 210 250 293 339 383
50 33 66 101 137 176 214 256 302 345
55 33 67 103 141 179 220 264 307
60 34 69 105 143 183 227 269
65 34 70 107 147 190 232
70 35 72 110 153 194
75 36 74 115 155
80 38 77 117
85 39 77
90 38
95
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2P lentelé. Buferiniai tirpalai jony mainy chromatografijai.

Buferiniai tirpalai katijony mainy chromatografijai

pH intervalas Junginys Koncentracija (mM) Konkuruojantis jonas
1,5-2,5 maleino rdgstis 20 Na*
2,38-3,38 malono rdgstis 20 Na*/Li*
2,63-3,63 citriny ragstis 20 Na*
3,6-4,3 pieno rugstis 50 Na*
3,8-43 skruzdziy ragstis 50 Na*/Li*
43-48 butano dirdgstis 50 Na*
48-52 acto ragstis 50 Na*/Li*
5,0-6,0 malono ragstis 50 Na*/Li*
6,7-7,6 fosfatai 50 Na*
7,6-82 HEPES 50 Na*/Li*
8,2-8,7 BICINE 50 Na*
Buferiniai tirpalai anijony mainy chromatografijai
4,5-5,0 N-metilpiperazinas 20 Cl-
5,0-6,5 piperazinas 20 Cl-/HCOO-
5,5-6,0 L-histidinas 20 Cl-
58-6,4 bis-tris 20 -
6,4-7,3 bis-tris propanas 20 Cl-
73-7,7 trietanolaminas 20 CI*/CHgCOO’
7,8-8,0 tris 20 Cl-
8,0-8,5 N-metil-dietanolaminas 50 CI/S0,/CH,COO
84-8,38 dietanolaminas 20 (pH 8,4),50 (pH 8,8)  CI-
8,5-9,0 1,3-diaminopropanas 20 -
9,0-9,5 etanolaminas 20 Cl-
9,5-9,8 piperazinas 20 Cl-
9,8-10,3 1,3-diaminopropanas 20 Cl-
10,6-11,6 piperidinas 20 Cl-
11,8-12,0 fosfatai 20 Cl-

3P lentelé. Baltymo gryninimo eiga.

Eilés . . Bendras  Bendras = Bendrasbal-  Specifinis = Isgryninimo  I3eiga,
Gryninimo stadija . L
Nr. taris, ml akt, vnt. tymas,mg  akt,u/mg laipsnis %
1 belgstelinis
ekstraktas

frakcionavimas
amonio sulfatu

3 chromatografija xx
chromatografija xx
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Jvadas

Zodj robotas” pirmg kartg paminéjo ceky
rasytojas Karelas Capekas pjeséje ,Univer-
salds Rosumo robotai” 1920 m. Sis Zodis ki-
les i$ ¢eky kalbos zodZio ,robota’, reiskian-
¢io —,labai sunkus, vergiskas darbas”.
Robotika yra labai jauna, sparciai besivys-
tanti moksloirtechnikos $aka. Robotaitampa
vis sudetingesni ir tobulesni, todél atsiranda
vis daugiau jy taikymo sri¢iy. Sparciausiai
tobulinami pramoniniai, mobilieji (ypac
humanoidai) ir jvairUs buitiniai robotai.
Mobiliyjy roboty tyrimai yra labai
svarbls, nes tokie robotai néra ,jkalinti”
nuolatingje darbo vietoje. Dauguma mo-
biliyjy roboty turi ratus. Jy konstrukcija
labai paprasta (todél jie pigus) ir juos ne-

sudétinga valdyti. Ratuotiems robotams,
kad jie galéty dirbti, reikia gana lygaus pa-
virsiaus. Si salyga tenkinama, pavyzdziui,
gamykloje. Taciau akmeninga ar kalnuota
vietové visiskai netinka robotams su ratais.
Todél labai svarbu, kad robotai judédami
sugebéty prisitaikyti prie pavirSiaus nely-
gumuy. Vaikstantys robotai gali judéti daug
nelygesniu pavirsiumi uz vazinéjancius ir
lengviau prisitaikyti prie jo. Nepazjstamu
pavirSiumi einancio roboto valdymas su-
détingas, todél juos suprojektuoti ir paga-
minti gana sunku. Taciau dabartiniai mazi
ir galingi bei gana lengvai programuojami
mikroprocesoriai gali valdyti tokias sudé-
tingas sistemas.
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1. Tyrimy aktualumas

Robotai, daugeliu atveju galintys atlikti dar-
bus geriau, pigiau, greic¢iau uz Zzmogy,ypac
naudingi darbams neprieinamose vietose.
Taciau iki Siol robotai dar nepasieké net
paciy primityviausiy gyvybeés formy issi-
vystymo lygio. Siekiant jy tobulumo reikia
atlikti dar daug tyrimy. Roboty uzduotys
yra labai jvairios, taigi jie turi mokéti judeti
labai skirtingais pavirsiais, prisitaikyti prie
aplinkos, teisingai nuspresti, kaip judéti (kg
daryti) susidarius keblioms situacijoms. Dél
galimybeés keisti darbo aplinka vis labiau
plinta mobilts robotai, todél jy tyrimai
tampa vis aktualesni.

MobilGs robotai su ratais negali lipti
laiptais, vaZiuoti per nuolauzas, dideles
duobes. Kitaip tariant, vazinéjantys robo-
tai gali dirbti tik ten, kur pavirsius salygi-
nai lygus. Dél Siy priezasc¢iy juos ne visur
galima naudoti. Visy $iy trikumy neturi
zingsniuojantys robotai. Jau Siuo metu
daugelis Zingsniuojanciy roboty geba pa-
tenkinamai judeti nelygiu pagrindu. Taciau

dar nesukurtas Zingsniuojantis robotas,
galintis laisvai judéti bet kokiu pavirsiumi.
Nors tokie robotai yra kur kas sudétingesni
nei vazingjantys tiek konstrukcijos, tiek val-
dymo pozilriu, jy vystymas yra itin svarbus
robotikai. Nes butent Zingsniuojantys ro-
botai galés geriausiai prisitaikyti prie Zmo-
niy arba patekti | tokig aplinka, j kurig nei
zmogus, nei vazingjantis robotas patekti
negali, - pvz, | griuvésius, nepravaziuoja-
mas musy planetos vietas, netgi kai kurias
povandenines ar kity planety vietoves.
Vienos svarbiausiy  Zingsniuojanciy
roboty tyrimo krypciy yra jy prisitaikymo
prie jvairiy pavirsiy metody karimas bei
tobulinimas. Zingsniuojantis robotas turi
mokeéti atpazinti pavirsiy, kuriuo eina, — tai
uztikrina jo judéjimo stabiluma ir greitj bet
kokiomis salygomis. Kai Zingsniuojantys
robotai mokés gerai prisitaikyti prie jvairiy
pavirsiy, o paprasc¢iau sakant, kai jie bus is-
mokyti laisvai judéti bet kokiu pagrindu, la-
bai tikétina, kad roboty ratus pakeis kojos.
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2. Kg turi iSmanyti roboty karéjas

Robotika susijusi su mechanika, matema-
tika, elektronika, programavimu. Robotg
paprastai kuria keliy zmoniy komanda ir
nors dazniausiai kiekvienas jos narys rupi-
nasi savo sritimi, taciau robotikos specialis-
tui tenka daug ka isSmanyti. Roboty karéjui
bdtinas erdvinis mastymas — jis turi gerai
jsivaizduoti roboto judesius erdvéje, nes
juos reikia numatyti i anksto, ir suprasti,
kuris vykdiklis kaip turi pasisukti, kad kon-
kreti galiné atlikty reikiama judes;. Neretai
tenka numatyti keliy galtniy sinchroni-
zuotus judesius.

Roboty matematiniam  aprasymui
butina iSmanyti kinematika. Tai pagrindi-
nis dalykas, su kuriuo reikety susipazin-
ti pradedant nagrinéti roboty judesius.
Sprendziami du svarbiausi uzdaviniai:
tiesioginés kinematikos (angl. Forward
kinematics)* uzdavinys, kai Zinomos robo-
to vykdikliy padétys ir reikia apskaic¢iuoti
jo galinés erdvine padétj roboto korpu-
so koordinaciy sistemoje, bei priedingas,
atvirkstinés kinematikos (angl. Inverse
kinematics)? uzdavinys, — Siuo atveju Zi-
noma roboto gallnés padétis korpuso

' http//www.learnaboutrobots.com/forwardKinematics.htm
2 http://www.learnaboutrobots.com/inverseKinematics.htm

koordinaciy sistemoje ir reikia apskai-
¢iuoti, kokioje padétyje turi bati kiekvie-
nas roboto vykdiklis, kad galiné uzimty
reikiama padétj. Sis uzdavinys robotikoje
taikomas labai daznai ir yra kur kas sudé-
tingesnis uz pirmajj uzdavinj. Galimi atve-
jai, kai atvirkstinés kinematikos uzdavinys
yra neisSsprendziamas ir labai daznai pasi-
taiko, kai jis turi kelis sprendinius. Taip pat
pageidautina mokeéti apskaic¢iuoti, pvz,
mechanines jégas, sukimo momentus.

Kuriant roboto valdymo sistemg ne-
iSvengiamai susiduriama su elektronika:
reikia iSmanyti ne tik skirtingy elektroni-
kos komponenty funkcijas, bet ir mokéti
i$ jy sudaryti elektros grandines, ieskoti
elektros grandiniy klaidy naudojant mul-
timetrg ar oscilografa. Taigi butina jvaldyti
paprasciausius elektros grandiniy analizés
metodus. Prie elektronikos Ziniy priskirti-
nos ir Zinios apie skirtingus vykdiklius ir jy
valdymo badus.

Retai kurj robota Siais laikais valdo ne
programa, todél mokéjimas programuoti
yra tiesiog privalomas. Netgi kuriant ne-
autonominj (Zmogaus valdoma) robotg
dazniausiai reikia sukurti jo valdymo pro-
grama. Taigi reikalingi geri, ypac mikropro-
cesoriy, programavimo jgudziai.
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3. Tyrimo tikslas ir uzdaviniai

Darbo tikslas — sukonstruoti $esiakojj
robotg ir istirti jo judéjimo ypatybes.

