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Reziume

Disertacijoje nagrinéjamos lignoceliuliozinés kilmés kompozitinés ploksteés,
impregnuotos kanapiy sékly, liny sémeny bei tungy medzio aliejais, bei tokiy
ploksciy fizikinés ir mechaninés savybés. Mikroorganizmy bendrijos sudétis
lignoceliuliozinése medziagose ir poveikis Sioms. Disertacijoje atliekamy tyrimy
tikslas — sukurti ekologiskg apsauging dangg iS augaliniy aliejy ant
lignoceliuliozinés kilmés kompozitiniy ploksciy, kuri pasizyméty atsparumu
mechaniniam, vandens bei destruktyviam mikroorganizmy poveikiams, bei
nustatyti mikroorganizmy bendrijy, skaidanciy (ligno) celiulioze, sudét;.

Disertacija sudaro jvadas, trys skyriai, bendrosios iSvados, naudotos
literattiros ir autorés publikacijy disertacijos tema sarasai, santrauka angly kalba.
Ivadiniame skyriuje aptariama tiriamoji problema, darbo aktualumas, apraSomas
tyrimy objektas, formuluojamas darbo tikslas bei uzdaviniai, apraSoma tyrimy
metodika, darbo mokslinis naujumas, darbo rezultaty praktiné reikSmé bei
ginamieji teiginiai. Ivado pabaigoje pristatomos disertacijos tema autorés
paskelbtos publikacijos ir praneSimai konferencijose bei disertacijos struktira.

Pirmasis disertacijos skyrius skirtas literatiiros analizei. Jame pateikiama
informacija apie termoizoliaciniy kompozitiniy medziagy sudétj. Aprasomi
dazniausiai aptinkami mikroorganizmai, kurie gali skaidyti lignoceliuliozines
medziagas. Apzvelgtas hidrofobiniy dangy susidarymas i§ kanapiy sékly, liny
sémeny, tungy medzio aliejy.

Antrajame skyriuje aprasomos tyrime naudotos medziagos ir jy savybés,
metodai ir priemonés, bei apsauginés aliejinés (hidrofobinés) dangos suforma-
vimo budas. Pateiktos klasikinés ir molekulinés mikrobiologijos tyrimams
naudotos medziagos, jranga, mikroorganizmy identifikavimo ir jy produkuojamy
fermenty aktyvumo nustatymo metodai.

TreCiajame skyriuje aprasyta rasty ant kanapiy spaliy, ekologiskos
termoizoliacinés medziagos (perdirbtas popierius), lignoceliulioziniy ploksciy
mikroorganizmy bendrijy sudétis. Pateikti nustatyti tiriamy medziagy trumpa-
laikés vandens sugerties, storio iSbrinkio, dimensijy stabilumo, atsparumo
gniuzdymui esant santykinei 10 % deformacijai, Siluminio laidumo parametrai,
pateikta lignoceliulioziniy ploks¢iy su apsaugine aliejine danga mikrostruktiira.
IStirtas mikroorganizmy poveikis celiuliozinés kilmés kompozitiniy ploksciy
mechaninéms savybéms ir jy mikrostruktiira.

Disertacijos tema paskelbti penki straipsniai: keturi — mokslo Zzurnaluose,
itrauktuose j Clarivate Analytics Web of Science leidiniy sara$a, turintj citavimo
indeksa, vienas — recenzuojamame mokslo Zurnale. Disertacijos tema pristatyti 6
pranesimai nacionalinése ir tarptautinése mokslinése konferencijose.



Abstract

The dissertation investigates the physical and mechanical properties of the
cellulose-based composite boards impregnated with hemp seed, linseed, or tung
tree oil and the composition of the microorganism community affecting such
materials. The investigations described in the dissertation aim to create the
ecological protective coating from natural oils on the composite boards of
lignocellulosic origin so that these would be resistant to mechanical, water effects,
and the destructive impact of microorganisms and to elucidate the composition of
microorganism community that degrades the lignocellulose.

The dissertation consists of an introduction, three chapters, general
conclusions, references, a list of the author’s publications on the dissertation’s
topic, and a summary in English. The introduction chapter describes the research
problem, the relevance of the dissertation, the research object, formulates the aim
and objectives of the dissertation, describes the research methodology, raises the
scientific novelty of the dissertation, the practical value of the research findings
and statements to defend. At the end of the introductory chapter, the author’s
dissertation publications, conference reports, and the structure of the dissertation
are presented.

The first chapter presents a literature review. It analyses the information
regarding the chemical composition of the thermal insulation composite materials
and describes the most commonly found microorganisms capable of degrading
cellulose. The formation of hydrophobic coatings using hemp seed, linseed, and
tung tree oil is reviewed.

The second chapter describes materials and their properties, test methods,
equipment, and the method of forming the protective oil coatings. It presents
materials and equipment used for classical and molecular microbiology research,
microorganisms identification and determination methods of their produced
enzyme activity.

The third chapter presents the composition of microorganism communities
found on hemp shives, ecological thermal insulation material. The parameters of
short-term water absorption, swelling in thickness, compressive strength at
relative 10% deformation, and thermal conductivity of lignocellulosic boards are
determined. The effect of microorganisms on the mechanical properties of
cellulose-based composite boards and their microstructure were investigated.

Five articles have been published on the topic of the dissertation: four in
scientific journals included in the list of Clarivate Analytics (Web of Science
publications with a citation index), and one in another peer-reviewed journal. Six
presentations on the topic of the dissertation have been made at national and
international scientific conferences.
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Zyméjimai

Simboliai

p — tankis;

W — vandens jmirkis;

Agq — matmeny stabilumas.

Santrumpos

BCT - biri celiulioziné termoizoliaciné vata;

FI — fermentinis indeksas;

CKP — celiulioziné kompozitiné ploksté;

CMC - karboksimetilceliuliozé;

CAZy — angliavandenius skaidanc¢iy fermenty duomeny bazé;

DNS - 3,5-dinitrosalicilo rugstis;

MIX A, B, C — kompostuojami celiulioziniai miSiniai su Zaliosiomis atliekomis;

NCBI - Jungtiniy Amerikos Valstijy nacionalinis biotechnologijy informacijos centras;
NGS — naujos kartos sekoskaita;

RH — aplinkos drégmé.
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Savokos

Fermentinis indeksas — tai santykis tarp mikroorganizmo kolonijos ir susidariusios Halo
zonos skersmeny ant atrankios terpés.
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lvadas

Problemos formulavimas

Pasaulyje vis labiau skatinamas atsakingas poziiiris | vartojima, siekiama, kad
zmogus tenkindamas savo poreikius nekenkty gamtai, kiek galima labiau naudoty
nekenksmingas aplinkai medziagas, gamybos metu buty kuo mazesnis atlieky
kiekis, kad jos buity ekonomiskos ir ekologiskos. Norima, kad, baigus eksploatuoti
Sias medziagas, jas biity galima pakartotinai panaudoti arba jos natiiraliai
degraduoty. Sios tendencijos vyrauja ir statybiniy termoizoliaciniy medziagy
gamyboje. Jau nuo seno Lietuvoje tradicisSkai statant namus naudotos pluostinés
kanapés, mediena, linai, nendrés, medziy apdirbimo metu atsiradusios atliekos, i$
kuriy formuojami jvairtis kompozitai. Jie naudojami kaip statybinés ar apS$iltinimo
medziagos. Siuos augalinés kilmés kompozity uzpildus sieja panasiis gamtiniai
polimerai: celiuliozé, ligninas, hemiceliuliozé, pektinas, pelenai (neorganinés
medziagos) (Li et al., 2007). Tokios sudéties medziagos pasizymi hidrofilisSkumu,
nors celiuliozé ir padeda islaikyti organizmo formg ir stabilumag, taciau
polisacharide esanti hidroksi grupé laisvai jungiasi prie vandens molekulés.
Linuose, kanapése, medvilnéje, celiuliozés molekulés iSsidésciusios lygiagreciai
ir sudaro pluosta, kuris suformuotas i$ linijiniy molekuliy, lygiagreciai sujungty
per 1,4-B-glikozidinius rySius. Pluostui, kuris susidares i$ celiulioziniy grandiniy,
budingi kristaliniai ir amorfiniai regionai. Amorfinése vietose celiuliozes
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molekulés sgveikauja silpniau, todél tarpai tarp molekuliy yra didesni, i juos
patenka vandens molekulé, sudaro vandenilinius rySius su celiuliozés
makromolekulémis. Dél $iy priezas¢iy ypa¢ svarbu S$ias hidrofilines vietas
paversti hidrofobinémis, kuriose nesikaupty vanduo ir negaléty vystytis
mikroorganizmy bendrijos. Kuriant naujas statybines termoizoliacines medziagas
i§ atsinaujinanciy S$altiniy biitina atsizvelgti | jy hidrofiliSkumg, padarant
medziagas hidrofobines ir kartu nepabloginant jy fizikiniy bei mechaniniy
savybiy.

Darbo aktualumas

Statybiniy ekologisky termoizoliaciniy medziagy gamyboje yra naudojamos
pirminés augalinés kilmés zaliavos, tokios kaip pluostinés kanapés, linai,
bambukai, arba pakartotinai perdirbtos, tokios kaip tekstilés (medvilné) ar
popieriaus atliekos (mediena). Kurias Zaliavas naudoti (pirmines ar perdirbtas),
lemia valstybiy vykdoma politika ekologiniais klausimais. Tose Salyse, kuriose
yra sudétingos klimato sglygos auginti medvilng, bambuka, linus, kanapes ir kitus
augalus, vyrauja tendencijos naudoti tekstilines ir popieriaus atliekas. Lietuvos
klimato zonoje dazniausiai kaip atsinaujinantys energijos Saltiniai biokurui
auginami gluosniai, o pluostinés kanapés — kaip ekologiska tekstiliné ir
termoizoliaciné medziaga. Pluostiniy kanapiy spaliai naudojami augalinés kilmés
kompozituose, susidedantys i§ uzpildo — spaliy bei organinés kilmés risiklio —
krakmolo. Kompozitai, kuriy sudétyje yra augalinés kilmés organiniy medziagy,
turi atitikti technologinius reikalavimus, tokius kaip Siluminis laidumas,
mechaninis atsparumas, atsparumas ugniai ir vienas svarbiausiy —
ilgalaikiSkumas. Augalinés kilmés organinés medziagos, tokios kaip celiuliozé,
ligninas, hemiceliuliozé bei riSikliai, eksploatacijos metu nei§vengiamai patiria
aplinkoje esanciy mikroorganizmy poveikj. Destruktyvus mikroorganizmy
poveikis lemia kompozitiniy medziagy mikro- ir makrostruktiirg bei defekty
susidaryma, dél to gali itin pakisti kompozitiniy ploksciy fizikinés savybés ir
sumazeti ilgalaikiskumas.

IS naturaliy aliejy suformuota apsauginé danga ant augalinés kilmés
kompozitiniy plokséiy, sudaryty i§ pluostiniy kanapiy spaliy ir kukuriizy
krakmolo, leisty sukurti visiSkai gamtinés kilmés kompozitus, kurie tapty
atsparesni destruktyviam iSoriniam ir mikrooganizmy poveikiams eksploatacijos
metu.
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Tyrimy objektas

Darbo tyrimy objektas — kompozitinés medziagos, pagamintos i§ natdiralios
kilmés celiulioziniy komponenty, kurios pasizymi hidrofilinémis savybémis bei
lengvai paveikiamos aplinkos mikroorganizmais.

Darbo tikslas

Sio darbo tikslas — celiuliozines kompozitines medziagas padengti ekologiska
apsaugine danga i$ natiiraliy aliejy, iStirti jy fizikines savybes bei jvertinti jy
struktiirai jtaka turin¢iy mikroorganizmy bendrijy sudétj.

Darbo uzdaviniai

Darbo tikslui pasiekti reikia spresti $iuos uzdavinius:

1. Sukurti ir istirti kompozitiniy ploksciy, pagaminty i celiulioziniy
medziagy, padengty nattralios kilmés aliejais, fizikines savybes.

2. Nustatyti ant celiulioziniy kompozitiniy ploks¢iy auganciy
mikroorganizmy rusis, jy poveikj plokS¢iy mechaninéms savybéms ir
bioskaidymo aktyvuma.

3. Istirti mikroorganizmy bendrijy sudétj ant augalinés kilmés kompozitiniy
plokscCiy, birios celiuliozinés termoizoliacinés vatos, kompostuojamy
celiuliozés misiniy su zaliosiomis atlieckomis bei kanapiy spaliuose.

Tyrimy metodika

Darbe celiuliozinés kilmés kompozitinéms plokstéms tirti taikyti Sie metodai:
tankio, Silumos laidumo koeficiento, gniuzdymo jtempio esant 10 % santykinei
deformacijai, trumpalaikés vandens sugerties, storio iSbrinkio po mirkymo
vandenyje, mikrostruktiiros analizés (skenuojancioji elektroniné mikroskopija).

Darbe taikyti mikrobiologijos ir molekulinés biologijos metodai:
mikroorganizmy iSskyrimas ir iSsaugojimas, genominés DNR iSskyrimas,
polimeraziné grandininé reakcija (PGR), naujos kartos sekoskaita, fermentinio
aktyvumo nustatymas.
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Darbo mokslinis naujumas

Rengiant disertacijg gauti Sie medziagy inZinerijos mokslui nauji rezultatai:

Nustatytas mikroorganizmy poveikis celiuliozinés kilmés kompozitinéms
plokstéms, pasireiskiantis atsparumo gniuzdymui sumazéjimu apie 22 %
po inkubacijos su bakterija Pseudomonas putida, o su pelésiniu grybu
Rhizopus oryaze — apie 42 %.