Pirmasis uzdavinys — sukurti ir iSban-
dyti Sesiakojo roboto prisitaikymo prie ne-
lygaus pavirSiaus metoda.

Antrasis uzdavinys — sukurti Sesiako-
jo roboto kompiuterinj modelj ir istirti ju-
déjimo jvairiais pavirsiais ypatybes.

Trediasis uzdavinys — sukurti Sesiako-
ji robotg ir palyginti jo ir jo kompiuterinio
modelio judéjimo ypatybes.

4. |ranga ir priemones

Tyrimui sukonstruosime 3esiakojj robotg —
toliau iSvardytos reikalingos priemoneés ir
jranga tokiam darbui atlikti.

Visy pirma, reikalingas multimetras —
paprasciausia priemoné elektros grandiniy
patikrai ir analizei. Elektriniams signalams
tikrinti pravartu turéti oscilografa. Jis gero-
kai palengvina tiek elektros grandiniy, tiek
programavimo klaidy paieSka (pvz, juo
galima stebéti valdymo impulsus). Taip pat
reikia turéti mikroprocesoriy programuo-
tuva. Roboto erdviniam modeliui braizyti
reikalinga 3D braizymo programa (pvz,
AutoCAD, SolidWorks). Braizomas trimatis
roboto vaizdas ir visy reikiamy daliy dvi-
matés isklotinés, pagal kurias i$ pasirink-
tos medziagos (aliuminio, plastiko, anglies
pluosto ar kt.) iSpjaunamos (pvz., lazeriu)
roboto dalys.

Roboto matematinis modelis yra tie-
siog daugybé formuliy, kurios apibudina

robotg (jo kinematika, dinamikg ir kita), to-
dél naudinga roboto matematinj modelj
paversti kompiuteriniu. Siam tikslui nau-
dojama programa MATLAB. Roboto kom-
piuterinj modelj ir jo brézinj, nubraizytg
programa SolidWorks, galima susieti ir tada
SolidWorks roboto bréZinys tampa MATLAB
modelio vaizdu.

Robotui valdyti reikalingas valdiklis.
DaZniausiai robotams valdyti naudoja-
mas mikroprocesorius. Mikroprocesoriaus
programai rasyti ir testuoti reikalinga pro-
graminé jranga. Programuojant Atmel mi-
kroprocesorius galima naudoti programa
AVR Studio (nemokama), kurig pasitelkus
galima rasyti, testuoti, kompiliuoti ir jrasi-
néti programas, taip pat galima naudoti ir
WinAVR, taciau ji negali patikrinti raSomos
programos. I$ mokamos programinés jran-
gos vieni is didziausiy yra IAR bei KEIL ben-
droviy programy paketai.
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5. Zingsniuojanciy roboty konstrukcija

Nors vaikStantys robotai yra létesni ir nau-
doja daugiau energijos, bet jie kliatis jveikia
lengviau negu vazinéjantys robotai. Zings-
niuojantis robotas gali perzengti duobe ar
gily plysj Zeméje, jei tik jo Zingsnio plotis
yra didesnis uz kliGties plotj, be to, savei-
kauti su aplinkos daiktais. Batent tokiy ro-
boty gebéjimas judeti nelygiu pavirsiumi
ir patrauké mokslininky démesj. Robotas
gali stabiliai eiti nelygiu pavirSiumi, jei jo
judesiai teisingi ir sklandus, todél tai —
svarbiausia problema, kurig reikia iSspresti
kuriant Zingsniuojancio roboto valdymo
sistemg. Zingsniuojancio roboto trakumas
yra didokas suvartojamos energijos kiekis,
jo konstrukcijos ir valdymo sudétingumas.
Roboto koja, turinti keletg laisvés laipsniy,
turi sugebéti palaikyti dalj roboto svorio ir
iskelti jj aukstyn ar nuleisti Zemyn. Robotas
yra manevringas, jei koja turi pakankamai
laisvés laipsniy tam, kad perduoty jéga j
skirtingas puses [1].

Pagrindinis Zingsniuojancio roboto val-
dymo uzdavinys — generuoti teisingg kojos
judes;j ir tuo pat metu uztikrinti, kad kojy
judesiai buty gana sklandUs ir jos galéty
prisitaikyti prie pavirsiaus, kuriuo eina, bei
uztikrinti roboto stabiluma.

5.1. Kojy konfiguracija ir
stabilumas

Norint kurti zingsniuojancius robotus rei-
kia isanalizuoti, kaip vaiksto gyvanai. Vabz-
dziai turi SeSias ir daugiau kojy. Vabzdziai
ir vorai vaikscioti geba tik gime ar issirite.
Kai kurie Zinduoliai turi keturias kojas, kai
kurie i3 jy istobulino sugebéjima vaikscioti
tik dviem kojomis, o zmogaus vestibulinis
aparatas issivysté taip gerai, kad jis gali So-
kinéti ir viena koja.

= = e

reptilijos 4 kojos

Zinduolio 2 ar 4 kojos vabzdZio 6 kojos

1 pav. Jvairiy gyviny kojy isdéstymas.

Zinduoliai su keturiomis kojomis i$ pra-
dziy nemoka vaikscioti, taciau nedaug lai-
ko reikia, kol jie iSmoksta atsistoti, o véliau
ir vaikscioti. Tai gali trukti nuo minuciy iki
valandy. Kadikiui iSmokti vaikscioti reikia
keliy meénesiy, ir dar daugiau laiko praeina,
kol jis iSmoksta bégioti, Sokinéti ar stovéti
ant vienos kojos. Gyvunui, turin¢iam  tris
kojas, badinga statiska stabili stovesena,
nes jo mases centras yra trikojo viduje. Pu-
siausvyros palaikymas nereikalauja jokio
judesio.

Robotui reikia maziausiai 3esiy kojy,
kad jis galéty judétiir palaikyti statiskai sta-
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bilig busena. Tik tokiu atveju galima trikojé
eisena, kurios metu trys kojos nuolat liecia
pavirdiy. Zingsniuojancio roboto kojai rei-
kia maziausiai dviejy laisvés laipsniy, kad jis
ja pakelty ir perkelty pirmyn. Dazniausias
variantas yra trijy laisvés laipsniy koja, at-
liekanti sudétingesnius judesius. Naujausi
sékmingi dvikojy zingsniuojanciy roboty
tyrimai suteikeé ketvirtg laisvés laipsnj — pé-
dos lankstui. Atitinkamai pakreipiant pé-
dos padg sudaromas geresnis kontaktas
su pavirsiumi. Kitaip tariant, didesnis robo-
to kojos laisvés laipsniy skaic¢ius padidina
roboto manevringuma ir skirtingy roboto
eiseny skaiciy, todél eidamas jis gali geriau
prisitaikyti prie nelygaus pavirsiaus. Papil-
domi kojy lankstai ir vykdikliai reikalauja
papildomos energijos ir sudétingesnio
valdymo, padidina kojy mase, o tai padi-
dina esamy vykdikliy apkrovas ir energijos
sgnaudas. Daugiakojy roboty kojy judesiy
koordinavimas ir eisenos valdymas kons-
truktoriui sukelia jvairiy rapesciy, pvz., kaip
valdyti kiekvienos kojos judesius, kad ro-
botas eity stabiliai ir greitai.

Galimy eiseny skaicius priklauso nuo
roboto kojy skaiciaus. Eisena yra kojy pake-
limo ir nuleidimo veiksmy seka. Zingsniuo-
janc¢iam robotui, turin¢iam k kojy, didZiau-
sias galimy veiksmy skaicius N yra toks:
N = (2k = 1)! Dvikojui (k = 2) Zingsniuo-
jan¢iam robotui galimy veiksmy skaicius
N=(2-2-1)=3l=6 Sie 3esi skirtingi
veiksmai yra tokie:

o pakelti desine koja;

o pakelti kaire kojg;

o nuleisti desine kojg;

o nuleisti kaire koja;
pakelti abi kojas kartu;
nuleisti abi kojas kartu.

5.2. Zingsniuojanciy roboty tipai

Zingsniuojancius robotus galima sugru-
puoti pagal kojy skaiciy, pradedant viena
ir baigiant begalybe. Dazniausiai kuriami
dvikojai (angl. bipedal), keturkojai (angl.
quadruped) ir 3eSiakojai (angl. hexapod)
robotai. Daugiausia démesio pastaruoju
metu sulaukia dvikojai robotai, nes jie savo
iSvaizda panasus | Zzmones ir jiems baty
kur kas lengviau prisitaikyti prie Zmogaus
aplinkos.

Vienakojai robotai [1]. Vienakojo ro-
boto masé yra maZesné nei daugiakojo. Jei
robotas turi daugiau kojy, batinas jy jude-
siy tarpusavio koordinavimas, o vienakojui
robotui to nereikia. Taciau visy svarbiausia,
kad vienakojy roboty kojos su pavirsiumi
lieciasi tik vieninteliame taske. Taigi vie-
nakojui robotui tereikia vienos galineés
kontakty su pavirSiumi sekos, todél jis gali
judéti labai nelygiu pavirSiumi. Be to, Sok-
Ciojantis robotas gali persokti, pavyzdZiui,
plysj, kuris yra platesnis uz jo zingsnio ilgj,
o daugiakojis Zingsniuojantis robotas ne-
gali kirsti uz jo Zingsnio ilgj platesnio ply-
Sio. Robotui su viena koja sunku idlaikyti
pusiausvyra, jis nejudédamas negali sto-
veti stabiliai. Vienakojis robotas yra tik di-
namiskai stabilus: pusiausvyrg gali islaikyti
tik nuolat keisdamas masés centro padétj
arba kurdamas papildomas, pusiausvyra
palaikancias jégas.

Dvikojai robotai [1]. Per pastaruosius
metus buvo sukurta daugybeé dvikojy ro-
boty. Jie bégiojo, sokingjo, lipo laiptais
aukstyn ir Zemyn ir netgi dare triukus ore,
pavyzdziui, salto. Honda ir Sony sukaré ne-
paprastai daug gebancius dvikojus robo-
tus. Abi kompanijos sukaré mazus vykdik-
lius su puikiomis galios ir svorio santykio



"

charakteristikomis. Sie nauji ,protingi’
savo jutiklius ir valdiklius turintys vykdi-
kliai pasizymi didele keliamaja galia bei
lengvu valdymu.

Svarbus dvikojy roboty bruozas yra jy
panasumas jzmogy (pvz., ASIMO, 2 pav.),
jie gali bUti Zmogaus dydzio. Labai tinka
zmogaus ir roboto saveikai tirti. Dvikojai
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robotai statiskai stabilds gali bati tik tada,
kai stovi ramiai. Taciau daugeliu atvejy
jie turi nuolat daryti pusiausvyrg palai-
kanc¢ius judesius — net ir tada, kai stovi.
Be to, kiekviena roboto koja turi islaikyti
visg roboto svorj. Daugiakojai robotai i3-
laiko pusiausvyrg paskirstydami apkrova
kojoms.

2 pav. Honda humanoidas ASIMO (Vlado Vanseviciaus nuotrauka).
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Keturkojai robotai. Nors keturkojo
roboto stovésena yra stabili, jam einant
stabilumui palaikyti roboto masés centras
turi bati nuolat perkeliamas. Keturkojai ro-
botai taip pat gali bGti naudojami tiriant
Zmogaus ir roboto saveikg. Zmoneés Su-
niuka robotg (3 pav.) gali laikyti kaip nami-
nj augintinj, tarp jy gali atsirasti emocinis
rydys, panasus j Zmogaus ir suns. Kai tik

bus iSsprestos energijos 3altiniy ir vykdik-
liy technologijos problemos, labai tikéti-
na, kad keturkojy draugy roboty zmonés
turés daugiau. Ypac tobulas yra Boston
Dynamics sukurtas keturkojis karinis robo-
tas BigDog (4 pav., a pavaizduota koncep-
cija). Jis puikiai juda raizyta vietove, nesa
didelj krovinj, jveikia kalvy slaitus (4 pav., b)
ir yra atsparus isoriniams trikdziams.

3 pav. Suniukas robotas (Vlado Vanseviciaus nuotrauka).
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b

4 pav.: a — Vieno tobuliausiy keturkojy roboty BigDog koncepcija, b — BigDog, lipantis $laitu
(© Boston Dynamics nuotraukos, skelbiamos Boston Dynamics leidus).
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Sesiakojai robotai [1]. Sesiy kojy
konfigUracija (5 pav.) placiai naudojama
savaeigiuose robotuose dél savo statinio
stabilumo éjimo metu. Dél to jy valdymas
paprastesnis. Dazniausiai kiekviena roboto
koja turi tris laisves laipsnius: klubo (angl.
coxa), Slaunikaulio (angl. femur) ir blauzdi-
kaulio (angl. tibia). Tokiam robotui, kuris turi
tik du laisvés laipsnius: kluby ir slaunikauliy,
sunkiau manevruoti nelygiu pavirsiumi, bet
jis gana gerai manevruoja lygiu pagrindu.

VabzdZiy judéjimo bet kokiu pavirsiumi
seiomis kojomis (netgi aukstyn kojomis)
galimybés nepranokstamos. Siuo metu
sediakojy vabzdziy ir dabartiniy Sesiakojy
roboty judéjimo galimybiy skirtumas vis
dar labai didelis. Taip yra todél, kad jude-

dami vabzdZiai derina nedidelj aktyviy
laisvés laipsniy skaiciy su pasyviy dariniy
galimybémis: jy mikroskopiniai kabliukai
ir nelygios pédos gerokai padidina kiek-
vienos kojos sukibimo su pavirsiumi jéga.
Siuo metu yra sukurta roboty su tokiomis
kojomis, pvz., Stanfordo universiteto robo-
tas Stickybot [2] imituoja lipnias gekono
pédas. Taigi galima teigti, kad Zingsniuo-
jancius robotus reikia dar smarkiai pato-
bulinti, kad jy vaiksciojimo galimybés bent
i$ dalies prilygty vabzdziy galimybéms.
Jau nemazai padaryta kuriant reikiamus
vykdiklius. Varomujy jrenginiy, panasiy j
bddingus gyvinams, ir specialiy energijos
Saltiniy karimas yra pagrindiné zingsniuo-
janciy roboty tyrimy kryptis.

5 pav. Micromagic systems $esiakojis robotas (© Matt Denton nuotrauka — Micromagic systems Ltd.).



5.3. Zingsniuojanciy roboty
judéjimo optimizavimo metodai

Zingsniuojanciy roboty optimalaus judeé-
jimo uztikrinimas jvertinant jo stabiluma,
greitj, energijos sgnaudas ar kitus svarbius
parametrus reikalauja daug pastangy ir
darbo. Judéjimas optimizuojamas ieskant
tinkamos eisenos ir jos generavimo me-
todo.

Daugiakojy roboty eisenos projektavi-
mas yra sudétingas dalykas. Reikia iSspresti
eisenos valdymo uzdavinj jvertinant robo-
to mases centro padétj, trintj kojy ir pavir-
Siaus salycio vietose. Sesiakojo roboto ei-
senos projektavimo esme — visy sesiy kojy
judesiy sinchroniskas koordinavimas [3].
Yra du eisenos generavimo budai — statinis
ir dinaminis. Statine eisena vaikstantis ro-
botas neprisitaiko prie kintamo pavirsiaus,
kadangi Sios eisenos judesiai yra nekinta-
mi — i$ anksto uzprogramuoti. Dinaminei
eisenai badingas prisitaikymas - Siuo
atveju robotas pats generuoja savo eiseng
ir gali jg esant reikalui keisti.

Vienas i$ geriausiy dvikojy roboty eise-
nos generavimo metody yra nulinio mo-
mento tasko metodas (angl. Zero Moment
Point; ZMP) [4], arba i3 anksto apskaic¢iuoty
trajektorijy sekimo metodas. Roboto galt-
niy trajektorijos generuojamos kompiute-
riu, pavyzdziui, sprendziant dinamine ju-
desio lygtj. Valdiklis valdo einancio roboto
judesius taip, kad jo galinés judéty pagal
apskaiciuotas trajektorijas ir robotas judé-
ty kaip numatyta [5].

Dar viena svarbi roboto judéjimo opti-
mizavimo priemoneé — tinkamiausios &jimo
trajektorijos paieska. Trajektorija planuoja-
ma siekiant rasti geriausia kelig. Jo ieSkant
svarbu ne tik Zinoti roboto kinematinius ir
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dinaminius parametrus, bet ir turéti tiksly
roboto ir jo aplinkos pavirSiaus geometrin;j
aprasa. Yra daug trajektorijos generavimo
metody, pavyzdziui, dinaminis programa-
vimas (angl. dynamic programming), dirb-
tiniy potencialy metodas (angl. artificial
potential method), taip pat metody, pa-
grijsty harmoninémis funkcijomis (angl.
harmonic function), baudos funkcijomis
(angl. penalty function), euristiniu planavi-
mu (angl. heuristic planning) ir kt. [6].

5.4. Sesiakojy roboty rasys

Sesiakojo roboto kiekviena koja dazniau-
siai turi tris laisvés laipsnius, todél visas
sediakojis robotas yra mechaniné sistema
su 18 laisvés laipsniy. Nors mechaniskai
jie sudétingi, bet jy valdymo sistemos yra
salyginai paprastos, nes sesiakojai robotai
yra statiSkai stabilds ir jiems nereikia papil-
domos jrangos stabilumui uztikrinti. Dél
to ir valdymo sistema, ir valdymo progra-
ma yra paprastesnés, tiesa, kartais reika-
lingos ir sudétingos valdymo programos.
Labai svarbu ir sudétinga laiko pozitriu
suderinti (sinchronizuoti) visy sesiy robo-
to kojy judesius. Kuo daugiau kojy, tuo
daugiau elementariy judesiy seky gali
buti. Sesiakojai robotai teoriskai gali tureti
N=(@2- -6-1)!=11= 39916800 judesiy
seky, taciau praktiskai naudojamos tik
trys pagrindinés sesiakojy roboty kojy ju-
desiy sekos, vadinamos eisena (angl. gait).
Taigi valdymo sistema turi gebéti pagal
aplinkos salygas parinkti tinkamiausiag
roboto eiseng. Sesiakojai robotai turi tris
pagrindines eisenas: trikoje (angl. tripod),
banguojancia (angl. wave) ir pulsuojancia
(angl.ripple).



| 138 | Jaunojo tyréjo vadovas C |

Zingsniuojancius robotus galima surG-
siuoti ne tik pagal kojy skaiciy, bet ir pagal
tai, kiek kojos turi laisvés laipsniy. Pagal
kojy laisvés laipsniy skaiciy Sesiakojus ro-
botus galima suskirstyti | tris pagrindines
grupes:

o kojos turi po 1 laisvés laipsnj;

e kojos turi po 2 laisves laipsnius;

e kojos turi po 3 laisves laipsnius.

Pagal kojy isdéstyma ant roboto korpu-
so galima isskirti dvi roboty grupes:

e kojos iSdestytos simetriskai isilginei
horizontaliajai roboto korpuso asiai;

e kojos isdestytos apie centrine roboto
korpuso as].