Sukurta apsauginé danga ant augalinés kilmés kompozitiniy ploks¢iy i$
kanapiy sékly, liny sémeny ir tungy medzio aliejy efektyvi tik tada, kai ji
kietinama 90 °C ir 120 °C temperatiiroje. Taip apsaugotos kompozitinés
plokstés tapo atsparios aplinkos drégmei.

Sukurtas bitidas, padidinantis celiuliozinés kilmés kompozitiniy ploksciy
su apsaugine danga atsparumg gniuzdymui nuo 2 iki 4,5 karty,
pagerinantis matmeny stabiluma, kuris nevirSijo 2,5 %, sumaZinantis
trumpalaike vandens sugertj iki 3 karty, storio iSbrinkj 10,4 % — 48 %.
Nustatyta, kad mikrobiotos jvairove celiuliozinése medziagose lemia
esantys priedai, tokie kaip antipirenai ar sunkieji metalai, slopinantys kai
kuriy riisiy mikroorganizmy augima.

Darbo rezultaty praktiné reikSmeé

Sukurtos ir istirtos celiuliozinés kilmés kompozitinés plokstés su apsaugine danga
buvo atsparesnés gniuzdymui, sumazéjo jy isbrinkis ir trumpalaiké vandens
sugertis, dél to zalingas mikroorganizmy poveikis mazesnis. Plokstes, kuriy
savybés pagerintos, galima pritaikyti ekologiSkuose gaminiuose ir statiniuose.
Kadangi jos tapo atsparesnés vandens poveikiui, jas galima pritaikyti naudoti
patalpose esant padidéjusiai drégmei.

Ginamieji teiginiai

1. Celiuliozinés kilmés kompozitiniy ploksciy atsparumg gniuzdymui
galima padidinti ir kartu sumazinti mikroorganizmy bei vandens
poveikj jas padengiant apsaugine danga i$ natiiraliy aliejy.

2. I8 kanapiy spaliy ir kukuriizy krakmolo riSiklio suformuotos

celiuliozines kompozitines plokstes skaido mikroorganizmy bendrijy
sintetinami fermentai: celiulazés ir amilazés.
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3. Celiulioziniy medziagy sudétis lemia mikrobiotos jvairove, taciau jose
esantys priedai ir (ar) priemaiSos slopina kai kuriy rasiy
mikroorganizmy augima.

Darbo rezultaty aprobavimas

Disertacijos tema paskelbti 5 moksliniai straipsniai: 4 moksliniai straipsniai
itraukti | Clarivate Analytics Web of Science duomeny baze ir 1 kituose
recenzuojamuose leidiniuose.

Disertacijoje atlikty tyrimy rezultatai paskelbti 6 mokslinése konferencijose
Lietuvoje ir uzsienyje:

- Jaunyjy mokslininky tarptautinéje konferencijoje ,,BTechPro2022,
balandzio 27-29 d., 2022 m., Ryga, Latvija.

- Tarptautinéje konferencijoje (forume) ,, World Microbe Forum: ASM and
FEMS collaboration®, birzelio 20-24 d., 2021 m., nuotoliniu budu.

- Tarptautingje konferencijoje ,,1st Corrosion and Materials Degradation
Web Conference session Composite and Bonded Structures®, geguzés
17-19 d., 2021 m., nuotoliniu budu.

- Tarptautinéje konferencijoje ,,1st International Electronic Conference on
Microbiology“, lapkri¢io 2-30 d., 2020 m., nuotoliniu biidu.

- Tarptautingje konferencijoje ,,FEMS Online Conference on
Microbiology*, spalio 28-31 d., 2020 m., nuotoliniu btidu.

- 2l-ojoje Lietuvos jaunyjy mokslininky konferencijoje ,,Mokslas —
Lietuvos ateitis“ kovo 20 d., 2018 m., Vilnius, Lietuva.

Disertacijos struktira

Disertacija sudaro jvadas, trys skyriai, bendrosios i§vados, literatiiros ir autoriaus
publikacijy sarasai.

Darbo apimtis (be priedy) 125 puslapiai, neskaitant priedy, tekste panaudotos
7 numeruotos formulés, 48 paveikslai ir 17 lenteliy. RaSant disertacija panaudoti
131 literaturos Saltiniai.
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Padéka

Dékoju darbo vadovui Jauniui Urbonavi¢iui uz vadovavimg ir pagalba rengiant
disertacijg. Taip pat dékoju VILNIUS TECH Statybiniy medziagy instituto
darbuotojams, daug prisidéjusiems ugdant mano medziagotyrinj mastymag.
Dékoju VILNIUS TECH Chemijos ir bioinzinerijos katedros kolegoms uz
palaikyma. Jauciu didelj dékinguma a.a. Tévams paskatinusiems zengti Siuo keliu
ir kantriai Seimai.



Celiulioziniy kompozitiniy medziagy
sudedamuyjy daliy ir jy irimo procesy
moksliniy tyrimy apzvalga

Skyriuje analizuojama celiulioziniy kompozitiniy ploks¢iy bei jy uzpildo cheminé
sudétis, specifinés medziagy savybés, turin€ios jtakos strukttirai. Trumpai apraSyti
mikroorganizmai, kurie rasti ant augalinés kilmés kompozity.

Skyriaus tematika paskelbti trys autorés straipsniai (Vasiliauskiené et al.,
2018, 2020a, 2020b).

1.1. Termoizoliacinés medziagos i$ antriniy zaliavy

Pakartotinis medziagy naudojimas kelia didelj susidoméjima pramonéje
(1.1 lentelé). Dél susidarancio didelio kiekio atlieky visame pasaulyje, jvairiose
pramongs ir ikinése veiklose yra skatinama kuo daugiau jas panaudoti antrg karta.
Yra zinoma, kad antrines Zaliavas galima panaudoti statyby pramonés sektoriuje.
Taciau biitina atsizvelgti | pacias atliekas, jy pritaikomumg garso ar Silumos
izoliacijai arba apdailai (Briga-sa et al., 2013). Sias savybes lemia galutinés
medziagos fizikinés savybés, tokios kaip tankis, porétumas, matmeny dydis.
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1.1 lentelé. Termoizoliacinés medziagos i$ tekstilés, augaly ir gyviiny atlieky (Jordeva
et al., 2014; Briga-sé et al., 2013)
Table 1.1. Thermal insulation materials from recycled textile, plant and animal waste

Perdirbta medziaga | Pritaikymas Savybeés
Poliesteris Silumos ir garso izoliacijai Nealergizuojantis, atsparus
Sienoms ir stogui ugniai, nepalanki terpé
mikroorganizmy augimui
Tekstilés atliekos Silumos ir garso izoliacijai, Nesudétingas perdirbimas
esant trumpoms atraizoms antriniam panaudojimui

Garso izoliacija po grindimis,
esant ilgoms atraiZoms.
Augalinés kilmés Silumos ir garso izoliacijai I8 kanapiy pagamintos
pluostai / spaliai Sienoms, stogui ir grindims pasizymi geromis
termoizoliacinémis savybémis
vasaros ir Ziemos sezonais
Gyvininés kilmés | Silumos ir garso izoliacijai Ypac tinkamas su medzio
(vilna, plunksnos) Sienoms ir stogui konstrukcijomis

Daugelis lentel¢je iSvardinty medziagy pasizymi geromis Silumos ir garso
izoliacijos savybémis. Taciau tik sintetinés kilmés medziagoms nebiidingas
mikroorganizmy augimas, o visas kitas reikia apsaugoti nuo mikroorganizmy
poveikio. Augalinés kilmés ir tekstilés atliekas sudaro iki 78 % celiuliozés, kurig
iki pavieniy gliukozés molekuliy gali skaidyti mikroorganizmai, o tai yra
maistiniy medziagy Saltinis kitiems gyviesiems organizmames.

1.2. Augalinés kilmés kompozity cheminé sudétis

Lietuvoje naudojamos jvairios augalinés kilmés zaliavos, t. y. pluostinés kanapés,
medzio drozlés, linai, nendrés. Kanapés (Cannabis sativa) yra daugiafunkcis
augalas, suteikiantis vertingos zaliavos: maisto pramongje — kanapiy sékly
aliejaus, tekstilés pramonéje — pluosto, o liekantys spaliai yra naudojami kaip
kraikas arklidése arba kaip uzpildas gaminant augalinés kilmés kompozitus
(Mussing, 2010).

Gamtinés kilmés pluosty sienelés sudarytos i§ celiuliozés, hemiceliuliozés,
lignino, aromatiniy junginiy, tokiy kaip vaskai ir kiti lipidai, bei neorganiniy
medziagy (peleny). 1.1 paveiksle parodyta tipiné augalinés kilmés lastelés
sienelés struktura ir sudétis. Gamtinés kilmés pluosty cheminé sudétis ir struktiira
lemia jy savybes, funkcionaluma ir apdirbimo biidus (Jankauskiene et al., 2015).
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1.1 pav. Augalinés lastelés sienelés sudétis ir stuktira (Brethauer et al., 2020)
Fig. 1.1. Composition and structure of the plant cell wall

Visus augalinés kilmés kompozitus sieja panasi cheminé sudétis (1.2 lentelé):
celiuliozé, ligninas, hemiceliuliozé, pektinas, pelenai (neorganinés medziagos)
(Li et al., 2007).

1.2 lentelé. Augalinés kilmés pluostiniy kompozity cheminé sudétis (Li et al., 2007)
Table 1.2. Chemical composition of fibrous composites of plant origin

Pluosto Celiuliozé | Ligninas Hemiceliuliozé | Pektinas Pelenai
tipas pagal % % % % (neorganinés
augalo medziagos)
dalj %
Linai 71 2,2 18,6-20,6 2,3 -

Kenefas 31-57 15-19 21,5-23 - 2-5
Mediena 40,7-78 6,9-27.4 8,1-32 2,6-4,2 0,3-1,7
Dziutas 45-71,5 12-26 13,6-21 0,2 0,5-2
Kanapés 57-77 3,7-13 14-22.4 0,9 0,8
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1.2. lentelés pabaiga

Pluosto Celiuliozé¢ | Ligninas | Hemiceliuliozé | Pektinas Pelenai

tipas pagal % % % % (neorganinés

augalo dalj medZziagos)
%

Pluostine | 68,6-91 0,6-0,7 5-16,7 1,9 -

bemerija

Lapy

pluostai

Abaka 56-63 7-9 15-17 - -

(manila)

Sizalis 47-78 7-11 10-24 10 0,6-1

Kiekvieng i§ S$iy gamtiniy polimery sudaro biomolekulés, dazniausiai
angliavandeniai C,(H20), ir jy dariniai, t. y. polihidroksiangliavandeniliai su
viena ar keliomis aldehido arba ketono grupémis (1.3 lentelé).

1.3 lentelé. Augalinés lastelés sienelés struktiira ir cheminé sudétis (Chen, 2014)
Table 1.3. Structure and composition of the plant cel

Ligninas Hemiceliuliozé Celiuliozé

Subvienetai Guacilpropanas(G), D-ksilozé, D-manozé, D-gliukozé
siringilo propanas (S), | L-arabinozé, galaktozé,
hidroksifenilpropanas | gliukurono rigstis.

(H)

Rysiai tarp Ivair@is esterifikacijos | Grandinéje B-1,4- B-1,4-

subvienety metu susidare rysiai. glikozidiniai; grandinés | glikozidiniai
C-C rySys iSor¢je B-1,2-; B-1,3-; B- | rySiai

1,6-glikozidiniai ry$iai

Polimerizacija | 4000 Maziau nei 200 Nuo keliy

desim¢iy iki
tikstanciy.

Polimerai G ligninas, GS Poliksilozé, Celiobiozé
ligninas, GSH galaktogliukomananas,
ligninas gliukomananas.

Strukttra Amorfiné, Triju dimensijy, Trijy dydziy,
nehomogenineé, nehomogenineé, linijinés mole-
nelinijiné, trijy molekulés su mazais kulés, sukompo-
dimensijy polimerai kristaliniais regionais nuotos i$ krista-

liniy ir amor-
finiy regiony

Rysiai tarp Siejasi su Siejasi su ligninu Jokiy sasajy

komponenty hemiceliulioze
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1.2.1. Celiuliozé

Celiuliozé (1.2 pav.) yra polisacharidas, kuris Zzmogaus organizme neskaidomas ir
nejsisavinamas, taciau atrajojantys gyvuliai geba ja virskinti.

T OH CH,0H i OH CH,0H
OH, N T O J R O, OH
H %0_\ N 0 /Lo—-“
H o) —w—i FN—O

CH,OH H OH CH,OH

1.2 pav. Celiuliozés struktiira
Fig. 1.2. Bonds of the cellulose polymer

Celiulioze gamina ne tik augaly karalystés atstovai, ja taip pat produkuoja
juiry gyviai — gaubtagyviy klasei priklausantys ascidijos, oomicetai, kitaip Zinomi
kaip dumbliagrybiai, kai kurie protistai, dumbliai ir bakterijos (Moon et al., 2011).
Nepaisant to, kad celiuliozg gamina labai skirtingi organizmai, jos pagrindiné
funkcija yra mechaning, t. y. palaikyti organizmo forma ir stabilumg. Supinti
celiuliozés plauseliai sudaro popieriaus pagrindg (filtravimo popierius — praktiskai
gryna celiulioz¢), o kai kuriuose augaluose — linuose, kanapése, medvilnéje —
celiuliozés molekulés iSsidésciusios lygiagreciai ir sudaro pluosta.