Tipiniai Sesiakojai Lynxmotion bendroves
robotai. Extreme Hexapod | yra $esiakojis ro-
botas su 3 servomechanizmais (vykdikliais).
Kiekvienas servomechanizmas valdo dvi
kojas suteikdamas joms po 1 laisves laips-
nj. Tai vienas paprasciausiy zingsniuojanciy
roboty. Dél savo paprastos konstrukcijos
jis negali staigiai pakeisti judéjimo krypties,

iskelti auksciau kojy, keisti korpuso padé-
ties. Extreme Hexapod Il yra Sesiakojis robo-
tas su 12 servomechanizmuy. Kiekvieng $io
roboto kojg valdo 2 servomechanizmai ir
suteikia joms po 2 laisvés laipsnius. Vienas
i$ servomechanizmy pakelia kojg aukstyn
arba Zemyn, kitas jg pastumia pirmyn arba
atgal. Sis robotas yra kiek manevringesnis
Uz Extreme Hexapod |, taciau jis taip pat ne-
gali staigiai pakeisti judéjimo krypties, bet
gali lengvai reguliuoti kojy pakélimo auks-
tj. Sis robotas gali keisti ir korpuso padeét;.
Phoenix ir CH3-R SeSiakojai robotai turi 18
servomechanizmy. Kiekvieng roboto kojg
valdo 3 servomechanizmai, tai suteikia
joms po 3 laisvés laipsnius. Butent 3 laisves
laipsniai ir jgalina robotus greiCiau keisti
judéjimo kryptj, taip pat bet kaip keisti kor-
puso padétj erdvéje. CH3-R nuo Phoenix
skiriasi tik kojy isdéstymu aplink korpusa:
jos isdéstytos apie centrine jo a3j, todél Sis
robotas gali staigiai keisti judéjimo kryptj,
jam net nereikia pasisukti j tg puse, j kurig
nori judéti, nes jis neturi nei priekio, nei
galo.



| Jaunojo tyréjo vadovas C | 139 |

6. Roboto kurimas

6.1. Roboto konstrukcijos
parinkimas

Pasirinkime tokig konstrukcija: roboto kojos
isdéstytos simetriskai isilgai roboto korpu-
so. Toks kojy isdéstymas supaprastins ro-
boto kinematika. Roboto dalis darysime is
2 mm storio aliuminio ploksciy. Parinkime
tokius matmenis: korpusas — 300x100 mm,
kojos blauzdikaulis— 110x30 mm, Slauni-
kaulis— 120x30 mm. Tokiy matmeny ro-
boto konstrukciniy daliy masé bus apie
550 g, todél vykdikliai gali bati arba pneu-
matiniai cilindrai, arba servomechanizmai.
Pneumatiniams cilindrams reikia kompre-
soriaus, bet jis labai padidinty roboto svo-
ri, © naudojant suspausto oro rezervuarg
gerokai sutrumpety roboto veikimo truk-
mé (oras rezervuare greitai pasibaigty),
todél geriau naudoti servomechanizmus.
Konstrukcija turéty bati kintamos konfigu-
racijos, kad robotas galéty priglausti kojas

prie korpuso (iSilgai). Taip sumazéja roboto
plotis (6 pav.) ir jis gali praeiti pro siaures-
nius tarpus. Norint uztikrinti tokig roboto
funkcija, tarpai tarp kojy turi bati didesni
uz kojy blauzdikauliy ilgj: /, > /.. 7 pav. pa-
teikiamas suprojektuoto roboto modelis.

g e g
’ 7 ’
L /
/
A 4

h

<
fa—

>
o
|
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vaizdas i$ virsaus vaizdas i$ Sono

6 pav. Sesiakojo roboto transformacijos

pavyzdys.

7 pav. Sesiakojo roboto modelio
kompiuterinis bréZinys (autoriaus).
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Tokios konstrukcijos roboto vykdikliai
turi pasisukti ne mazesniu kaip 180° kam-
pu. Kitas esminis reikalavimas roboto vyk-
dikliams — pakelti visa robotg. Sesiakojam
robotui Zygiuojant maziausiai trys kojos
visada remiasi | pavirsiy, taigi trijy kojy vyk-
dikliai turi bati pakankamai galingi, kad ga-
léty nesunkiai iSlaikyti robota. Tinkamiausi
vykdikliai parenkami robotui stovint ant
trijy kojy. Renkama kelis kartus. Taip da-
roma todél, kad kol nezinomi konkretus
vykdikliai, nezinomas ir tikslus roboto svo-
ris, o kol jis nezinomas, negalima parinkti
reikalingo vykdikliy galingumo, — tai tarsi
uzburtas ratas. PradZioje parenkami is pa-
Ziaros tinkamiausi vykdikliai, tada nustato-
ma, ar jie yra tiek galingi, kad islaikyty ro-
bota. Jei ne, viskas kartojama i$ naujo, bet
antra ir tolesnés iteracijos atliekamos turint
vis daugiau informacijos, t. y. parenkami vis
tinkamesni vykdikliai. Optimalus vykdikliai

yra tie, kuriy sukimo momentas (galia) yra
pakankamas (su pasirinkta atsarga) robo-
tui pakelti.

Servomechanizmg sudaro variklis, re-
duktorius ir valdymo grandiné. Servome-
chanizmai yra mazi, lengvi, blna didelio
sukimo momento ir sglyginai paprastai
valdomi. Batent dél Siy savybiy jie placiai
naudojami robotikoje. Lietuvoje galima
jsigyti tinkamy parametry ir palyginti ne-
brangiy Futaba S3151 servomechanizmy
(8 pav). Siy servomechanizmy sukimo
momentas® yra 0,392 N-m, masé - 43 g. Jie
pasisuka daugiau kaip 180° kampu. Taigi
roboto su Siais servomechanizmais masé
18 - 43 g + 550 g = 1324 g. Robotg laiko
du kiekvienos kojos servomechanizmai (9
pav.). Todél robotui stovint ant trijy kojy
jj laiko $esi servomechanizmai. Kadangi

3 Daznai servomechanizmy sukimo momentas nurodomas
kg-cm.

20

36,1
26,6
44,1

8 pav. futaba S3151 skaitmeninis servomechanizmas ir jo matmenys.



servomechanizmai nuo laikymo tasko yra
per roboto blauzdikaulio ilgj /, = 10 cm, tai
jy apkrova tuose taskuose yra mazesne,

F_0392N-m

=392N.
01m

Taigi visi laikantys servomechanizmai gali
pakelti 400 g - 6 = 2400 g masés objekta.
O tai daugiau nei bendra roboto masé. Tad
servomechanizmai yra tinkami.

=~

Laikantys servomechanizmai

9 pav. Robotg laikantys servomechanizmai.

6.2. Valdymo schemos
sudarymas

Pagrindinis roboto valdymo sistemos ele-
mentas yra mikroprocesorius. Jis valdo vi-
sus roboto judesius, atlieka skai¢iavimus,
priima sprendimus ir kita. Sudarant roboto
valdymo schemg ir renkantis tinkama mik-
roprocesoriy batina numatyti, kiek reikés
mikroprocesoriaus jéjimy ir iséjimy, per ku-
riuos bus valdomas robotas. Kuriame robo-
tg be jokiy jutikliy, todél mikroprocesorius
turi turéti maziausiai 18 iséjimy valdymo
signalams siysti | visus 18 servomecha-
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nizmuy. Jy valdymo signalai yra 5V ampli-
tudés impulsai, taigi mikroprocesoriaus
isgjimy loginio vieneto lygis turi bati 5 V.
Pagal Siuos duomenis issirenkamas Atme/
bendroves mikroprocesorius Atmegalé. Jis
turi 32 jéjimus / isejimus, o tai uztikrina ne
tik galimybe prijungti visus vykdiklius, bet
ir galimybe véliau modifikuoti robota.
Galimos dvi valdymo sistemos: papras-
tesné ir sudétingesné. Paprastesnei pa-
kanka tik vieno mikroprocesoriaus ir jokiy
papildomy elektroniniy jtaisy robotui val-
dyti. Tokios sistemos valdymo programa
yra sudéetingesné ir labiau apkrauna pro-
cesoriy, bet jos kaina maza. Sudétingesnei
valdymo sistemai reikia numatyti daugiau
jtaisy, kurie kontroliuoty kity roboto siste-
muy, pvz., servomechanizmy, valdyma. Tai
paskirstytojo valdymo sistema. Jos valdy-
MO programa yra paprastesné, taciau to-
kios sistemos kaina gerokai didesné. Kurig
valdymo sistema projektuoti, daugiausia
lemia kaina, taip pat gali lemti ir kdrgjo
elektronikos bei programavimo Ziniy lygis.
Pasirenkame paprastesn;j ir pigesnj valdy-
mo sistemos variantg (10 pav.). Sudarome
tokig principine elektrine schema, kad ser-
vomechanizmus bty paprasciau valdyti.
Tam jie sugrupuojami po 6 ir prijungiami
prie skirtingy mikroprocesoriaus prievady.
Servomechanizmai grupuojami taip:

® 6 servomechanizmai, esantys prie pa-
grindo ir sukiojantys kojas pirmyn ir atgal,
jungiami prie prievado PA;

® 6 servomechanizmai, esantys prie
pagrindo ir kilnojantys kojas aukstyn ir Ze-
myn, jungiami prie prievado PC;

® 6 servomechanizmai, esantys ant kojy
sujungimy, jungiami prie prievado PD.

Prievadas PB naudojamas mikroproce-
soriui programuoti.
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10 pav. Roboto valdymo elektriné principiné schema: KP — kairioji priekiné koja, KV - kairioji
viduriné koja, KG - kairioji galiné koja, DP — desinioji priekiné koja, DV — desinioji viduriné koja, DG -

6.3. Vienos kojos atvirkstines
kinematikos uzdavinys

Segiakojo roboto judéjimas yra visy $esiy
kojy sinchronizuotas judéjimas. Jei jo eise-
na yra, pvz, trikojé, tai trys kojos perkelia-
mos pirmyn, o kitos trys kojos, stovincios
ant pavirsiaus, stumiamos atgal ir taip visas
robotas stumiamas | priekj. Tokie judesiai
cikliskai kartojami ir robotas juda pirmyn.
Kad kojos bdty judinamos norimu désniu
ir robotas eity numatyta trajektorija, butini
kinematiniai skaiciavimai. Kadangi zinoma,
kur reikia pastatyti kojg, kitaip tariant, yra Zi-

nomos kojos pédos koordinatés, reikia su-
skaiciuoti, kokiais kampais turi pasisukti ko-
jos servomechanizmai, kad péda atsidurty
reikiamoje vietoje. Sis uzdavinys sprendzia-
mas Denavito ir Hartenbergo metodu.