Celiuliozé — labiausiai paplites polisacharidas, savo kiekiu uzimantis pirma
vietg tarp kity organiniy junginiy. Apie 10'? tony kasmet jos pagamina augalai
biosintezés buidu (Tosh et al., 2014). Ypac daug celiuliozés turi medvilné, linai,
kanapés, medziai (1.2 lentelé). Augaluose pagrindiné lgsteliy sieneliy sudedamoji
dalis yra celiuliozé, kurig sudaro anglis 44,44 %, vandenilis 6,17 % ir deguonis
49,39 %. Cheminé celiuliozés formulé yra (C¢Hi9Os)n (Chen, 2010). Ji yra
gamtinis linijinis polisacharidas, susidedantis i§ celiobiozés dimery, kurie sudaryti
i§ D-gliukozés molekuliy, sujungty 180° kampu B-1,4 gliukozidinémis jungtimis
(1.3 pav.). Tokiy D-gliukozés liekany biina iki 15 000, o molekuliné masé¢ nuo
400 kD iki 1-2 MDa, ir tai lemia, kad celiuliozé yra vienas ilgiausiy gamtiniy
polimery. Pirminé celiuliozés struktiira labai paprasta, o antriné struktiira nulemia
pagrindines celiuliozés biologines ir technologines savybes.

Glikozidinis B-1,4 rySys (1.3 pav.) lemia polimerinés molekulés tiesiSkuma,
kuris dar labiau sustiprinamas vandenilinémis jungtimis grandinéje. Todél
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celiuliozé turi ne tik gera mechaninj atsparuma ir pluostines savybes, bet taip pat
netirpsta vandenyje ir yra chemiskai stabili.

ol

N0 "/%/U\N e —
on Ej\' o ff ! PR O
|

C 0 HO—¢ [
! y e A
u\ 3 0 ‘ C o C i
( HO C’ ;?‘C. c:’é‘""‘ho,
LN L o
S ]
4 o i o 5 1—=4 n
R, AN ‘,M f -1,4 glikozidiné jungtis
W 7 %/ /

1ol on-§ o LA
Vandeniliniai ry3iai tarp celiuliozés grandinéliy
1.3 pav. Celiuliozés polimero rysiai (Ek & Gellerstedt, 2009b)
Fig. 1.3. Bonds of the cellulose polymer

Tarpai tarp celiuliozés sluoksniy vienas su kitu siejasi veikiami van der Valso
jégos. Priklausomai nuo to, kaip jie iSsidésto, susiformuoja o ir If celiuliozés
tipai. Taip yra dél to, kad skirtingy sluoksniy gliukozés molekulés gali sgveikauti
ta pacia kryptimi (formuojasi la tipas) arba pasislinkti prieSinga, formuojasi I
(1.4 pav.). Celiuliozé la lastetéje biina triklininés kristalinés struktaros, t. y.
matmenys yra nevienodo ilgio ir né viena i$ atitinkamy asiy nesudaro 90° kampo.
Celiuliozé If buna monoklinikinés kristalinés struktiiros, kai dvi aSys yra
statmenos 90° viena kitai, o trecioji — ne. Manoma, kad abi kristalinés formos
egzistuoja celiuliozéje. Celiuliozé lo yra pusiau stabili ir gali bati trans-
formuojama ] stabilesnj If tipa, esant aukS$tai temperatiirai ir slégiui, arba
Sarminiame ar rigstiniame tirpale (Ek & Gellerstedt, 2014).

Gamtinés kilmés celiuliozé¢ buna la ir Ip kristalinés strukttros (1.4 pav.),
taCiau jg apdorojus gaunama celiuliozé I, III, IV. Svarbiausia i§ jy yra II, kuri
daugiausia naudojama techniniams ir technologiniams poreikiams. Celiuliozé 11
skiriasi nuo celiuliozés 1 tuo, kad grandinés yra lygiagrecios, bet prieSingy
kryp¢iy. Tuo galima paaiskinti, kodél celiuliozé II yra stabilesnés formos negu
celiuliozeé 1.

Celiuliozé yra balta, pluostiné, beskoné, bekvapé medziaga. Rentgeno-
struktiirinés analizés metodu nustatyta, kad dalis celiuliozés pluoSto sudaryta i$
kompakti§ky vandeniliniais ry$iais susijungusiy makromolekuliy. Tokios pluosto
vietos, remiantis medziagos rentgenogramomis, parodo medziagos kristaling
struktiira, ir jos vadinamos kristalitais.
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Celiuliozé 0,62 nm / 0,53 nm
: ]

&

67%63°

D @B D @B CD @

- B BT @
& O . D e T
& D @B O @ T @

D - (D e ) e 0D
- i O G )
w;

“‘.

Monoklininé Triklininé
B la

1.4 pav. Celiuliozés sluoksniy issidéstymas (Lienemann, 2010)
Fig. 1.4. Arrangement of cellulose layers

Be jy, celiuliozéje yra amorfiniy viety, kur tarpai tarp molekuliy yra didesni,
o sgveika — silpnesné (1.5 pav.). Kristality kiekis ir tiris lemia celiuliozés savybes.
Ji netirpsta vandenyje bei daugelyje organiniy tirpikliy, sugeria nedidelj kiekj
vandens gary. Vandenyje Siek tiek iSbrinksta. Mirkymo metu pluosty ilgis
nesikei¢ia, taciau Siek tick padidéja skersmuo. Rentgenogramos parodé, kad
vandens molekulés nesugeba jsiskverbti j kristality vidy, bet patenka j amorfines
sritis, sudarydamos vandenilinius rySius su celiuliozés makromolekulémis
(Escalante et al., 2018).

Celiuliozés grandiné Amorfinés vietos

[ 100 nm I Kristalitai

1.5 pav. Celiulozés kristalinés ir amorfinés vietos (Moon et al., 2011)
Fig. 1.5. Cristalinity and amorphous sites of cellulose

Celiuliozés pluostas yra hidrofobinis polimeras, pasizymintis dideliu
tempiamuoju stipriu. Augaliniy Iasteliy sienelése celiuliozé sudaro mikrofibriles
(pvz., 2-20 nm skersmens ir 100-40 000 nm ilgio), tai uZztikrina linijing ir
struktiiriskai stiprig sistema.
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1.2.2. Hemiceliuliozé

Po celiuliozés kitas labiausiai augaly lastelés sienelése paplites angliavandenis yra
hemiceliuliozé, kurios kiekis ir struktiira jvairiuose augaluose skiriasi.
Hemiceliuliozé yra vienas i§ gausiausiy polisacharidy, esanciy augaly audiniuose
kaip struktiiriné medziaga, jterpta tarp lignino ir celiuliozés (Hu et al., 2018;
Huang et al., 2021). Hemiceliuliozé — heteropolisacharidas, susidedantis i§ keliy
monomery, tokiy kaip D-gliukozé, D-ksilozé¢, D-manozé, D-galaktozé, L-
arabinozé, ir kitokiy glikozidy, prisijungusiy angliavandeniy (1.6 pav.).
Daugiausia augalinése lastelése randama ksilozés (Hearle, 1958; Viel et al., 2018).

o oH CHOM
1 = HO
HO ™y "OH S on
. o O~ -O0H | CHOH OH—0, OH I
| OH OH CHy . O
0o HO" O H
HO;“-.:’ :-" H OH | | o
/ 18 OH OH Pt OH
HO OH OH
a) Ksiloze | b) Manozé c) Galaktoze | d) Ramanozé | e) Arabinozé

1.6 pav. Monomeriniai cukrs, budingi hemiceliuliozei (Rytioja et al., 2014)
Fig. 1.6. Abundant monomers of hemicelluloses

Pagrindiné hemiceliuliozés funkcija yra palaikyti lastelinés sienelés struktiirg
ir poringumg. Taip pat kai kuriuose Saltiniuose teigiama, kad hemiceliuliozé,
prisijungusi prie lignino ar celiuliozés molekuliy, sumazina fermentinj poveikj
lasteliy sieneléms bei padidina netirpiy neorganiniy cheminiy elementy kiekj (Liu
et al., 2016; Nykter et al., 2008).

1.2.3. Ligninas

Tai yra hidrofobinis polimeras, esantis tarp celiuliozés mikrofibriliy ir
hemiceliuliozés, kuris jas fiksuoja vieng prie kitos ir taip suteikia lastelés sienelei
»sumedéjusias“ savybes. Taip pat kitos lignino funkcijos augaliniy Igsteliy
sienelése: tvirtumas, standumas ir apsauga nuo patogeniniy mikroorganizmy
(Chen 2014). Kiekviename augale ir jo dalyje lignino kiekis ir stukttira skiriasi.
Ligninas yra organinis polimeras, sudarytas i§ jvairiy monomery, todél jo
negalima laikyti grieztai apibréztu cheminiu junginiu (Viretto et al., 2018).
Cheminiais metodais i$skirtas ligninas néra identiskas ligninui, esanciam lasteliy
sienelése, nes jam iSskirti reikia labai reaktyviy cheminiy junginiy, todél atsiranda
pokyc¢iy jo struktiiroje. Lignino sandara labai sudétinga, jam priskiriama daugybé
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Ivairiy empiriniy ir struktiiriniy formuliy, todé¢l tai néra grynas polisacharidas,
lipidas ar baltymas (Ek, Gellerstedt, 2009). Pagal elementing sudétj ligninas nuo
celiuliozés skiriasi didesniu anglies ir mazesniu deguonies kiekiu (1.4 lentelé).

1.4 lentelé. Lignino ir celiuliozés elementinés sudéties palyginimas
Table 1.4. Elemental composition of lignin and cellulose

C (anglis) O (deguonis) H (vandenilis)
Ligninas 63 % 31% 6 %
Celiuliozé 44 % 49 % 6 %

Ligninas yra polifenilpropanoidy kompleksas (600—15,000 kDa dydzio),
susidedantis i§ vieno arba keliy alkoholiy. Paprastai ligninas apibréziamas kaip
polifenolio polimeras su hidroksicinamilo alkoholiais, dar kitaip — monolignoliais,
t. y. p-kumarilo, koniferilo ir sinapilo alkoholiais (1.7 pav.) (Pollegioni et al.,
2015; Oregui-Bengoechea et al., 2019). Jie skiriasi metoksigrupés aromatiniame
ziede padétimi ir monolignoliy skai¢iumi. Todél patj ligning galima skirstyti j tris
grupes. Skirtingi monolignoliy kiekiai apibudina skirtingus augalus, jy
subrendimo lygj (Ganewatta et al., 2019; Ralph et al., 2004).

(a) HO (b) HO () HO

H;CO H,C OCH;

H H H
1.7. pav. Hidroksicinamilo alkoholiai: a) p-kumarilo alkoholis, b) koniferilo alkoholis,
¢) sinapilo alkoholis
Fig. 1.7. Hydroxicinamyl alcohols: a) p-coumaryl, b) coniferyl, c) sinapyl alcohol

Ligninas maziau atsparus vandeniui uz celiuliozg ir lengviau pereina j tirpala.
Veikiamas sieros rigstimi arba Sarmais, jis iStirpsta, kuo ir paremti techniniai
celiuliozés gavimo i§ medienos procesai (Jonsson et al., 2016).

1.2.4. Pektinas

Pagrindiné pektino funkcija — suteikti mechaninj tvirtumg augalinés kilmés
lasteléms, siurbti vandenj i$ iSorés, biiti apsauginiu barjeru. Pektinas yra vienas i$
pagrindiniy komponenty, esanciy tarp Igstelés sienelés mikrofilomenty, tai yra
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polisachridy kompleksas, sudarytas i§ 1,4-D-galakturono riagsties, L-ramnozés ir
L-arabinozés (1.8 pav.). Priklausomai nuo polimery kombinacijy ir fizikiniy bei
cheminiy charakteristiky pektinas gali biiti skirstomas j pektino riigstj, pektina,
protopekting (de Souza et al., 2021). Pektino rugstis yra sudaryta i§ a-1-4 rysiu
grandine sujungty apie 100 galaktoroninés ruigities lickany. Si ragstis tirpsta
vandenyje ir lengvai reaguoja su kalcio jonais (Ca®"), sudarydama geline
struktiirg. Pektino molekuliné masé gali bati nuo 25 000 iki 50 000, o kiekvieng
granding gali sudaryti apie 200 galakturoninés ruigsties liekany. Protopektinas,
kurio molekuliné masé didesné nei pektino riigSties ar pektino, dazniausiai
randamas pirminéje augalinés kilmés Igstelés sieneléje, netirpus vandenyje, bet
paveikus protopektinaze tampa tirpus (Martens-Uzunova et al., 2008). Kadangi
tarp pektino rigsties, pektino ir protopektino susidaro kalcio jony tilteliai, o
pektino molekulés jungiasi tarpusavyje, susidaro tinklo struktira (1.8 pav.). Sis
tarplastelinis sluoksnis leidzia vandens molekuléms laisvai judéti bei lemia
augaliniy Iasteliy sieneliy elastingumg ir tamprumg. Priklausomai nuo kalcio
tilteliy kiekio, tokia btina ir Igsteliy sieneliy matrica (Chen 2014; Ek,
Gellerstedt G., 2009; H}'lskovz’l et al., 2020).
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1.8 pav. Augalo tarplasteliné struktiira i§ pektino rugsties ir kalcio tilty,
suteikianti gelinj pobudj (Mishra et al., 2012)
Fig. 1.8. Intercellular structure of the plant from pectic acid and calcium bridges,
giving it a gel-like character

Pektinai yra riigStiniai, netaisyklingos struktiiros, jautriis vandeniui
polisacharidai. Jie lengvai tirpsta ir skaidomi Sarminiais tirpalais.

1.2.5. Neorganinés medziagos (pelenai)

Augaluose, be pagrindiniy cheminiy elementy, tokiy kaip anglis (C), deguonis
(O), vandenilis (H), dar yra azoto (N), sieros (S), fosforo (P), kalcio (Ca), magnio
(Mg), gelezies (Fe), vario (Cu), natrio (Na), kalio (K), mangano (Mn) ir chloro
(Cl) (Schwarzova et al., 2017). Sie netirpiis mineralai i§ neorganiniy drusky
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nustatomi jvairiais metodais, tokiais kaip atominés sugerties, emisijos spektro-
skopijos, indukuotos plazmos optinés emisijos spektrometrijos (sunkiesiems
metalams). Daugiausia pelenai sudaro 2—3 % nuo bendro medziagos kiekio. Taip
pat augalai i§ aplinkos gali kaupti sunkiuosius metalus, tokius kaip Sving (Pb),
cinkg (Zn), kadm;j (Cd) (Musio et al., 2022; Tlustos et al., 2006). Mikroelementy
tipas ir kiekis labiausiai priklauso nuo augalo, jo dalies, subrendimo lygio bei
augimvietes.