Denavito ir Hartenbergo metodas. Pir-
miausia reikia sudaryti tiksly roboto kojos
kinematinj modelj (11 pav.). Sistema su-
daro keturios grandys (11 pav. pazymeé-
ta skaiciais O, 1, 2 ir 3) ir trys kinematinés
poros. Kiekvienai jy taikant Denavito ir
Hartenbergo taisykles yra priskiriamos ko-
ordinaciy sistemos. Tada sudaroma Dena-
vito ir Hartenbergo parametry lentelé [7]
(1 lentele).
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I3

—

Zy X3

11 pav. Roboto kojos kinematinis modelis [7].

1 lentelé. Denavito ir Hartenbergo parametrai

Kinematiné Kinematinés Grandies nu- Parametrai
pora poros tipas meris 0 d a a
0,1 Postkio 1 0, /) 0 -90°
1,2 Posukio 2 62 0 /2 0
23 Postkio 3 0, 0 l, 0
Pagal 1 lentele sudaromos trys postkio matricos [7]:
[cos®, 0 —sin@, O cos6, —sin®, 0 /,-cos6,
T - sin, 0 cos6, O T,- sin@, cos®, O [,-sinb,
’ 0 -1 0 —L | 0 0 1 0 '
0 0 0 1 0 0 0 1

[cos®, -sin®, 0 [ -coso,
sin6, cosO, O I/-sin6,
1
0
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Kiekviena transformacijos matrica apraso, kaip yra susijusios gretimy grandziy koor-
dinaciy sistemos. Norint rasti, kaip roboto pédos koordinaciy sistema yra susijusi su ro-
boto korpuso koordinaciy sistema, reikia rasti visy Siy matricy sandauga: T=T - T ,- T ..
Sprendinio ieskoma naudojant programa MATLAB. Programos tekstas:

syms 11213
syms t1 t2 t3

T1=[cos(t1) 0 -sin(t1) 0; sin(t1) 0 cos(t1) 0;0-10-11;000 1]

T =

[ cos(tl), 0O, -sin(t1), 0]
[ sin(t1), 0, cos(tl), 0]
[ 0, -1, 0, -]
[ 0, O 0, 1]

T2 =

[ cos(t2), -sin(t2), 0, 12*cos(t2)]
[ sin(t2), cos(t2), 0, [2*sin(t2)]
[ 0, 0, 1, 0]
[ 0, 0, 0, 1]

T3 =

[ cos(t3), -sin(t3), 0, I3*cos(t3)]
[ sin(t3), cos(t3), 0, 13*sin(t3)]
[ 0, 0, 1, 0]
[ 0, 0, 0, 1]

T=T1*T2*T3

Gauta transformacijos matrica susieja roboto kojos koordinaciy sistema Ox.y,
(11 pav.) su jo korpuso koordinaciy sistema [7]:

C6,C6,CH, —CO,50,50, —C0,CO,50,—CO,50,C0, —S6, CH,CH,L,CO, —CO,50,.50, +CO,1,CH,
$6,C0,C0, —56,50,50, —S6,C0,50,-56,50,C0, CO, $6,C6,.,CH, —S0,56,1,50, +S6,1,CH,
-56,C0, —C0,S6, $6,56, —C0,CH, 0 -56,1,C0, — C0,1,86, — 1,50, -1,

0 0 0 1
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Cia S = sin, C = cos. Paskutinio Sios matricos stulpelio pirmieji trys elementai isreiskia pé-
dos koordinates korpuso koordinaciy sistemoje. Todél:

X =C0s 6, cos0,/, cosB, —cos, sin6,/,sin 6, +cos6,/,coso,,
y =sin@, cos0,/, cos, —sin O, sin B/, sin B, +sin 6,4, cos 6, ,
z=-sin®,/,cos6, —cos6,/,sin6,—1,sin0, -/, .

Sios idraiskos i$ tikryjy yra tiesiogineés kine-
matikos uzdavinio sprendiniai. Norint gauti
atvirkstinés kinematikos uzdavinio sprendi-
nj, i Siy formuliy reikia iSreiksti kampus ©,, 0,
ir 0,. Taciau Si uzduotis yra labai sudetinga,
jei idvis jgyvendinama, todel ieSkoma pa-
prastesnio atvirkstinés kinematikos uzdavi-
nio sprendimo metodo. Santykinai papras-

tas yra geometrinis sprendimo badas [8].

zZA

—

e

—

o

iy

Xy

6.4. Geometrinis atvirkstines
kinematikos uzdavinio
sprendimo metodas

Norint $iuo metodu rasti reikiamus servo-
mechanizmy postkiy kampus, reikia nu-
statyti kojos projekcijas xy ir xz plokStumo-
se (12 pav.).

ylk

X, y
4

<V

12 pav. Roboto kojos projekcijos xzir xy plokStumose [9]. 6,~ klubo servomechanizmo postkio
kampas, 8, - Slaunikaulio servomechanizmo kampas, 8, - blauzdikaulio servomechanizmo kampas,
B - menamoji linija, jungianti Slaunikaulio pradZig su blauzdikaulio pabaiga, g, - kampas tarp x asies
ir menamosios linijos B, g, — kampas tarp menamosios linijos B ir $launikaulio, /, - $launikaulio ilgis,

[, - blauzdikaulio ilgis, /, - atstumas tarp klubo ir slaunikaulio servomechanizmo asiy, /, - B projekcija

xy plok$tumoje.
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Pagal Pitagoro teorema apskai¢iuojami
I, (I,=x?+y?>+1) ir menamosios linijos B

B=,-1)*+ 2% ilgiai. Klubo servomecha-
nizmo posukio kampas 6, :arctan( y ]
x+1,

. . (2
ir pagalbinis kampas g, =arcsm(E)

apskaiciuojami remiantis trigonometriniais
IF-IZ+B
2-1-B ]
pagal kosinusy teoremg. Slaunikaulio ser-
vomechanizmo postkio kampas lygus g,
ir g, kampy sumai: 6, = g, + g,. Blauzdi-
kaulio servomechanizmo postkio kampas
apskaiciuojamas taip pat pagal kosinusy
f+g—3]

'1'[2

sarysiais, o kampas @, = arccos[

teorema: 0, = arccos[

Taigi gautos kampy 6, 0, ir 0, iSraiSkos
ir yra atvirkstinés kinematikos uzdavinio
sprendiniai.

6.5. Servomechanizmy valdymo
budai

Jie valdomi impulsy ploc¢io moduliacija
(angl. Pulse Width Modulation, PWM). Nuo
impulso plocio, arba impulso trukmés,
priklauso  servomechanizmo  padétis.
1,5 ms impulsai atitinka neutralig jo padétj,
Tms—+45°,02ms—-45°kampa.Impulsai
servomechanizmams turi bdti siunciami
50 Hz dazniu (kas 20 ms) [9]. Servomecha-
nizmy savybé yra uzimti naujg padétj per
kiek galima trumpesnj laika. Taigi, jo greitis
tiesiogiai priklauso nuo postkio kampo
dydzio, kuris lygus esamo kampo ir busi-
mo kampo skirtumui. Nustacius didelius
posukio kampus, roboto judesiai tampa

pernelyg staigus ir atsiranda nepageidau-
jamy inerciniy smugiy. Jy galima iSvengti
kei¢iant kiekvieno servomechanizmo grei-
tj. Vienintelis bddas tam greiciui reguliuoti
yra toks: posdkio kampg reikia skaidyti
pasirinkto skai¢iaus mazy posukio kampy
seka. Tai atliekama didinant arba mazi-
nant servomechanizmo valdymo impulso
plotj nuo esamo iki reikiamo dydzio. Nuo
Sio impulso plocio padidinimo (sumazini-
mo) priklauso servomechanizmo sukimosi
greitis. Impulso plotis gali bati didinamas
dazniausiai kas 20 ms. Maziausias impulso
plocio padidinimas lygus 1 ps, intervale
nuo 1 ms iki 2 ms. Tai uztikrina 0,09° servo-
mechanizmo asies posukio kampo tikslu-
ma [9]. Galimi du impulsy seky generavi-
mo budai: lygiagretusis ir nuoseklusis.

Lygiagretusis valdymo impulsy sekos ge-
neravimas. Lygiagreciojo valdymo impulsy
sekos generavimo atveju visi reikiami pro-
cesoriaus i$vadai jjungiami vienu metu ir
kiekvienas iSvadas isjungiamas tam tikru
laiku (13 pav.). Siuo atveju vienu metu rei-
kia sekti visy impulsy trukme, o tai apsun-
kina mikroprocesoriaus darba.

servo 1

servo 2

servo 3

servo n

20 ms

13 pav. Lygiagretusis valdymo impulsy
generavimas [9].
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Nuoseklusis valdymo impulsy sekos gene-
ravimas. Nuosekliojo valdymo impulsy ge- ‘
neravimo atveju mikroprocesoriausisvadai  gervo 1 _l_‘ |_L
junginéjami nuosekliai. Jjlungiamas pirma- ; 1
sis iSvadas, tada laukiama, kol praeis laikas,
kuris atitinka impulso plotj (trukme), irtada  servo3 i |_| i

servo 2

jis iSjungiamas. Tuo pat metu jungiamas

kitas iSvadas, laukiama nustatytg laikg irt.t. ~ *"°* [ ]

(14 pav.). Impulsai turi kartotis kas 20 ms, S
o didziausias kiekvieno impulso plotis gali > " | |

biti 2 ms — taigi nuosekliai galima gene- — .

. . . . 20
ruoti 10 impulsy. Vienu metu reikia gene- m

ruoti dvi nuosekliy valdymo impulsy sekas, 14 pav. Nuoseklusis valdymo impulsy
nes robotas turi 18 vykdikliy [9]. generavimas [9].
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/. Roboto judéjimo ypatybiy tyrimas

7.1. Kompiuterinio roboto
modelio tyrimas

Atlikus kinematinius roboto kojos skaicia-
vimus reikia patikrinti jy teisinguma. T3 pa-
daryti galima sudarius tiksly kompiuterinj
roboto kojos kinematinj modelj. Kojos mo-

delis sudarytas naudojantis kompiuterinés
programos MATLAB papildomu moduliu
Robot Toolbox [10], jgalinanciu iSbandyti
kinematines roboty sistemas. Toliau pa-
teikiamas MATLAB programos robot_leg.m
tekstas roboto kojos modeliui sukurti, o
15 pav. parodytas bandymo programos
langas su paaiskinimais:

qr=[0 0 0 O];
Li=link([pi/2 28 0 0 0],
L2=link([0 59 0 0],
L3=1ink([0 O -pi/2 0 2],
L4=1ink([O0 85 0 0 0],
leg=robot({L1 L2 L3 L4});
leg.name="Leg";
“plot(leg, qr);
drivebot(leg);

%vaizduoti

"standart®);
"standart”®);
"standart®);
"standart®);

%atlikti bandymus

roboto kojos kinematine schema

150

100

50

N

150

0
X

-150

1. Pédos koordinatés

2. Klubo vykdiklio kampo nustatymas

3. Slaunies vykdiklio kampo nustatymas
4. Alkiinés vykdiklio kampo nustatymas

15 pav. Roboto kojos kinematinio modelio bandymy langas.
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100
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16 pav. Roboto kojos kinematinio modelio bandymas.

Apskaiciavus reikiamus servomecha-
nizmy kampus nustatytai kojos pade-
Ciai, kampai radianais jvedami | vykdikliy
kampy nustatymo laukus ir programa pa-
vaizduoja roboto kojg bei pateikia apskai-
¢iuotas pédos koordinates (16 pav.). Jei
apskaiciuotos modelio pédos koordinatés
sutampa su nustatytomis, reiskia, kojos ki-
nematiniai skaiciavimai yra teisingi.

Trikojés eisenos buaseny diagrama (17
pav.). Trikojé eisena paremta dviejy besi-
kei¢ianciy trikojy perstatymu [11]. Pirmajj
trikojj sudaro kairioji priekiné ir galiné (KP
ir KG) kojos ir desinioji viduriné (DV) koja.

Antrgjj trikojj sudaro desinioji priekiné ir

galiné (DP ir DG) kojos ir kairioji viduriné

(KV) koja. Trikoje eisena viena zingsnj gali-

ma atlikti keturiais etapais:

0 — neutrali roboto busena;

1 - pirmasis trikojis pakeliamas ir pastu-
miamas pirmyn, antrasis trikojis yra
neutralioje padétyje;

2 — pirmasis trikojis pastatomas ant pavir-
Siaus, antrasis trikojis yra neutralioje
padétyje;

3 — pirmasis trikojis grazinamas j neutralig
padétj, antrasis trikojis pakeliamas j vir-
Sy ir pastumiamas pirmyn;
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4 - antrasis trikojis pastatomas ant pavir-
Siaus.

Ciklas kartojamas nuo 1 etapo, kol rei-
kia eiti pirmyn. Robotas pastumiamas j
nauja padét] per 3 etapg ir pereinant nuo 4
j 1 etapa [9]. 18 pav. pateikta grafiné robo-
to judesiy diagrama, atitinkanti Sig trikoje
eisena.

17 pav. Trikojés eisenos blseny diagrama [9].

Judéjimo kryptis

® |aikancios kojos
O Perkeliamos kojos

18 pav. Grafinis trikojés eisenos vaizdas [9].

7.2. Fizinio roboto modelio
judéjimo tyrimas

Parasome dvi roboto judéjimo programas,
grindziamas skirtingais valdymo budais.
Sias roboto valdymo programas jrasome |
fizinio roboto modelio atmintj ir atliekame
roboto judéjimo tyrima, taikydami minétg
trikojés eisenos blda.

Pirmasis bandymas daromas naudojant
lygiagretyjj impulsy generavimo bulda bei
tiesiogiai skaitant ir raSant mikroproceso-
riaus laikmacio turinj. Siuo atveju proce-
soriaus programa labai apkraunama, nes
tikrina laikmacio turinj ir negali atlikti kity
uzduociy. Taigi, nelieka laiko stebéti kie-
kvieno impulso plotj bei pasirinktu Zings-
niu jj keisti [9].

Antrajj bandyma atliekame naudodami
procesoriaus laikmacio persipildymo per-
trauktj*. Laikmacio turinj tikrina pats pro-
cesorius, tai sumazina valdymo programos
apkrova. Pertrauktis® yra iskviec¢iama tik kas
tam tikrg nustatyta laika. Kiekvienos per-

4 Mikroprocesoriuose naudojama speciali paprogramé (angl.
timer overflow interrupt).

Procesorius, gaves pertraukties signalg, sustabdo atliekama
uzduotj, jsimena jos vykdymo busena, persijungia kitai uzduociai
atlikti, o kai ja baigia, grjzta prie ankstesnés uzduoties ir tesia jos
vykdyma. Pertrauktis iskvieciama tam tikromis programoje nusta-
tytomis salygomis.

DP KP bpP KP DP

bv KV bv KV bv



traukties metu tikrinama, ar reikia isjungti
mikroprocesoriaus isvadus. Kadangi reikia
tikrinti 18 verciy, pertraukties trukmeé isau-
ga, o tai apriboja kreipimosi | pertraukties
paprograme daznj. Geriausiai valdymo im-
pulsai generuojami, kai pertrauktis iskvie-
¢iama kas 100 ps. Tai reiskia, kad varikliy
valdymo impulsy plotis gali bati kei¢iamas
tik 100 ps Zingsniu. Taip pat kiekvienos
pertraukties metu reikia naujai jradyti lai-
kmacio verte [9].

Sie valdymo metodai neleidzia keisti
varikliy sukimosi grei¢io norimu tikslumu,
todél roboto judesiai yra staigs ir kojai pa-
siekus galine nustatytg padétj susidaro ne-
pageidaujamy smugiy. Atliekant pirmuo-
sius du bandymus roboto trikojé eisena
buvo generuojama pagal 17 pav. pateikta
diagrama. Pereinant nuo 2-os blsenos prie
3-ios, desiniosios galinés kojos kampe susi-
daro nestabilus taskas. Dél Sios prieZasties
robotas tais momentais pavirsta Sia kryp-
timi, todél batina koreguoti trikoje eisena.
Siekiant sumazinti tokiy nestabiliy blseny
skaiciy sudaroma nauja trikojés eisenos
generavimo seka (19 ir 20 pav.) [9]:

0 - neutrali bdsena;

1 — pirmasis trikojis pakeliamas ir pernesa-
mas pirmyn, antrasis trikojis pastumia-
mas atgal;
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2 — pirmasis trikojis pastatomas ant pa-
virsiaus, antrasis trikojis yra pastumtas
atgal;

3 — pirmasis trikojis yra pastumiamas |
neutralig padétj, antrasis trikojis pake-
liamas aukstyn ir pastumiamas j neut-
ralig padétj;

4 — pirmasis trikojis pastumiamas atgal,
antrasis trikojis pernesamas pirmyn ir
pastatomas ant pavirsiaus;

5 — pirmasis trikojis pakeliamas aukstyn ir
pastumiamas j neutralig padétj, antrasis
trikojis pastumiamas j neutralig padétj;

6 — ciklas kartojamas nuo 1 etapo.

0

v

1

A

5 2

t 1

4 <3

19 pav. Koreguotos trikojés eisenos blseny
diagrama [9].

Judéjimo kryptis

® | aikancios kojos
O Perkeliamos kojos

20 pav. Koreguotos trikojées eisenos schema [9].

LR R
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Treciasis bandymas atliekamas tai-
kant koreguotg trikoje eiseng ir impulsai
generuojami dviem lygiagreciomis nuo-
sekliy impulsy sekomis. Siuo atveju nau-
dojama laikmacio palyginimo pertrauktis.
Atmegalé6 turi du laikmacio turinio palygi-
nimo registrus, tai vienu metu galima gene-
ruoti dvi nuoseklias impulsy sekas. Kadangi
vienu metu formuojami tik du lygiagretas
impulsai, o pertrauktys daromos maZiausiai
kas 1 ms, tai pagrindiné procesoriaus pro-
grama apkraunama labai mazai ir gali vyk-
dyti kitas funkcijas, pvz., keisti impulsy plot]
nustatytu zingsniu, keistis duomenimis su
kitais mikroprocesoriais ir pan. [9].

Trikojés eisenos pédy trajektorijos. Robo-
tui judant pirmyn, ant pagrindo stovincios
kojos stumiamos atgal sukant reikiamus
servomechanizmus  atitinkama  kryptimi.
Kadangi servomechanizmo judesys yra su-
kamasis, robotg laikanciy ir pastumianciy
kojy trajektorijos yra lanko formos (21 pav.).

Esama trajektorija
-

l4

Norima trajektorija

Roboto korpusas

21 pav. Nekoreguoty kojy pédy trajektorijos xy
plokstumoje esant stamimo fazei.

Tokios pédy trajektorijos nepageidau-
tinos, nes robotui Zingsniuojant kojos jsi-
spiria | pavirsiy ir jis gali nugridati. Kad pé-
dos judéty kaip numatyta, sudaromos dvi
trajektorijos (2 lentelé) | ir Il trikojy pédoms
(22 pav.).

22 pav. | ir Il trikojy pédy trajektorijos: a — | trikojis, b — Il trikojis. Skaitmenys 0-5 atitinka trikojés

eisenos generavimo sekos etapus.
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Trajektorijos tasky pavertimas servomechanizmy valdymo signalais. Kiekvieng trajektori-
ja sudaro aibé erdvés tasky, kuriuose nuosekliai turi atsidurti pédos. Kiekvienai pédos pa-
déciai apskaiciuojama kiekvienos kojos servomechanizmy padétis ir pagal ja parenkami
valdymo impulsy plociai (3 lentele).