1.2.6. Krakmolas

Krakmolo granulés yra mazai tirpios vandenyje ir organiniuose tirpikliuose, o
sausos — labai higroskopiskos. Krakmolas yra dviejy polisacharidy junginys,
sudarytas i§ amilozés ir amilopektino. Siy dviejy polisacharidy santykis priklauso
nuo to, koks augalas jj sintetina. Krakmolo granulés gali biiti 1-100 um skersmens
dydzio (1.9 pav.). Gali vyrauti vieno arba keliy dydziy granulés, forma gali bati
apvali, ovali, pailga, iSgaubta ar jgaubta kaip leSis arba daugiakampé
(Tester et al., 2004). Krakmolo granuléje esanti amilozé ir amilopektinas
i§sidésto sluoksniais, t. y. augimo ziedais. Didéjant krakmolo granulei daugéja ir
sluoksniy, kadangi augimas vyksta nuo centro link krasty. Krakmolo granule
sudaro pusiau kristaliniai bei amorfiniai regionai (1.9 pav.). Pusiau kristalinj
regiong sudaro dvigrandis amilopektinas, o amorfinj — amilozés viengrandis
polimeras kartu su Sakotais amilopektino segmentais (Dome et al., 2020). Amilozé
yra neSakota linijiné D-gliukozés monomeriné grandiné, sujungta o-1,4-
glikozidiniais rysiais, jos ilgis 50-1000 D-gliukozés vienety.

Amilopektinas yra Sakotas polisacharidas, susijungiantis per o-1,6-
gliukozidinj ry§j, grandinés ilgis 200—1000. Atsizvelgiant j krakmolo augaling
kilme, santykinis amilozés procentas yra nuo 10 % iki 30 %, o amilopektino — nuo
70 % iki 80 % (Yu et al., 2021).
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1.9 pav. Grafiné krakmolo granulés struktiiros schema
Fig. 1.9. Graphical illustration of the starch granule structure
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Pagrindinés krakmolo savybés, kurios lemia jo panaudojima, yra:

*  Amilozés ir amilopektino santykis, nuo jy priklauso klampa ir gelio
susidarymas.

*  Amilozés ir amilopektino molekuliy struktiira.

*  Krakmolo granuliy molekuliné masé¢, dydis ir forma, nuo jy priklauso
brinkimo greitis.

+  Kleisterizacijos temperattra.

Krakmolo savybés, i kurias atsizvelgiama norint jj tikslingai panaudoti, yra
Sios: kristaliSkumas, jo tipas (A, B, C), granulés dydis. KristaliSkumo laipsnis
lemia krakmolo fizikines ir chemines savybes, tokias kaip kietumas, tankumas,
skaidrumas ir reaktingumas. Taciau Sios savybés priklauso ne tik nuo
kristaliSkumo laipsnio, joms taip pat turi jtakos granuliy dydis ir kristaly
struktiiros tipas. Sios krakmolo savybés lemia, kokioje pramonés $akoje jis bus
naudojamas: maisto (pvz., jogurtai, saldainiai guminukai), vaisty (pvz., tableciy
uzpildas), popieriaus (pvz., klijai) gamyboje. DaZnai nattralus krakmolas
nepasizymi stabiliomis savybémis, todél norint turéti polimerg, kuriam biidingos
tikslinés savybés, biitina jj modifikuoti. Modifikacija galima atlikti cheminiais,
fermentiniais arba mechaniniais metodais (Dome et al., 2020; Jiang et al., 2020).

1.3. Dazniausiai aptinkami lignoceliuliozines
medziagas skaidantys mikroorganizmai

Visus gamtinius polimerus, esancius natiiralioje aplinkoje, veikia mikroorganiz-
mai. Tiek sausumoje, tiek vandenyje pagrindiniai skaidytojai yra grybai (sitiliniai
grybai, bazidiomicetai, aktinomicetai), aerobinés ir anaerobinés bakterijos,
hemofilinés, termofilinés bakterijos. Mikroorganizmai yra labai svarbiis anglies,
kaip cheminio elemento, apykaitos cikle Zeméje. Visa tai veikia pasaulio
ekologija, biogeochemija, Zemés tikj bei pramone (Juturu et al., 2014). Augalai,
iskaitant kanapes (Cannabis sativa subsp. sativa), turi skirtingy naudingy
mikroorganizmy bendruomeniy ant savo audiniy ir jy viduje nuo to momento, kai
yra paséjami j dirvg. Mikrobiota prisideda prie augaly augimo skatinimo,
palengvina mineraliniy maistiniy medziagy pasisavinima, stimuliuoja gynybinio
atsparumo patogenams mechanizmg, nulemia didesnj derliy ir moduliuoja
antrinius augaly metabolitus (Taghinasab et al., 2020). Gaminant augalinés kilmés
kompozitines plokstes, $ios mikroorganizmy bendrijos i§ dalies iSlicka
gyvybingos ant kanapiy spaliy arba jy viduje. Susidarius palankioms salygoms,
mikroorganizmai pradeda augti, maistiniy medziagy Saltiniu tampa pats augalinés
kilmés kompozitas, todél jvyksta jo degradacija.

Kristalinés celiuliozés biologinés degradacijos metu reikalingi jvairQs
fermentai, kuriy veikimas pasizymi sinergija. [vairtis mikroorganizmai, jskaitant
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ir sitilinius (filamentinius) grybus, iSskiria celiulioze¢ degraduojancius fermentus.
Gryby, daugiausia gaminanciy celiulazinius fermenty kompleksus, riiSys yra Sios:
Trichoderma, Penicillium, Fusarium, Phanerochaete, Humicola, Schizophillum ir
Aspergillus. Siy rusiy produkuojami fermentai yra termostabildis. Skaidantys
celiuliozg mikroorganizmai gamina lastelés sieneles ardancius fermentus, bet tik
nedaugelis jy geba sintetinti tokius fermentus, kurie ardyty natiiralig celiuliozg.
Miceliniai grybai ardo celiuliozés substratus ir yra pagrindiniai organizmai,
turintys visa celiuliozei transformuoti reikalinga fermenty rinkinj (Zhang et al.,
2004).

Celiuliozés turintys augaly likuéiai, t. y. Siaudai, durpés, nukrite lapai,
zolédziy méslas, naudojami norint pagerinti dirvos struktiira. Dirvozemyje
esantys mikroorganizmai skatina bei greitina celiuliozés irimg augalinés kilmés
liekanose. Mikroorganizmy gebé¢jimas ardyti celiulioze svarbus biosferai, nes
dalyvauja medziagy apytakos procesy rate (Strain et al., 2002).

Aspergillus fumigatus — pelésinis grybas, priklausantis eurotiomicety klasei
bei labiau paplites negu kiti jo genties atstovai, nes, palyginus su kitomis risimis,
Si risis taip pat aptinkama kaip saprofitas, atliekantis esminj vaidmenj perdirbant
anglj ir azotg dirvozemyje, kuris yra nattirali 4. fumigatus buveiné. Manoma, kad

Rhizopus oryzae, priklausantis zigomicety klasei (mucormycetes), seniau
vadintas Rhizopus arrhizus, siiilinis grybas. Jie randami visame pasaulyje ir
daznai siejami su yranciomis augalinés kilmés medziagomis, maisto atliekomis,
vaisiais, rieSutais, jvairiomis grudinémis kultiromis, zaliosiomis atlieckomis
(Horwitz, 2013). Rh. oryzae, kaip saprofitinis ir patogeninis grybas, gamina daug
jvairiy metabolity, todél svarbus tiek komerciniu, tiek medicininiu pozitiriu
(Barnita et al., 2011). Siai gryby rasiai badingas lytinis dauginimasis
zigosporomis ir nelytinis sporomis arba hifais. Pramonéje Rhizopus riiSies grybai
naudojami keliose Azijos Salyse, tradiciSkai fermentuojant maisto produktus,
tokius kaip tempé (t. y. fermentuota sojy masé). Jie zinomi kaip metabolity,
organiniy ragsciy (pvz., pieno, fumaro), etanolio ir hidroliziniy fermenty (pvz.,
gliukoamilazés, poligalakturonazés) gamintojai i$ cukraus ir Zemes iikio atlieky,
tokiy kaip mieziai, valgomasis manijokas, kukurtizai, bulvés, aviZos
(Battaglia et al.,, 2011). Klinikinés Siy pelésiniy gryby sukeltos infekcijos
apibiidinamos kaip zigomikozinés, ~70 % juy sukelia Rhizopus ruSys. Taip pat Rh.
oryzae genomo struktiira labai siejasi su saproftine veikla, t. y. gebéjimu skaidyti
angliavandenius.

Palyginus su kitais grybais (1.5 lentelé), tokiais kaip askomicetais ir
bazidiomicetais, aktyviy geny randama daugiau negu mielése, bet maziau nei
sitiliniuose askomicetuose, pvz., Aspergillus fumigatus.
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1.5 lentelé. Geny, koduojanciy fermentus, kurie geba skaidyti angliavandenius, skaiCius
(Battaglia et al., 2011)
Table 1.5. Number of genes encoding putative carbohydrate-degrading enzymes
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Pseudomonas putida yra lazdelés formos, spory neformuojancios,
saprotrofinés bakterijos, kurios formuoja biofilmus ant biotiniy ir abiotiniy
pavirsiy (Molina et al., 2020). Daznai jos naudojamos biotechnologijos pramonéje
bei cheminiy medziagy gamyboje (Weimer et al., 2020). P. putida yra
gramneigiama bakterija, kuri dél savo universalios medziagy apykaitos ir mazy
mitybos poreikiy auga jvairiose ekologinése buveinése, geba prisitaikyti prie
sudétingy salygy, tokiy kaip auksta temperatiira, pH ir toksinai, todél randama
uzterstose ekosistemose (Silby et al., 2011; Martins et al., 2004). Ji taip pat skaido
aromatinius ir alifatinius angliavandenilius, pavojingas chemines medziagas,
pavyzdziui, tokias, kurios susidaro deginant kurg, anglj, tabaka ir kitas organines
medziagas (Ward et al., 2005). Mikroorganizmai suskaido terSalus j nepavojingus
produktus, pavyzdziui, CO, ir H»O. P. putida, palyginus su kitomis terSalus
skaidan¢iomis Pseudomonas risimis, yra saugesné, skirtingai negu P. aeruginosa,
kuri zmogui patogeniska (Folkesson et al., 2012). P. putida nesudétinga genetiskai
modifikuoti, tai leidzia ja panaudoti jvairiems tikslams, tokiems kaip organiniy
junginiy, skirty farmacijai ar zemés ukiui, sintezei naudojant jvairius substratus
(Poblete-Castro et.al., 2012).

1.3.1. Celiuliozés skaidymas

Daugelis siiiliniy (filamentiniy) gryby isskiria aktyviy fermenty kompleksus
(Payne et al., 2015), kurie daugiausia biina sudaryti i§ glikozidazés EC 3.2.1 (GH)
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klasés fermenty, skaidanciy polimerinj junginj celiuliozg iki gliukozés molekuliy,
dalyvaujant vandeniui, bei kitokiy fermenty, reikalingy ligninui, hemiceliuliozei,
pektinui skaidyti (Thygesen, et.al., 2005; Payne et al., 2015). Tai priklauso nuo
paties mikroorganizmo, jo substrato, funkcijy.

Celiulioze¢ yra tvarkingos ir kompaktiskos struktiiros netirpus polimeras,
turintis amorfiniy viety, per kurias lengviausiai jvyksta struktiirinés pazaidos. Sios
pazaidos dar kitaip vadinamos amorfogenezémis. Jas lemia baltymai, kuriuos
gamina kai kurie celiuliotiniai mikroorganizmai, pvz., Trichoderma reesei,
Bacillus subtilis, Bjerkandera adusta, Aspergillus fumigatus. Sie amorfo-
geneziniai baltymai paveikia celiuliozés kristaling struktiirg (1.10 pav.), kuri
tampa lengviau prieinama mikroorganizmy iSskiriamiems fermenty komplek-
sams.

(&) Kristalinés celiuliozés amorfogenezé
Léta

ILéta

(©

®) ﬂ [Netirpios celiuliozés grandinés hidrolizé

Tirpios polisacharidu grandinés hidrolizé
Greita

“D Endogliukanazés Celiobiozés hidrolizé
“P Celiobionidrolazes Greltn
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1.10 pav. Celiuliozés skaidymo schema (Gourlay et al. 2013)
Fig. 1.10. Scheme of cellulose degradation
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Celiuliozés fermentinei degradacijai buidingi keli etapai:

1. Celiuliolitiniy fermenty komplekso difuzija ant celiuliozés substrato.

2. Celiuliolitiniy fermenty komplekso adsorbcija j celiuliozés mikroplausus.
3. Aktyvaus celiulazés ir substrato komplekso susidarymas.