2 lentelé. Trajektorijy tasky koordinatés

Busena Nl ki | trikojis | Il trikojis
mm

X 0 0

1 y 20 -20
z 20 0
X 0 0

2 y 20 -20
z 0 0
X 0 0

3 y 0 0
z 0 20
X 0 0

4 y -20 20
z 0 0
X 0 0

5 y 0 0
z 20 0

3 lentelé. Servomechanizmy valdymo impulsy plociai, atitinkantys skirtingas pédy padétis

Valdymo impulsy plotis, ps

Busena | Servomechanizmas | trikojis Il trikojis

KP KG DV Kv | DP | DG
1640 1640 1360 1360 1640 1640
1720 1720 1280 1500 1500 1500
1670 1670 1330 1470 1530 1530
1640 1640 1360 1360 1640 1640
1500 1500 1500 1500 1500 1500
1470 1470 1530 1470 1530 1530
1500 1500 1500 1500 1500 1500
1500 1500 1500 1720 1280 1280
1500 1500 1500 1690 1310 1310
1360 1360 1640 1640 1360 1360
1500 1500 1500 1500 1500 1500
1470 1470 1530 1530 1530 1530
1500 1500 1500 1500 1500 1500
1720 1720 1280 1500 1500 1500
1690 1690 1310 1500 1500 1500

w
WN = WN = W= W= W =
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Taikant geometrinj atvirkstinés kinema-
tikos uzdavinio sprendimo metoda randa-
mos roboto kiekvieno servomechanizmo
padetys reikiamai pedy padeciai uzimti. Zi-
nant Sias padeétis, apskaiciuojami valdymo
impulsy plociai joms nustatyti. Impulsy
plociai apskaiciuojami pagal tokig formule:

0

fp =g 1.5,

Ciat, - valdymo impulso plotis (ms), 6, -
servomechanizmo padeétis (°), 6 — didziau-
sias servomechanizmo postkio kampas
(°), Siuo atveju 907+, jei skai¢iuojami kai-
riyjy kojy impulsy plociai, ,—" jei desiniyjy.
Visi minéti skaiciavimai atliekami MS Excel
programa (23 pav.). Tereikia jvesti pédos
koordinates ir programa iskart pateikia
visy kojos servomechanizmy valdymo im-

pulsy plocius.

23 pav. Valdymo impulsy plocio skai¢iavimo programos langas.



Mikroprocesorius generuoja servome-
chanizmy valdymo impulsy seka reikiamu
momentu keisdamas impulsy plotj.

Pédos trajektorijos tikslumo tyrimas. Tra-
jektorijos tikslumas priklauso nuo tasky,
sudaranciy Sig trajektorijg, skai¢iaus. Kuo
daugiau tasky, tuo trajektorija tikslesné. At-
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liksime du bandymus: pieSime kvadratus
xy plokstumoje. Prie fizinio roboto mode-
lio kairiosios priekinés kojos pritvirtinsime
piestuky (24 pav.) ir uzprogramuosime ro-
botg nupiesti du kvadratus: vieng per ke-
turis kvadrato taskus (25 pav.), antrg — per
astuonis taskus (26 pav.).

24 pav. Bandymams (piesimui) paruosta roboto koja (Tomo Lunecko nuotrauka).
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25 pav. Kvadrato piesimas esant keturiems taskams: a — nustatytas kvadratas piesimui, b — nupiestas
kvadratas [12] (Tomo Lunecko nuotrauka).

50
40 % 1 -
30
Y
20
10
- — . —a !
0 10 20 30 40 50
a b

26 pav. Kvadrato pieSimas esant astuoniems taskams: a — nustatytas kvadratas pieSimui, b —
nupiestas kvadratas [12] (Tomo Lunecko nuotrauka).

Matyti, kad koja trajektorija juda tiksliau, kai tasky yra daugiau. Taciau didele jtaka kojos
judéjimui tarp gretimy trajektorijos tasky turi kiekvienos tarpinés padeéties apskaiciavimas
mikroprocesoriumi. Tarpinés padétys apskaiciuojamos pagal tokia formule [12]:

Zingsnis = (nauja_padétis — esama_padeétis) / (Zingsniy_skaicius).
Gautas zingsnis sumuojamas su esama padétimi ir taip gaunama kita tarpiné padétis.

Kadangi mikroprocesorius operuoja sveikaisiais skaiciais, kai kuriais atvejais susidaro ne-
tikslios tarpinés padétys, todel numatyta ir reali judéjimo trajektorija nevisiskai sutampa.
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8. Roboto modelio tobulinimas

Atlikus roboto Zingsniavimo ir trajektorijos
tikslumo eksperimentinius bandymus su
fiziniu roboto modeliu, pastebéta, kad net
ir pakoregavus trikoje roboto eiseng robo-
to judéjimas néra visiSkai stabilus. Be to,
roboto judesiai nesklandds, o pédy trajek-
torijos netikslios. Todél reikia tobulinti ne
tik patj roboto zingsniavima, bet ir pédy
trajektorijy generavimo® metoda. Be to,
norint uztikrinti sklandy roboto judéjima
bdtina aprasyti viso roboto judesius. Suda-
ryta roboto valdymo programa nepatogu

© Trajektorija gali buti aprasyta matematiskai ir kiekvienas jos tas-
kas skaic¢iuojamas realiu laiku. Arba visi trajektorijos taskai apskai-
¢iuojami ir issaugomi atmintyje. Kitaip tariant, trajektorijos taskai
yra parenkami ne ranka, o apskaiciuojami pagal kokj nors désn.

keisti roboto judesius, nes jie buvo atlieka-
mi tiesiogiai pakeiciant servomechanizmy
valdymo signalus. O yra 18 servomecha-
nizmy, todél norint pakeisti roboto jude-
sius, reikia pakeisti 18 parametry — tai labai
nepatogu ir gali bati labai painu. Todél nu-
sprendziame sukurti paprastesnj roboto
valdymo metoda.

Atliekant eksperimentus su fiziniu ro-
boto modeliu paaiskéjo, kad servome-
chanizmai sunkiai islaiko robota, be to, jie
nepasisuka 180° kampu, todél nuspren-
dziame perdaryti roboto mechanines dalis
ir sutrumpinti Slaunikaulio ilgj (27 pav.).

27 pav., a. Antrojo roboto kompiuterinis 3D modelis.
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27 pav., b. Antrasis robotas (Tomo Lunecko nuotrauka).

Be to, §] sykj pasirenksime teisingesnj
jrenginio kdrimo buda. Jei pirmasis robo-
tas buvo gaminamas is karto, tai siuo atve-
ju nusprendziame pirmiausia sukurti tiksly
roboto kompiuterinj modelj, jj patikrinti,
atlikti jvairius tyrimus ir tik tada pagaminti
fizinj modelj.

8.1. Roboto korpuso kinematikos
skaiCiavimai

Sesiakojis robotas yra sudétingas elektro-
mechaninis jrenginys, turintis 18 laisves
laipsniy. Norint robotg pastumti j kitg pa-
détj ar pasukti roboto korpusg apie jo asis,
reikia pakeisti visy 18 roboto vykdikliy
(servomechanizmy) kampus. Taigi, reikia
spresti atvirkstinés kinematikos uzdavinj
18 laisvés laipsniy sistemai, o tai gali buti
labai sudétinga.
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Tokj uzdavinj galima isspresti gana paprastai naudojant transformacijy matricas ir at-
virkstinés kinematikos uzdavinj vienai kojai. Pirmiausia roboto korpusui ir kojy pagrin-
dams turi bati priskirtos atitinkamos koordinaciy sistemos (28 pav.).

28 pav. Koordinaciy sistemy priskyrimas.

Tada sudaromos posukio bei poslinkio transformacijy matricos. Postkio matricos su-
daromos roboto korpusui, o poslinkio — kiekvienos kojos pagrindui. Postkio matricos
roboto korpusui:

1 0 0 0 cosp 0 sinf O cosy —-siny 0 O
_ 0 coso —sino O R - 0 1 0 O R = siny cosy 0 O
* [0 sina cosau Of  * |—sinB O cosp Of * 0 0 1 of

0 0 0 1 0 0 O 1 0 0 01
Poslinkio matricos kiekvienos kojos pagrindui’:

100 x+L,/2 100 x+L/2 100 x+L,/2

01 0 y,+L/2 010 Yo (01 0 y,-L/2
Toe = ;Tov = ,'TDG_

0 01 z, 0 01 z, 0 01 Z,

0 00O 1 00O 1 0 00O 1

7 Sios koordinaciy sistemos yra priskiriamos toms vietoms, kur kojos jungiasi su roboto korpusu.
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100 x-L,/2 100 x-L/2 100 x-L/2
010 y+L/2 010 Yo 010 y—-L/2
T = ; Tew = i Tke = .
001 7 001 z 001 z
0 00 1 0 00 1 00O 1
Sudauginus visas postkiy matricas R, Ryo, R, sukiekviena poslinkio matrica T, T, Ty,

T, T, ir T, gaunamos matricos, transformuojancios kojy pagrindy koordinates j roboto

korpuso koordinaciy sistema:
BDP = Rxo Ryo Rzo TDP' BD\/ = Rxo Ryg RZO TDV’ BDG = Rxo Ryo Rzo TDG’
BKP = Rxo Ryo Rzo TKP’ BKV = Rxo Ryo Rzo TK\/’ BKG = Rxo Ryo Rzo TKG‘
Kojy pagrindy koordinatés roboto korpuso koordinaciy sistemoje:

Xpp =2, SB+CPCy(x, + L, /2)-CBSY(y, +L,/2);
Yop =(CoSY+CySaSB)(x,+L,/2)+(CaCy—-SaSBSy)y,+L, /2)—z,CBSa,
Zpp = (S Sy —Ca CySB)(x,+L,/2)+(CySa+Ca SBSY)y, +L,/2)+z,Ca CB.

Xpy =2, SP =3, CBSY+CP Cy(x, +L,/2);
Yov =V, (CoCy -SaSBSy)+(CaSy+CySaSB)(x,+L,/2)—z,CBSa;
Zyy = Vo (CYSo+CaSBSy)+(SaSy—-Ca CySB)(x,+L,/2)+z,CaCpB.

Xpg =2, SP+CPCy(x, +L,/2)-CPBSy(y,— L, /2);
Yo =(CaSy+CySaSB)(x,+L,/2)+(CaCy-SaSBSy)y,—L, /2)-z,CB Sa.;
Zpe =(SaSY—-Co CySB)(x,+L,/2)+(CySa+CaSBSy)y,— L, /2)+z,CaCB.

Xep =2, SP+CPCy(x—L, /2)=CPBSy(y, + L /2);
Yip =(CoSY+CySaSB)x,—L,/2)+(CoCy—-SaSBSy)(y,+L, /2)—z,CB Sa;
Zpp =(S0SY-Ca CySB)(x,—L,/2)+(CySo+CaSBSy)Ny,+L,/2)+z,Ca CPB.

Xy =2ySP =y, CBSY+CP Cy(x,—L,/2);
Vv =V (CaCy—=SaSBSy)+(CaSy+CySaSB)(x,—L,/2)—z,CB Sa;
Zyy = Vo (CYSa+CaSBSy)+(SaSy—-CaCySB)(x,—L,/2)+z,Ca CP.

Xeo =2y SB+CP CY(x,— L, /2)~CPSY(y, — L, /2);
Vi =(CaSy+CySaSB)(x,—L,/2)+(CaCy—-SaSBSy)y,—L /2)—z,CBSa;
Zyo = (S0 SY —Ca Cy SP)(x, — L, / 2)+(Cy Sat+CoSB Sy)(y, — L, /2)+z, Co. CP.
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Taikant atvirkstine kinematika vienai kojai, nesunku apskaiciuoti visy vykdikliy postkiy
kampus. Tiesiog reikia rasti kiekvienos pédos padeétj pakitus roboto padédiai: x =/, + x, - x,;
y=y,~y,z=-( +1)+z-z.Visus kinematinius skaiCiavimus galima pavaizduoti schema

Kojy pagrindy

koordinatés

»  Vienos kojos

(29 pav.).
a By "
>  Homogeniné
X Yoo 2y transformacija

8.2. Pedy trajektorijy
generavimas

IS ankstesniy eksperimenty matyti, kad
pateiktos pédy trajektorijos neuztikrina
roboto &jimo stabilumo, be to, kojy jude-
siai néra sinchronizuoti, jie tiesiog daromi
paeiliui. Todél nusprendziame taip valdyti
roboto judéjima, kad kiekvienos pédos
padétis baty kei¢iama pagal tikruoju laiku
generuojama trajektorija. Sitoks trajektori-
jos generavimas taip pat leidZia nesunkiai
keisti roboto eisena.

Vienas is bady generuoti roboto péedy
trajektorijas yra keisti kiekvienos pédos ko-
ordinates pagal tam tikrg désnj. Optimalios
pédy trajektorijos jau yra apskaiciuotos
kituose darbuose [13]. Norint, kad robo-
to pédos judeéty pusapskritimiu (30 pav.),
puse periodo y koordinaté turi kisti pagal
sinuso désnj, 7z pagal kosinuso, x visada lygi
0, kitg periodo puse y turi kisti pagal sinu-
so désnj, z =0, x = 0. Reikiamas funkcijas
padaugine i$ kintamuyjy / ir h, galime keisti
Zingsnio aukstj ir ilgj.

Pedy kinematika
koordinatés

29 pav. Roboto kinematiniy skaiciavimy diagrama.

Vykdikliy kampai

atvirkstiné

Kai 0 <t <mx =0,y =linmt + ¢),
Z = hcos(mt + @).
Kaim<t<2mx=0,y=0,z=hcos(mt + @).

%DP pedos trajektorija

it (cos(pi*t+DP_ph)>=0)
DP_y=I*sin(pi*t+DP_ph);
DP_z=h*cos(pi*t+DP_ph);
DP_x=DP_y*tan(alfa);

else
DP_y=1*sin(pi*t+DP_ph);
DP_z=0;
DP_x=DP_y*tan(alfa);

end

30 pav. MATLAB pédos trajektorijos aprasas ir
pédos trajektorija.
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Supaprastintas roboto valdymo meto-
das. Kuriant nauja, paprastesn] sesiakojo
roboto valdymo metodg svarbu sumazinti
valdymo komandy skaiciy iki minimumo.
Robotg galima valdyti keliomis pagrindi-
némis valdymo komandomis: Judéjimas,
Pasisukimo kryptis ir Kiino poza [14]. Supa-
prastintg roboto valdymo metodg galima
pavaizduoti grafiskai (31 pav.).

Y 4

A

v

Pédy koordinatés

Judéjimas Pasisukimo kryptis Kdno poza
(kryptis, greitis) (kryptis) (posukis, paslinkimas)
Pédy judesiai Eisena P
(kryptis, greitis) B

Xy 2

v

Vykdikliy kampai

(911 921 63)
Esamos pédy .| Pédy koordinaciy
koordinatés (x, y, 2) iSsaugojimas

v

PavirSiaus netolygumo
vertinimas

v

Sprendimy priémimas

31 pav. Sesiakojo roboto supaprastinto valdymo algoritmas [14].




8.3. Roboto modeliavimas
MATLAB

Kuriant bet kokius jrenginius, jy kompiu-
terinis modeliavimas yra pats geriausias
bldas suzinoti, kaip jie veiks. Taip pat juos
galima pigiai ir saugiai iSbandyti jvairiomis
salygomis ir atlikti reikalingus pakeitimus.
BUtent todél buvo imta kurti 3eSiakojo
roboto kompiuterinj modelj. Roboto mo-
delis kuriamas aprasant jj tekstine progra-
mavimo kalba. I$ tikryjy, roboto mode-
lis — tai visy anksciau aptarty skaiciavimy
susiejimas ir pavaizdavimas grafiskai. Taip
aprasius roboto modelj nesunku sukurti
fizinio roboto modelio valdymo progra-
ma. Ir laiko daug sutaupoma, nes klaidos
programose lengviau pataisomos nei fi-
ziniame modelyje, kurj kartais gali tekti ir
iSmesti dél vienos ar kitos klaidos. Robotas
modeliuojamas naudojant MATLAB, nors
tai ne pati tinkamiausia programa roboty
modeliavimui, taciau jos programas gali-
ma automatiskai konvertuoti, pavyzdZiui,
j C kalba, kuria bus programuojamas ro-
botas. MATLAB nesunkiai galima atlikti ir
kitokius tyrimus, pvz,, patikrinti trajektorijy
generavimo metodus ir pan.

Kaip jau minéta, roboto model; i3 tikry-
jy sudaro visy skai¢iavimy (vienos kojos
atvirkstinés kinematikos, viso roboto at-
virkstinés kinematikos, trajektorijy genera-
vimo ir kt.) susiejimas ir jy rezultaty grafinis
pavaizdavimas. Taip modeliuojant galima
laisvai keisti jvairius roboto parametrus ir
stebéti, kaip keiciasi roboto kojy trajekto-
rijos, kino poza, roboto judéjimo greitis,
kryptis ir kt.

32-35 pav. parodyti keli kompiuterinio
roboto modelio bandymai.
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32 pav. Neutralios busenos robotas.

250
200

100
50

Z o
-50
-100
-150

33 pav. Roboto DP, DG ir KV kojos iskeltos |
100 mm aukstj.



| 164 | Jaunojo tyréjo vadovas C |

250 +. L e i : 250
2004 S T 200

34 pav. Roboto korpusas, nuleistas Zemyn z 35 pav. Roboto korpusas, pasuktas apie y asj
asimi 30 mm. 10°
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9. O kas toliau?

Tolesnis darbo tikslas — sukurti pédy tra-
jektorijy generavimo metoda, kuris leisty
paprastai keisti roboto eiseng. Tai turéty
bati atliekama skirtingos kojos pédy tra-
jektorijos iSraiskose jrasant skirtingas fazes,
taciau gauti tokiy trajektorijy matematines
iSraiskas néra paprasta. Kitas svarbus tiks-
las — sukurti paprasta pavirsiaus netolygu-
my atpazinimo metoda.

Gilinantis j darba gims vis naujy roboto
tobulinimo idéjy. Vienas didziausiy Sesia-
kojy roboty trikumy — mazas greitis. O gal
verta sekti vabzdziais ir ... sukurti skraidantj
sesiakojj robotg? Toks robotas, esant reika-
lui, didelj atstuma galés jveikti skrisdamas.
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Kai kurios sgvokos

Dinaminis stabilumas - roboto busena, kai net robotui stovint ramiai reikia papildo-
mos jrangos ir judesiy, kad jis iSlaikyty pusiausvyra.

Grandis, mechanizmo grandis - viena, dazniau kelios nejudamai sujungtos mecha-
nizmo detalés.

Kinematika — mechanikos dalis, nagringjanti geometrines judéjimo savybes neatsizvel-
giant j kino mase ar jj veikiancias jégas.

Kinematiné grandis - kinematinémis poromis susiety grandziy sistema.

Kinematiné pora - dviejy susiliecianciy grandziy judamasis sujungimas.

Laisves laipsniai — kino ar atskiro jo mazgo galimy nepriklausomy judesiy skaicius.

Mikroprocesorius — loginis jtaisas, apdorojantis duomeny srauta, atliekantis skaiciavi-
mus, valdantis isorinius jtaisus pagal jrasyta programa.

Prievadas — mikroprocesoriaus jungtis, prie kurios jungiami kiti schemos elementai arba
iSoriniai jrenginiai.

Programuotuvas - jrenginys programoms jrasyti j mikroprocesorius.

Servomechanizmas - variklio, judesio perdavimo mechanizmo (reduktoriaus) ir valdy-
mo grandinés sistema.

Statinis stabilumas - roboto bUsena, kai jis gali stovedamas islaikyti pusiausvyrg be
papildomos jrangos ir judesiy.

Trajektorijos generavimas — norimos trajektorijos tasky apskaiciavimas pagal mate-
matinj désnj.

Transformacijos matrica - speciali matrica transformacijoms tarp koordinaciy sistemy
2D (dvimatéje) arba 3D (trimatéje) erdveje apskaiciuoti.

Valdiklis — specialus procesorius kitiems jtaisams, jrenginiams ar sistemoms valdyti.

Vykdiklis - mechaninis jrenginys mechanizmy ar sistemy judesiui kurti. Vykdikliai jejimo
signalg (dazniausiai elektrinj, pneumatinj ar hidraulinj) kei¢ia sukamuoju arba slenka-
muoju mechaniniu judesiu.

Reduktorius — mechanizmas, kuris perduodamas judesj sumazina (padidina) iséjimo

grandies sukimosi greitj ir padidina (sumazina) sukimo momenta.
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