4. Celiuliozés polimero glikozidiniy rysiy hidrolizé.

5. Hidrolizés produkty difuzija.

6. Celiulioziniy fermenty komplekso desorbcija i§ hidrolizuoto substrato.

Siuo metu pasaulyje tiriami biocheminiai/fermentiniai principai, lemiantys
pirming celiuliozinio plauso hidrolize. TeoriSkai sumodeliavus celiuliozés
strukttirg, kuri yra nepralaidi vandeniui, sunku paaiskinti, kodél prasideda
hidrolizé. Molekulinés dinamikos biidu gauti modeliai parodé, kad norint
fermentais dekristalizuoti celiulioze iki vienetinés grandinés, reikia dideliy
energetiniy sanaudy. Tyrimy duomenimis nustatyti papildomi baltymai, kurie
palengvina celiuliozés pluosto skaidyma. Sis poveikis — celiuliozés
amorfogenezé, apibidinamas kaip nehidrolizuojantis atpalaidavimas arba
celiuliozés substrato sutrikimas, vis labiau pripazjstamas vienu i§ pagrindiniy
fermentiniy dekonstrukcijos etapy celiuliozés biomasés skaidymo procese.
Terminas ,,amorfozé ar amorfogeneze™ pasiiilytas norint apibiidinti bet kurj is iy
nehidrolitiniy baltymy sukelty reiskiniy: atsluoksniavimg, defibriliavima,
i8brinkinimg, atpalaidavima, $iurkstéjimg, rupléjimg / duobéjima (angl. pitting),
silpnéjimg, arba lignoceliuliozés ir celiuliozés dekristalizavima (Arantes et al.,
2010).

Baltymai, indukuojantys amorfogeneze, néra iki galo istirti. Dabar jau
manoma, kad gali buti, kad jie dalyvauja visuose celiuliozés hidrolizés etapuose.
Numanoma, kad yra dvi grupés nehidrolitiniy baltymy. Tokiy, kuriy katalitinis
mechanizmas nezinomas: tai yra iSbrinkio (angl. swollening), atpalaiduojantys
(angl. loosening), pleciantys (angl. expansins) ir keletas pirmos bei antros CBMs
(angliavandeniy prisijungimo modulis) Seimy. Kiti yra tokie, kuriy katalitinis
mechanizmas yra tiesioginis oksidacinis kelias, pvz., GH6, ir CBM 33 Seimos
fermentai. Manoma, kad abiejy grupiy baltymai skirtingai atpazjsta substratg.
Pavyzdziui iSbrinkinantys (angl. swollening), atpalaiduojantys (angl. loosening),
pleciantys ( angl. expansins) baltymai sutrikdo vandenilinius rySius. Kita grupé
yra oksiduojantys baltymai, kuriy katalitinis centras tiesiogiai veikia ant substrato
pavirsiaus per specifinius radikalus, kurie sukelia celiuliozés grandiniy skilima.
Sias dvi fermenty grupes sieja bendras tikslas — padaryti celiuliozés polimera tirpy
(1.6 lentelé) (Gourlay et al., 2012), lengvai prieinamg kitiems hidrolizés
baltymams.
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1.6 lentelé. Nehidrolitiniai baltymai, dalyvaujantys lignoceliuliozés skaidymo procese
Table 1.6. Non-hydrolytic proteins involved in lignocellulose deconstruction

Baltymai, kuriy katalitinis mechanizmas | Galima baltymy funkcija
neaiskus

1 ir 2 CBMs Seima Plauso Siurkstinimas, duobéjimas, mazy
daleliy atskélimas

Plétros / pleciantys (ekspansiniai) Augalinés lastelés sieneliy susilpninimas,
oligomeriniy angliavandeniy
soliubilizavimas

Brinkimo fermentai Celiuliozés dispersija j agregatus

Baltymai, formuojantys fibriles Filtrinio popieriaus fibriliy atskyrimas /
paleidimas

Galimas baltymy (oksidacinis) katalitinis | Galima baltymy funkcija
mechanizmas

GHo61 Kristalinés celiuliozés oksidacinis
skélimas

CBM33 Kristalinés celiuliozés oksidacinis
skélimas

PlecCiantys (angl. expansins) baltymai dazniausiai randami augaluose, kai
kuriais atvejais ir grybuose. Sie baltymai augimo metu atpalaiduoja lgstelés
sienelés kompaktiska bei griezta struktiira arba kartu su endotransglikozilaze
suardo celiuliozés kristaliSkumg (Enongene et al., 2013). Daugelis tyrimy rodo,
kad Sie nehidrolitiniai baltymai ardo vandenilinius rySius tarp polisacharidy, taip
padarydami ,,skyles* tarp celiuliozés mikrofibriliy. Manoma, kad pleciantys
baltymai veikia kaip atitraukiamas uztrauktukas, t. y atskiria vieng nuo kitos
mikrofibriles, o tai padidina galimybe celiulazés kompleksy fermentams prieiti
prie celiuliozés grandiniy. Nepaisant to, kad pleCiantys baltymai neturi hidrolitinio
aktyvumo, jie padidina celiulazés veikimo efekta, pvz., gryby Trichoderma reesei
celiuliozés skaidyma padidino 13 % (Barcelos et al., 2016).

Brinkimo (angl. swollening) baltymai — grybinés kilmés, panasis |
pleciancius (angl. expansins) baltymus savo funkcijomis — amorfogenezés
stadijoje iSardo vandenilinius rySius tarp celiuliozés mikrofibriliy, taip
atpalaiduodami celiuliozés struktirg, jg disperguodami. Tuomet atsiranda
pavieniy grandiniy ir tai padidina galimybe grei¢iau suveikti celiulazéms. Sie
fermentai taip pavadinti, nes pirmiausia pastebéti iSbrinkinant medvilnés plausus
(Barcelos et al., 2016; Meng et al., 2014).

Ilgai manyta, kad svarbiausi celiuliozés ir hemiceliuliozés depolimerizavimo
fermentai yra hidrolazés. Dabar jau nustatyta, kad oksidaciniy fermenty,
polisacharidinés monooksigenazés (PMO i§ AA9 fermenty Seimos) kombinacija
su celobiozés dehidrogenaze (CDH) padidina hidroliziniy fermenty poveikj. Sie
fermentai (priklausantys nuo vario jony) veikia celiuliozés skilima oksidaciniu
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budu jtraukiant mazos molekulinés masés reduktoriy arba CDH. Keletas tyrimy
parodé¢, kad CDH/PMOs kombinacija paspartina celiuliozés degradacija (Barcelos
et al., 2016; Segers et al., 2016).

Po kanapiy pluosto atskyrimo nuo spalio jame lieka iki 3444 % celiuliozés
(Thomsen et al., 2005). Celiuliozé tampa lengviau prieinama celiulazéms, todél
prasideda jos depolimerizacija veikiant endogliukanazéms (EC 3.2.1.4),
egzogliukanazéms, arba kitaip celiobiazéms (EC 3.2.1.91), bei B-gliukozidazéms
(EC 3.2.1.21). Sie fermentai hidrolizuoja p-1,4 kovalentinius rysius, jungian¢ius
gliukozés molekules ] celiuliozés granding. Endogliukanazé atsitiktinai
hidrolizuoja B-1,4 amorfines celiuliozés vietas padarydama redukuotus arba
neredukuotus galus. Jie klasifikuojami CAZy duomeny bazéje kaip GHS, GH7,
GH12 ir GH45. Celiobiazé (CBHs, cellulose 1,4-b-cellobiosidases, EC 3.2.1.91)
dalyvauja procese atskeliant celiobioze nuo bet kurio redukuoto (GH7 CBHs) arba
neredukuoto galo (GH6 CBHs), kai jau dalj celiuliozés yra suskaldziusios
endogliukanazés. CBH yra tunelinés struktiiros, tai leidzia fermentui judéti
grandinés pavir§iumi iki kitos skilimo vietos, atskiriant produkta. Fermentas [3-
gliukozidazé (GH1 ir GH3) hidrolizuoja celobioze iki gliukozés. Sis fermentas
apibudinamas kaip turintis topologine kiseng, kuri aptinka celiuliozés grandinéje
neredukuotg galg ir atskelia vieng angliavandenio liekana. Tiek egzogliukanazg,
tiek B-gliukozidazé stipriai slopinamos reakcijy produktais, t. y. celiobioze ir
gliukoze (Gupta et al., 2016).

Pagrindinés pluostiniy termoizoliaciniy medziagy sudétinés dalys yra
celiuliozé, ligninas, hemiceliuliozé, pektinas. Visus §iuos polimerinius junginius
veikia mikroorganizmai. Pasaulyje yra labai daug darby, nagrinéjanciy, kaip
pagreitinti biomasés (t. y. lignoceliuliozés ir hemiceliuliozés komplekso) skilima,
siekiant kuo daugiau gauti bioetanolio. Tuo pat metu nepakankamai placiai
iSnagrinéta, kaip apsaugoti pluostiniy kanapiy struktira nuo Zzalingo
mikroorganizmy poveikio. Natiiraliai degraduojant celiuliozei, formuojasi ir
natiiralts inhibitoriai, pvz., aromatiniai, fenoliniai junginiai, organinés rugstys.
Taip pat nemaza jtakg turi ir neorganiniai junginiai, t. y. druskos CaCl,,
(NH4)2S04, NaCl, NH4Cl, KH>PO4 ir t.t. Norint apsaugoti pluostines
termoizoliacines medziagas, pirmiausia reikia neleisti jvykti amorfogenezei, ir tai
galima padaryti pluostg padengiant lipidy sluoksniu (Gourlay et al., 2013).

1.3.2. Krakmolo skaidymas

Ekologiskuose augalinés kilmés kompozituose kaip risiklis daznai naudojamas
krakmolas. Krakmola skaido amilaziniai fermentai, kurie hidrolizuoja
glikozidinius rysius. Sie fermentai paplite alaus, tekstilés, popieriaus, plovikliy ir
farmacijos pramonése. Jie taip pat naudojami maltozés, oligosacharidy miSiniy ir
fruktozés sirupo gamybai.
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Amilolitiniai fermentai susideda i§ trijy pagrindiniy pogrupiy. Jie geba
hidrolizuoti a-gliukozidinius rySius krakmole, pasizymi tarpusavyje struktiiriniais
ir kataliziniais skirtumais (Carrasco et al., 2016). Amilaziy grupés:

a-amilazé¢  (1,4-a-D-gliukano gliukanohidrolazé, EC 3.2.1.1) yra
endoamilazé, kuri atsitiktiniu budu hidrolizuoja a-1,4 glikozidinius ryS$ius
krakmolo polimero vidingje dalyje. Taip susidaro skirtingo grandinés ilgio
linijiniai ir $akoti oligosacharidai (maltotrioz¢, dekstrinai) bei maltozé ir gliukozé
(Mojsov et al. 2018; Shoa 2019).

B-amilazé (1,4-a-D-gliukano maltohidrolazé, EC 3.2.1.2) yra egzoamilazg,
kuri veikdama nuo neredukuoto galo katalizuoja antrosios a-1,4 glikozidinés
jungties hidrolizg, vienu metu atskirdama du gliukozés vienetus, kurie sudaro
maltozg (Mojsov et al., 2018; Visvanathan et al., 2020). Brestant vaisiams, -
amilazé krakmola skaido | maltoze¢, todél gaunamas saldus prinokusiy vaisiy
skonis (Fadhil et al., 2020)

v-amilaze (gliukoamilazé, EC 3.2.1.3) — egzoamilazg, hidrolizuojanti a-1,4 ir
a-1,6 glikozidinius rySius nuo iSoriniy amilozés ir amilopektino gliukozés lickany
nuo neredukuoto galo, reakcijos produktas yra gliukozé (Robledo-Mahon et al.,
2020).

1.4. Aliejinés dangos

Klasikinis lignoceliuliozinés kilmés medziagy konservavimo biidas yra
impregnavimas augalinés kilmés aliejais. Kadangi aliejaus pramoné visame
pasaulyje yra iSvystyta, i§ jy gaunamos riebaly riigstys, kurios naudojamos
polimery chemijoje. Perdirbant aliejy gali biiti taikomos jvairios cheminés
modifikacijos, dél kuriy atsiranda daugybé monomery ir polimery bei reikiamy
savybiy (Chaiyasit et al., 2007; Hussain et al., 2018). Svarbiausia, kad naudojant
Sig atsinaujinancig zaliavag gamtos potencialas labai didelis, todél norint gauti
tinkamus monomerus jvairioms paskirtims, reikia atlikti tik keleta modifikavimo
reakcijy (Montero De Espinosa et al., 2011). Augalinés kilmés aliejai gali buti
labai veiksmingi medienos apsaugai ir konservavimui dél savo prie$grybiniy ir
antibakteriniy savybiy, taip pat veikia pries termitus ir nematodus, yra veiksmingi
vandens repelentai ir kaip apsauginés dangos nuo UV spinduliy. Todél
modifikavimo procesai cheminiais ir terminiais metodais veiksmingai taikomi
augaliniams aliejams, dalyvaujantiems apsauginiy dangy formavimo procese
(Teaca et al., 2019).

Priklausomai nuo augalo riiSies ir vietovés, kurioje jis augo, aliejus gali geriau
arba blogiau formuoti apsaugines dangas. Kadangi aliejai daugiausia sudaryti i$
trigliceridy, kurie skiriasi soCiyjy ir nesoCiyjy rugsciy kiekiu (1.7 lentelé),
i§skiriamos trys pagrindinés aliejy kategorijos: dZzilistantys, pusiau dziGistantys
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aliejai ir visai nedzifistantys. Dvi pirmosios paminétos aliejy kategorijos
naudojamos medienai impregnuoti ir kaip riSamosios medziagos dazy ir laky
gamyboje. Pusiau dziGstantys ir nedZzitstantys aliejai naudojami kaip alkidy

modifikatoriai ir kaip plastifikatoriai nitroceliuliozés pagrindo dangose.

1.7 lentelé. Dzitistanciy aliejy sudétis
Table 1.7. Composition of the drying oils

Sociosios rugstys ir jy Tungy medzio | Liny sémeny Kanapiy sékly
kiekis aliejuose (%) aliejus (Oyman | aliejus aliejus
etal., 2005; Xu | (Dotan 2014, (Teh et al., 2013;
etal., 2017) Bayrak et al., Callaway 2004)
2010; Teh et al.,
2013)
Palmitino rtgstis (C16:0) | 3-5,2 67 4-8
Oleino ragstis (C18:1) 4-11 14-24 8-17
Stearino riigstis (18:0) 2 3-6 2-3
Linolo rtigstis (C18:2) 7,5-15 14-19 50-70
a-linoleno riigstis 3 48-60 12-25
(C18:3n3)
y-linoleno riigstis n* n* 0-6,8
(C18:3n6)
a-eleosteariné riigstis 59-83,3 n* n*
(C18:3)

*nenustatyta

Hidrofobiné danga susiformuoja keliais etapais: pirmiausia vyksta aliejaus
pirminé ir antriné (vykstanti, kol aliejus galutinai sustingsta) oksidacija, tada
garavimas, t. y. masés mazéjimas, ir galiausiai aliejaus sustingimas (Lazzari et al.,
1999). Aliejui garuojant issiskiria alkoholiai, ketonai, aldehidai, epoksidai ir kiti
mazamolekuliniai junginiai, kurie susidaro pirminés oksidacijos metu suskilus
susidariusiems hidroperoksidams. Po garavimo etapo likes aliejus klampesnis ir
maziau takus, prasideda jo stingimas. Stingimui / kietéjimui budinga keletas
etapy: pirmasis i§ dalies sutampa su garavimu, t. y. iki erdvinés struktiiros
atsiradimo, takumo ir tirpumo praradimo (iki gelio susidarymo tasko), o
antrasis — po gelio susidarymo tasko, iki ribiniy kietéjimo faziy susidarymo, kai
susiformuoja apsauginé danga (Chen et al., 2011).

1.4.1. Kanapiy sékly aliejus

Kanapés (lot. Cannabis sativa) yra vienas i§ seniausiy universaliyjy augaly, kurie
auginami kaip maisto, aliejaus, pluosto ir vaisty Saltinis jau tukstancius mety
Europoje ir Kinijoje. Nepaisant universalumo, kanapiy auginimas buvo
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uzdraustas daugelyje vakary Saliy nuo 1930 m., nes jos turi vaistinio komponento
0-9-tetrahidrokanabinolio (THC) (Siano et al., 2019). Kanapiy séklose aliejus yra
vienas pagrindiniy komponenty, jo yra apie 35 %. Sis produktas dél naudos
sveikatai labai vertinamas, nes veikia kaip antioksidantas, puikiai tinka
cholesterolio ir kraujosptidzio bei Sirdies ir kraujagysliy ligoms bei onkologiniams
susirgimams gydyti. Be to, $is aliejus taip pat naudojamas farmacijos ir
kosmetikos pramonéje kaip drékiklis, mazinantis odos sausuma (Callaway 2004).
Kanapiy sékly aliejaus pagrindiné sudedamoji dalis yra triacilgliceroliai (TAG).
Likusi dalis sudaro apie 1,5-2 % ne TAG medziagy. Kai kurie i§ $iy komponenty,
pavyzdziui, tokoferoliai ir polifenoliai, pasiZymi stipriomis antioksidacinémis
savybémis, kurios apsaugo oksidacijos metu gaunamg aliejy, gali buti naudingi
sveikatai, bet, kita vertus, jie nepageidaujami, nes blogina aliejaus kokybe
veikdami spalvg, skaidrumg, maisting verte ir oksidacinj stabiluma. Kiti
komponentai, tokie kaip karotenoidai, fitosteroliai, kiti vitaminai ir maisto
mineralai, daro jtaka aliejaus maistinei vertei ir kokybei. Zinomi keturi skirtingi
tokoferoliy ir tokotrienoliy izomerai: a-, B-, y- ir J, i$ kuriy y-tokoferolis pasizymi
didziausiu antioksidaciniu aktyvumu. Kanapiy sékly aliejuje tokoferoliy yra daug
daugiau lyginant su kitais maistiniais aliejais, o tokotrienoliy yra labai mazai
(Liang et al., 2015). Todél kanapiy sékly aliejaus gamintojai paprastai parduoda
savo produktus kaip gerg vitamino E Saltinj, pasizymintj dideliu antioksidaciniu
aktyvumu. Kanapiy sékly aliejuje bendras tokoferoliy kiekis yra nuo 80 iki
150 mg/100 g aliejaus, kuriame vyraujantis izomeras ?y-tokoferolis sudaro
85-91 % viso tokoferoliy kiekio. Sis kiekis skiriasi priklausomai nuo veislés,
agronominiy salygy, perdirbimo buido ir laikymo salygy. Kity izomery yra daug
maziau, a-, B- , y-, - tokoferoliy santykis yra atitinkamai 5:2:90:3.

1.4.2. Liny sémeny aliejus

Nuo XV amziaus liny (lot. Linum usitatissimum ) sémeny aliejus buvo placiai
naudojamas lakuose ir aliejiniuose dazuose, taip pat gydymui, medienos apsaugai
bei gaminant grindy dangas i§ natiiraliy medziagy misinio. Siais laikais jis taip pat
naudojamas pramoniniuose tepaluose, gydymui, odos gaminiuose. Kadangi linai
auginami keliose geografinése vietovése, tokiose kaip Europa, Siaurés ir Piety
Amerika (ypa¢ Argentina) ir Azija (ypac Indija), sémeny aliejaus sudétis atspindi
augimo, agronomines ir aplinkos salygas. Klimatas ypa¢ daro jtaka nesociyjy
riebaly riugsciy kiekiui aliejuje: kuo Saltesnis klimatas, tuo daugiau nesociyjy
riebaly rigsciy (Chang et al., 2019). Liny sémenyse randama apie 37,1 % aliejaus,
28,9 % angliavandeniy, 20,3 % baltymy, 4,8 % maistiniy skaiduly, 6,5 % vandens
ir 2,4 % mineraliniy medziagy (Suri et al., 2020). Liny sémeny aliejus yra vienas
1§ augalinés kilmés aliejy, gausiausiai turin¢iy -3 riebiyjy riig§¢iy, pavyzdziui,
a-linoleninés rtigsties, kurios gali biiti 48—60 % (Goyal et al., 2014).
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1.4.3. Tungy medzio aliejus

Nuo seny laiky dar iki Kristaus gimimo Kinijoje tungy medzio kaulavaisiy
aliejus buvo daznai naudojamas mediniy dirbiniy, tokiy kaip laivai, buities
jrankiai ir priemonés, apsaugai. Dabar Siuo aliejumi konservuojami istoring
verte turintys medienos dirbiniai. | Europa tungy medzio aliejus jveztas
devyniolikto amziaus pabaigoje ir pradétas naudoti apsauginiy dangy pramonéje
(Oyman et al. 2005; Janesch et al., 2020). Tungo medzio aliejus priklauso
dzitstanc¢iy aliejy grupei. Jis iSgaunamas i§ tungy medzio Aleuritis fordii
kaulavaisiy branduoliy. Yra zinoma ir keletas tungy medzio riisiy, t. y. japonisky
Aleuritis cordata ir Aleuritis montana aliejai. Visi labai panaSts savo chemine
kompozicija: jy sudétyje yra 70-86 % a-eleosterinés rugsties, cis9, transll,
trans13-oktadekatrieno riigSties, konjuguotos polieno rigsties (1.11 pav.) ir su
ja susijusiy trigliceridy (Johns et al., 2016).

O
a) HO /J\/' T

CH,

b)
HO N

CH,

1.11 pav. a) a-Eleosteariné rigstis (cis, trans, trans-9, 11, 13-oktadekatrieno riigstis);
b) linoleno rugstis (cis, cis, cis, 9, 12, 15 oktadekatrieno rugstis)
Fig. 1.11. a) a-Eleostearic acid (cis, trans, trans - 9, 11, 13 octadecatrienoic acid);
b) Linolenic acid (cis, cis, cis, 9, 12, 15 octadecatrienoic acid)

Dél didelio trigliceridy kiekio su trigubomis nesociosiomis konjuguotomis
riebaly rigStimis S$is aliejus greitai autooksiduojasi, kai jungiasi polimery
grandinés viena su kita (angl. crosslinking). Dél $iy cheminiy reakcijy dzitivimo
metu susiformuoja dangos (Oyman et al., 2005; Xu et al., 2017; Chalapud et al.,
2020).
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1.5. Plétrusis grafitas kaip antipireninis priedas
celiulioziniame kompozite

Naturalts pluostai, gauti i§ kanapiy, liny, medvilnés, dZiuto, naudojami tekstilés
pramonéje, o likusios augaly dalys, kuriose yra celiuliozés, statyby, bioetanolio,
biodujy ar biokuro pramonés Sakose. Medvilnés, kanapiy ir liny pluostai
naudojami drabuziy, tekstilés ir apmusaly pramonéje, o jy stiebai kaip statybiniy
kompozity uzpildai. Natiiralios gamtinés kilmés celiuliozinés medziagos, be
daugybés privalumy, turi ir tam tikry trilkumy, pvz., degumas ir vandens sugertis.
Abi savybés lemia, kad celiuliozines medziagas reikia apdoroti hidrofobizatoriais
ir antipirenais. Degumg galima sumazinti veikiant juos jvairiais junginiais, tarp
kuriy svarbiausi yra chloro, bromo druskos (halogeniniai), fosforo dariniai, azoto
pagrindo druskos, fosforo ir azoto kompozicijos, plétrusis grafitas (Przybylak
et al., 2016).

Plétrusis grafitas pasizymi ne tik deguma mazinan¢iomis savybémis, bet ir
gerina atsparumg vandeniui bei mikroorganizmams, ypac¢ kai jis jmaiSytas j
apsaugines dangas (Wang et al., 2007). Plétrusis grafitas pasidengia ant pavir§iaus
kaip Zvynai, t. y. iSsidésto lygiagreciai sudarydamas daugiasluoksne dangos
struktiira. Lygiagreciai iSdéstyta plétriojo grafito dribsniy struktiira dangoje
padidina vandens ir jony difuzijos kelio (trajektorijos) ilgj per dangg. Tai sulétina
vandens ir jony prasiskverbimg per plévele. Taigi, specifinés plétriojo grafito
barjerinés savybés sulétina liepsnos plitima bei padidina dangos atsparuma

vandeniui (Wang et al., 2007).
Cheminé - é
HS0,/ HNO; ¢ — Atsisluoksniavimas ﬁ
Natiiralus grafitas ir plétra

oksidacija Kaitinimas
Plétrusis grafitas ISsiplétes grafitas

1.12 pav. Plétriojo grafito veikimo principiné schema (Hung et al., 2017)
Fig. 1.12. Mechanism of action for expandable graphite

Plétrusis grafitas gaunamas sumai$ius natiiralios kilmés grafita daznai su
H,S04 ir H;PO4 arba HNO; santykiu 1:3:9. Sie oksidatoriai jsiterpia j grafito
struktlira, migruoja tarp grafeno sluoksniy grafito kristale, taciau kovalentiniai
rySiai iSlieka stabilts (Hu et al., 2014). Kaitinimo metu toks grafitas su jterptomis
medziagomis pleciasi, t. y. iSsisluoksniuoja ir iSsiplecia. Kylant temperattrai, Sie
interkaliacijos junginiai skyla j dujinius produktus, kurie kelia slégj tarp grafeno
sluoksniy, tokiu btidu jie vienas nuo kito atsisluoksniuoja. Pvz., kaitinant grafita
su H,SO4 vyksta redokso reakcija, kurios metu iSsiskiria CO,, SO, ir vanduo.
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Grafito tiiris padidéja iki 300 karty, taip sumazinamas jo tankis ir padidinamas
pavirsiaus plotas iki 10 karty. ISsiplétes plétrusis grafitas, kurio plotas padidéjes
sudaro ,,sliekinj“ izoliacinj anglies apsauginj sluoksnj, apsaugo medziagas nuo
karscio ir uzkerta kelig ugnies / Silumos plitimui. Vandens ir dujy i$siskyrimas
taip pat slopina liepsnos degima (Zheng et al., 2004; Acuia et al., 2019).

1.6. Pirmojo skyriaus iSvados ir disertacijos
uzdaviniy formulavimas

1.

2.

Nattralios kilmés termoizoliacinés medziagos i§ celiuliozés pasizymi
jautrumu mikroorganizmy ir vandens poveikiui.

Celiulioziniy kompozitiniy ploks¢iy, kurios formuojamos i$ kanapiy
spaliy, savybes nulemia celiuliozés struktiira, t. y. celiuliozés grandinés
struktiiroje esanciy kristalinés ir amorfinés sri¢iy kiekis, koncentracija ir
vieta. Kuo daugiau amorfiniy viety, tuo lengviau j celiuliozinj kompozita
skverbiasi vanduo.

Modifikuotas kukurlizy krakmolas, kuris naudojamas popieriaus ar
kartono pramonéje, yra tinkamas riSiklis celiulioziniy kompozity
gamybai. Jis pasizymi stabilesnémis savybémis, tokiomis kaip klampa ir
gelio susidarymas, nei nattiralus krakmolas.

Celiuliozés destrukcijos mechanizmus lemia gryby i$skiriami fermentai
celiulazés. Angliavandeniy (celiuliozés ir krakmolo), kuriy gausu
celiuliozinése kompozitinése plokstése, skaidyma efektyviausiai atlieka
askomicety ir zigomicety klasés grybai. Sie grybai lemia celiuliozinés
kompozitinés plokstés degradacija ir angliavandeniy skaidyma.
Natiiralios kilmés aliejai, tokie kaip kanapiy sékly, liny sémeny ir tungy
medzio, vartojami kaip medienos impregnatoriai, gali buti tinkami
padengti apsaugine hidrofobine danga ir celiuliozines kompozitines
plokstes.

Plétrusis grafitas, kuris naudojamas celiuliozinése kompozitinése
plokstése kaip antipirenas, pasizymi absorbcinémis ir galimai
antimikrobinémis savybémis. Norint nustatyti, kokia jtaka daro plétrusis
grafitas mikrobiotos kokybinei sudéciai, reikia atlikti naujos kartos
sekoskaita.

Atsizvelgiant i literatliros analizés iSvadas darbo tikslui pasiekti darbe reikia
spresti §iuos uzdavinius:

1.

Sukurti ir istirti kompozitiniy ploks¢iy, pagaminty i celiulioziniy
medziagy, padengty natiiralios kilmés aliejais, fizikines savybes.
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2. Nustatyti ant celiulioziniy kompozitiniy ploks$¢iy auganciy mikro-
organizmy riisis, jy poveikj ploks¢iy mechaninéms savybéms ir bio-
skaidymo aktyvuma.

3. [Istirti mikroorganizmy bendrijy sudétj celiuliozinés kilmés kompo-
zitinése plokstése, birioje celiuliozingje termoizoliacinéje vatoje, kom-
postuojamuose celiuliozés miSiniuose su zaliosiomis atliekomis bei
kanapiy spaliuose.






IS celiuliozés pagaminty
kompozitiniy medziagy tyrimo
metodai ir naudotos medziagos

Siame skyriuje aprasomi fizikiniai, klasikinés ir molekulinés mikrobiologijos
metodai. (2.1 pav), tyrimams naudotos medziagos, jranga.

Celiuliozinés kompozitinés plokstés, kai uzpildas kanapiy spaliai ir kukurtizy
krakmolo rysiklis, tirtos fizikiniais tyrimais: mikrostruktiiriné analizé, Silumos
laidumas, atsparumas gniuzdymui, trumpalaikis vandens poveikis.

Morfologiskai mikroorganizmai tirti su optiniu arba elektroniniu skanuojanciu
mikroskopu. Mikroorganizmai identifikuotji molekulinés mikrobiologijos
metodais, gauti duomenys palyginti su tarptautinémis duomeny bazémis.
Nustatytas pelésiniy gryby produkuojamy fermenty aktyvumas, pagal spalvinés
reakcijos poky¢ius.

Taip pat aprasytas apsauginés aliejinés (hidrofobinés) dangos suformavimo
metodas.

Skyriaus tematika paskelbti keturi autorés straipsniai (Vasiliauskiené et al.,
2020a, 2020b, 2021, 2022).

33
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- -"'\-\.\_\_\_\-H
/’/ Aplinkos poveikis: drégme, ™.

temperatiira, mikroorganizmai

2.1 pav. Celiulioziniy ploks¢iy tyrimo schema
Fig. 2.1. Scheme of research of cellulose-based composites boards

2.1. Tyrimams naudotos medziagos ir reagentai

2.1.1. Tyrimo metu naudotos augalinés kilmés plokstés

Augalinés kilmés kompozitinés plokstés pagamintos (dr. Artno Kremenso)
panaudojant kaip uZzpilda pluostiniy kanapiy spalius (dydis 2,5-5 mm),
susidarancius po pluosto atskyrimo nuo stieby. Kukurtizy krakmolas (10 % nuo
kanapiy spaliy svorio, gamintojas Roquette, Pranctizija) buvo naudojamas kaip
riSiklis, piltinis tankis — apie 550 kg/m’, grynumas ~99,5 %, biologiskai skaidus,
netoksiskas, baltos spalvos, bekvapis.

Tyrimo metu naudotos trijy tipy plokstés (2.1 lentelé) F, G, H. Jos skiriasi
naudotais antipireniniais priedais.

2.1 lentelé. Celiulioziniy kompozitiniy ploks§¢iy sudétis
Table 2.1. Structure of the cellulose-based composites

F tipo ploksté G tipo ploksté H tipo ploksté
Kanapiy spaliai Kanapiy spaliai Kanapiy spaliai
Kukurtizy krakmolas Kukurtizy krakmolas Kukurtizy krakmolas
Fosforo ir azoto neorganinés Plétriojo grafito milteliai | —
druskos antipireninis tirpalas kaip antipireninis priedas
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Fosforo ir azoto neorganinés druskos tirpalo Flovan CGN-01 gamintojas
Hunstmann, Sveicarija. Sis antipireninis priedas naudotas F tipo celiuliozinése
kompozitinése plokstése.

Plétriojo  grafito milteliy  (Expandable  Graphite 96 M100 10
(C24(HSO4)(H2S04),) gamintojas ProGraphite GmbH, Vokietija. Sis antipireninis
priedas naudotas G tipo celiuliozinése kompozitinése plokstése.

2.1.2. Kompostuojami celiulioziniai miSiniai su zaliosiomis
atliekomis

Kompostuojami celiuliozés misSiniai (MIX) buvo sudaryti i§ tekstilés atlieky,
kurios surinktos i§ MULTIWACH tekstilés imonés, esancios Sidi Ibrahim Feze
(Marokas) (2.2 lentelé). Sios tekstilés atliekos i§ atraizy, kuriy sudétyje medvilné
su sintetiniais priedais ir kuriy liko po naudojimo gamyboje. Visas miSinys
laikomas 200 1 talpose 44 savaites.

2.2 lentelé. Kompostuojamy celiuliozés miSiniy sudétis
Table 2.2. Composition of compostable cellulose mixtures

Kompostuojamy celiuliozés misiniy sudétis | MiSinys Misinys | MiSinys
Mix A Mix B Mix C
Tekstilés atlickos (%) 40 60 80
Zaliosios atliekos (%) 30 20 10
Popieriaus ir kartono atliekos (%) 30 20 10

2.1.3. Biri celiulioziné termoizoliaciné vata

Vykdant daugiabucio namo rekonstrukcijag Vilniaus mieste, viename i buty
sumazinus patalpy auksStinguma, kaip termoizoliaciné medziaga vir§ Iuby
panaudota biri termoizoliaciné medziaga Ecovata (toliau CTM) celiuliozés
pagrindu (pagaminta 1§ perdirbto popieraisu atlieky), ji nepasibaigus
rekonstrukcijos darbams buvo uZlieta lictaus vandens (2019 m. liepos—rugpjii¢io
meén.) Praéjus 3-4 ménesiams (méginiai rinkti 2019 m. spalio 28 d., oro
temperatiira patalpose lygi lauko, 12 °C) ant pacios CTM mikroorganizmy
vizualiai nesimaté, ant balty luby buvo aiskiai matyti pelésiniy gryby augimas.

2.1.4. Mikrobiologinés terpés

Mikroorganizmai auginti ant standartiniy ir atrankiy mikrobiologiniy terpiy.
e Luria-Bertani LB) terpé: 10 g peptono, 5 g mieliy ekstrakto, 10 g natrio
chlorido (agarizuotai terpei pagaminti dar pridedama 20 gramy agaro),
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1 1 distiliuoto vandens. Autoklavuojama 1 atm slégyje, 121 °C tempe-
ratliroje.

e Bulviy dekstrozés agaro (PDA) terpé: 39 g PDA, 1 | distiliuoto vandens.
Autoklavuojama 1 atm slégyje, 121 °C temperatiiroje.

e Mikroelementy tirpalas: 100 ml distiliuoto vandens, 0,5 g CuSO4-5H,O
ir 0,1 g ZnSO4-7H,0. Viskas gerai iSmaiSoma ir laikoma +4 °C.

e Capeko terpé: 250 ml distiliuoto vandens, 2,5 ml Capeko koncentrato,
250 ul mikroelementy pradinio tirpalo, 7,5 g sacharozés bei 5 g agaro.
Autoklavuojama 1 atm slégyje, 121 °C temperatiiroje.

e Capeko koncentratas: 100 ml distiliuoto vanduo, 30 g NaNOs, 5 g KCl,
5 gMgS04-7H,0, 0,1 g FeSO4-7H,0. Viskas gerai iSmaiSoma ir laikoma
Saldytuve.

e Celiuliozés agaro terpé: 1 1 distiliuoto vandens, 5 g CMC, 1 g NaNO;3,
1,8 g KoHPO4, 0,9 g MgSO47H,O, 0,5 g KCI ir 20 g agaro.
Autoklavuojama 1 atm slégyje, 121 °C temperatiiroje.

e Krakmolo agarizuota terpé: 1 1 distiliuoto vandens, 10 g krakmolo, 3 g
mésos ekstrakto, 12 g agaro. Autoklavuojama 1 atm slégyje, 121 °C
temperatiiroje.

2.1.5. Hidrofobinei dangai formuoti naudoti aliejai

Kanapiy: 0,924 g/1 + 0,002 g/l tankio, Salto spaudimo, pagamintas Lietuvos
tkininky Rokiskio rajone.

Liny sémeny: 0,929 g/l £ 0,002 g/l tankio, Salto spaudimo, pagamintas
Lietuvos tikininky Utenos rajone.

Tungy medzio: 0,941 g/l = 0,002 g/ tankio, jsigytas i§ UAB Pro colore,
Vilnius, Lietuva.

2.1.6. Molekulinés biologijos rinkiniai

DNR gryninti i§ gelio — GeneJet Gel Extraction and DNA Cleanup Micro, genams
klonuoti — CloneJET PCR Cloning Kit, plazmidéms gryninti — GenJET Plasmid
Miniprep Kit — gamintojas Thermo Fisher, Vilnius, Lietuva.

2.1.7. Standartiniai molekulinés biologijos reagentai

Polimeraz¢ — DreamTaq Green DNA Polymerase, molekulinés masés zymuo —
GeneRuler DNA Ladder Mix, dazas — 6X DNA Loading Dye, 50X TAE buferinis
tirpalas elektroforezei, agarozés tabletés — Top Vision Agarose Tablet — gamintojas
Thermo Fisher, etidzio bromidas.
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2.1.8. DNR pradmenys

Darbe naudoti universaliis pradmenys bakterijoms ir mikromicetams nustatyti
(2.3 lentelé).

2.3 lentelé. Universaliis oligodeoksiribonukleotidiniai pradmenys, naudoti bakterijoms ir
mikromicetams nustatyti
Table 2.3. Universal primer for bacteria and micromycetes identification

Pavadinimas Seka Kryptis

ITSIF 5'-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3" | Tiesioginé
ITS2 5-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3' Atvirkstiné
ITS3 5'-GCATCGATGAAGAACGCAGC-3' Tiesioginé
ITS4 5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3' Atvirkstiné
ITS86F 5-GTGAATCATCGAATCTTTGAA-3' Tiesioginé
ITS86R S-TTCAAAGATTCGATGATTCAG-3' Atvirkstiné
27F 5-AGAGTTTGATCMTGGCTC-3' Tiesioginé
1492 R 5'-GNTACCTTGTTACGACTT-3' Atvirkstiné

2.2. Fizikiniai metodai

2.2.1. Gniuzdymo jtempio nustatymas

Augalinés kilmés ploksciy gniuzdymo jtempis esant 10 % santykinei deformacijai
nustatytas pagal LST EN 826 standarto metodika (LST 13: 2013), naudojant
laboratorinj presa HOUNSFIELD HI10KS, kurio didziausioji apkrovos jéga
10 kN, apkrovos tikslumas =+0,5 %, apkrovos greicio tikslumas #0,05 %.
ISmatuotas bandinys dedamas ant preso apatinés atramos, iScentruojamas ir
apkraunamas pradine 250+10 Pa apkrova. Su laboratoriniu presu suderinta
kompiuteriné programa QMAT PROFESSIONAL uztikrina 0,1 t/min apkovos
greit], kurio leidziamasis nuokrypis 25 %, bandinys gniuZdomas kol santykiné
deformacija pasiekia 10 %. Pagal fiksuojamg apkrova ir susidarancias
deformacijas braizoma jégos ir deformacijos kreivé, rodanti bandinio deformacijy
priklausomybe nuo ji veikiancios jégos.
Gniuzdymo jtempis esant 10 % santykinei deformacijai apskaic¢iuojamas

pagal (2.1) formulg:
F.
Sr0% = % 2.1)
0

¢ia o10% — gniuzdymo jtempis esant 10 % santykinei deformacijai, MPa; Fig —
bandinj veikianti jéga, esant 10 % santykinei deformacijai, N; 4o — bandinio
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skerspjiivio plotas, mm?. Bandymui i§ kiekvienos serijos gaminiy buvo paruosta
po 3 bandinius, kuriy matmenys 50x50%¢ mm (¢ — bandinio storis).

2.2.2. Trumpalaikés vandens sugerties nustatymas

Augalinés kilmés kompozitiniy ploks¢iy trumpalaiké vandens sugertis nustatyta
jmerkiant bandinius j vandenj 24 valandoms pagal LST EN ISO 29767:2019
standarto A metodg (LST 9: 2022). Praéjus nurodytam laikui bandiniai
iStraukiami i§ vandens, nutekinant perteklinj vandenj. Bandymas atlickamas
imant i§ kiekvienos serijos po 3 bandinius, kuriy matmenys 50x50x¢ mm. Prie$
bandymo pradzia bandiniai kondicionuojami ne maziau nei 6 valandas 23+5 °C
temperatiiros aplinkoje. Po kondicionavimo jie sveriami ir pamatuojamas jy ilgis
bei plotis. Augalinés kilmés kompozitinés plokstés dedamos j vonig be vandens,
tuomet ant jy uzdedama apkrova, neleidzianti joms pakilti pripylus vandens.
Pripilama 23+5 °C temperatiiros vandens, kol jo lygis vir§ apatinés bandinio
plokstumos pasiekia 10£2 mm lygj (2.2 pav.). Imerkti bandiniai paliekami
vandenyje 24+0,5 valandoms.

(10+2)mm
-1

2.2 pav. Trumpalaikés vandens sugerties nustatymo jrangos schema: 1 — vandens vonia;
2 — apkrova, neleidzianti bandiniui pakilti pripildzius vonig vandens; 3 — bandinys
Fig. 2.2. Scheme of short-term water absorption determination equipment: 1 — tub with
water; 2 — loading that does not allow lifting the specimen after filling the tub with
water; 3 — specimen

Po 24 valandy bandiniai iSimami i§ vonios ir 10+0,5 minutéms paliekami
vertikaliame drenaziniame stove, kad nutekéty nejsigéres perteklinis vanduo
(2.3 pav.).
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2.3 pav. Vertikalus drenazinis stovas: 1 — horizontalios plokStumos atzvilgiu 45° kampu
pasuktas tinklas, ant kurio dedamas bandinys; 2 — bandinys
Fig. 2.3. Vertical drainage stand: 1 — mesh rotated 45° in respect of the horizontal
axis; 2 — specimen

Pertekliniam vandeniui nutekéjus bandiniai pasveriami. Trumpalaiké
vandens sugertis po 24 valandy mirkymo vandenyje apskaiciuojama pagal (2.2)
formule:

Mp4—Myp

PR (22)

[/[/'p =
&ia W,— trumpalaiké vandens sugertis, kg/m*; m,4 — bandinio masé po 24 valandy,
kai jis i$ dalies panardintas vandenyje, kg; mo — pradiné sauso bandinio mas¢, kg;
A, — apatinés plok§tumos plotas, m>.

2.2.3. Storio iSbrinkio po mirkymo vandenyje nustatymas

Augalinés kilmés kompozitiniy plok$ciy storio iSbrinkis po mirkymo vandenyje
nustatytas pagal standarte LST EN 317 nurodytas metodikas (LST 5: 1999),
jvertinus bandinio storio pokytj jstrizainiy susikirtimo taske po mirkymo
vandenyje. lki bandymo paruostos augalinés kilmés kompozitinés plokstés
kondicionuojamos 2042 °C temperatiros ir 65+5 % santykinio oro drégnio
aplinkoje, iki kol masés poky¢iai ne didesni kaip 0,1 %. Storio iSbrinkio tyrimams
paruosta po 3 bandinius, kuriy matmenys 50x50%¢ mm. Po matavimo bandiniai
panardinami j 201 °C temperatiros vandeni plokStumomis vertikaliai 24
valandoms. Po 24 wvalandy bandiniai iSimami i§ vandens, nuo pavirsiy
pasalinamas vandens perteklius ir matuojamas kiekvieno bandinio storis. Storio
i8brinkis po mirkymo vandenyje nustatomas pagal (2.3) formule:

ty—t
G = 2=2x100, 2.3)
ty
¢ia G — storio iSbrinkis po mirkymo vandenyje, %; 1 — bandinio storis prie$
mirkyma, mm; #, — bandinio storis po mirkymo, mm.
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2.2.4. Matmeny stabilumo nurodytomis temperatiros ir
drégmeés salygomis nustatymas

Augalinés kilmés kompozitiniy ploks¢iy matmeny stabilumo nustatymas vyko
fiksuotomis aplinkos salygomis, t. y. temperatiiros ir drégmés saglygomis pagal EN
1604 70 °C ir 90 % santykinio oro drégnio aplinkoje (LST 10: 2013). Buvo
naudojami trys méginiai, kuriy dydis (50x50x10) mm, kurie 24 valandas
inkubuojami Memmert HPP termostate palaikant drégme. Prie§ bandyma
méginiai buvo kondicionuojami (23+2) °C temperatiroje ir (50+5) % santykinéje
drégméje 14 dieny, kol linijiniy matmeny pokyc¢iai buvo < 0,1 %. Matmeny
poky¢iai perskaiciuoti j procenting iSraiska pagal (2.4) formules:

b

-b di—d
£20 Agy = 100 x 22,
0 0

Ag; = 100 x £ Ag, = 100 x

lo

24

¢ia ly, by ir dy yra matmenys po kondicionavimo, mm; /, b, ir d; matmenys po
inkubavimo termostate su drégme.

2.2.5. Silumos laidumo koeficiento matavimai

Augalinés kilmés kompozitiniy ploksciy su hidrofobine danga ir be jos Silumos
laidumo koeficiento matavimai atlikti pagal LST EN 12667 standarto metodika
(LST 53: 2002), naudojant prietaisg FOX 304 (LaserComp, New Castle,
Delaware, JAV), kurio matavimo ribos yra nuo 0,01 iki 0,50 W/(m K), o tikslumas
yra ~1 %. Matuojamas Silumos srautas, praeinantis per bandinj. Tarp prietaiso
plokséiy sudaromas 20 °C temperatiiry skirtumas bei 10 °C vidutiné matavimo
temperatiira ir matuojamas Silumos srauto tankis. Matavimas atlickamas tol, kol
nusistovi Silumos srautas ir iSlicka nusistovéjgs ne maziau kaip 60 minuciy.
Tyrimams suformuoti trys kiekvienos kompozicijos méginiai, kurie pries
matavimus i§dziovinti krosneléje 70 °C temperatiiroje iki pastovios masés, kol
skirtumas tarp dviejy matavimy, atlikty per 24 valandas, reikSmiy buvo < 0,1 %,
tuomet kondicionuojami iki pastovios masés ne maziau kaip 72 valandas iki
pusiausvyros, esant (2345) °C temperaturai ir (50+5) % santykinei oro drégmei.
Siekiant nustatyti matavimo metu jsigérusj drégmés kiekj, méginiai pasverti pries
nustatant Silumos laiduma ir po jo.

2.2.6. Augalinés kilmés kompozito mikrostuktiros tyrimas

Augalinés kilmés kompozity mikrostruktiiros tyrimai buvo atlikti naudojant
skenuojant] elektroninj mikroskopa JEOL JSM-7600, kai jtampa 4 kV ir 10 kV,
9-11 nm skiriamosios gebos, didinimas 700%, 1000x, 1500% karty. Prie$ bandyma
tiriamoji medziaga vakuumo aplinkoje buvo padengta plonu aukso sluoksniu,
naudojant prietaisg Quorum Q150R ES.
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2.2.7. Mikrogravimetrinis metodas aliejaus plévelés masés
pokyc¢iui nustatyti

Aliejinés apsauginés dangos formavimui bitina Zinoti, jos kietéjimo greitj ir
temperatiirg, kurioje ji stingsta. Aliejaus degradacijai sukelti taikytas mikro-
oksidacinis metodas, sudarant plonasluoksnes pléveles plieno pavirsiuje.

Tiriamo aliejaus 500 um sluoksnis suformuojamas ant plieninio ritinélio
pavirSiaus, kuris kaitinamas elektrinéje konvekcinéje krosneléje, kurioje
palaikoma atitinkamai 90 °C, 120 °C temperatiira. Analizuojami méginiai
kaitinami iki pastovaus nekintancio svorio nuo 24 iki 240 val. Bandymas kartotas
3 kartus. Aliejaus masé apskai¢iuojama pagal formulg (2.5):

m=Sxkxp, 2.5

¢ia m — aliejaus masé (g), S — plieninio ritinélio pavirSiaus plotas (cm?), k —
aliejaus plévelés storis (500 pum), p — aliejaus tankis (g/1).

Alicjaus plévele

Plicnimis diskas

2.4 pav. Aliejinés dangos mikrogravimetrinio tyrimo schema (Asadauskas et al., 2001)
Fig. 2.4. Scheme of the oil film microgravimetric test method

Kaitinant aliejy pasikeiCia jo plévelés masé. Masés pokytis fiksuojamas
naudojant analitines svarstykles. Atvésintas ritinélis su tiriamuoju aliejumi
sveriamas ir fiksuojama jo masé.

Masés pokytis apskaiciuojamas pagal (2.6) formulg:

Am(%)=100- <(%) x100>, (2.6)

0

¢ia Am — masés pokytis (%), mo — tuscio ritin¢lio masé (be aliejaus, g),
m, — ritinélio ir aliejaus masé pries kaitinimg (g), m; — ritinélio ir aliejaus masé po
kaitinimo.
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2.2.8. Hidrofobinés dangos formavimas ant augalinés kilmés
kompozitiniy medziagy

Formuojant hidrofobing dangg ant augalinés kilmés kompozitiniy ploksc¢iy, jos
padengtos pasirinktais aliejais, kuriy masés dalis sudaré apie 43—94 % lyginant su
plokste. Paskui 5 minutes jos laikomos eksikatoriuje (2.5 pav.), keliant slégj iki
0,9—1 baro. Si procediira pakartota 5-10 karty. Po $ios procediiros augalinés
kilmés kompozitinés plokstés su aliejumi laikomos 40 °C, 60 °C, 90 °C, 120 °C
temperatiiroje ir 1 % drégmés termostate 24—240 val. arba iki kol pasieks stabily
svorj.

2.5 pav. Vakuuminio eksikatoriaus principiné schema, naudojama uzpildant kompozito
poras: 1 vakuuminis siurblys, 2 vakuuminis eksikatorius, 3 celiuliozinés kilmés
kompozitiné ploksté
Fig. 2.5. Principle scheme of a vacuum desiccator used to fill the pores of a
biocomposite

2.3. Mikrobiologiniai tyrimo metodai

2.3.1. Mikroorganizmy mikroskopavimas

Mikroskopuoti naudotas S$viesinis mikroskopas CX41 Olympus su kamera
U- TVI1X-2. Lasteliy stebéjimas bei morfologinis nagrinéjimas atliktas Olympus
CX41 mikroskopu, naudojant 10X, 40X ir 100X objektyvo padidinimus. Vaizdai
buvo gaunami naudojant Olympus U-TVIX-2 mikroskopo kamerg ir toliau
apdorojami naudojant PixeLINK uScope programing jranga. Mikroskopavimas
naudojamas norint nustatyti Igsteliy morfologines ypatybes. Bakterijy lgstelés
buvo dazomos Gramo bidu (Gedminiené, 2006). Gramneigiamos lastelés
nusidazo raudonai, o gramteigiamos nusidazo violetine spalva.
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Pelésiniam grybui mikroskopuoti skalpeliu buvo i§pjaunamas mazdaug 1 cm’
agarizuotos socios PDA terpés kubelis, kuris perkeliamas ant mikroskopinio
stikliuko, o ant jo virSaus uzdedamas dengiamasis stikliukas. Vienkartine
inokuliavimo kilpele paimamas nedidelis kiekis uzaugusios pelésinio grybo
kultiros ir ji uzsé¢jama ant PDA kubelio krasty. Stikliukai su agaro kubeliu
padedami ant Petri lékstelés su drégnu filtriniu popieriumi ir ji uzdengiama.
Inkubuojama termostate 2542 °C temperatiiroje 10 pary.

Praéjus inkubacijos laikotarpiui, lasas laktofenolio mélynojo dazo buvo
uzlasinamas ant Svaraus mikroskopinio stikliuko. Dengiamasis stikliukas
nuimamas nuo Svieziai uzaugintos pelésinio grybo kultiiros ir perkeliamas ant
mikroskopinio stikliuko su laktofenoliu ta puse, kurioje buvo salytis su pelésinio
grybo kultoira. Paruostas stikliukas stebimas $viesiniu mikroskopu CX41 Olympus
su kamera U-TV1X-2 didinant 4 x, 20 X ir 100 x karty.

2.3.2. Mikroorganizmy iSskyrimas ir iSsaugojimas

Mikroorganizmai i$skirti nuo augalinés kilmés termoizoliacinés medziagos, kuri
pagaminta 2015 m. dr. Giedriaus Balcitino ir laikyta 22+2 °C temperatiiroje ir
55 % £ 5 drégméje kambario aplinkoje 24-36 ménesius. Po Sio laiko imituojant
vandens apliejimg (technine vandentiekio avarija) augalinés kilmés plokstés buvo
sudrékintos 1-5 ml dejonizuoto vandens ir laikytos termostate 28 °C
temperatiiroje esant 65 % drégmei 7-21 dieng. Susiformavusi mikroorganizmy
bioplévelé su mikrobiologine kilpele steriliomis salygomis buvo nuimta ir
perkelta ant socios PDA (potato dextrose agar) ir LB (Lysogeny broth) terpés.
Mikroorganizmai buvo perséjami iki pavienés, grynos kultiros. Grynos
mikroorganizmy kultiiros paruostos ilgalaikiam saugojimui su 25 % gliceroliu,
laikomos $aldymo kameroje —80 °C temperatiiroje.

2.3.3. Pelésiniy gryby spory paruosimas

Pelésiniai grybai auginti ant socios agarizuotos PDA terpés 25 °C temperatiiroje
7 paras, po sporuliacijos kultiira uzpilta 0,9 % NaCl tirpalu, surinktos sporos
skiestos iki 10° vnt./l, gauta suspensija naudota celiulazinio arba amilazinio
fermento veiklai nustatyti.

2.3.4. Bakterijy kulturos suspensijos paruosSimas

Naktinés bakterijy kultiros auginamos skystoje LB terpéje 30 °C arba 37 °C
temperatliroje 24 valandas, purtant 150 rpm greic¢iu, nuplovus su NaCl 0,9 %
tirpalu nuo socios terpés, 5 puL skystos bakterijy kultiiros naudojamos celiulazinio
arba amilazinio fermento veiklai nustatyti.
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2.3.5. Mikroorganizmy, pasizyminciy celiulaziniu ir amilaziniu
aktyvumu, atranka

Celiulaziniu aktyvumu pasizymin¢iy mikroorganizmy atrankai naudojama
selektyvi terpé, kurioje vienintelis energijos ir anglies Saltinis — karboksi-
metilceliuliozé (CMC) (Kasana et al., 2008). Mikroorganizmai ant atrankios
terpés inkubuojami 25+2 °C arba 30+2 °C temperatiiroje 3-31 parg. Praéjus
atitinkamam inkubavimo laikui, Petri 1ékstelés su jy kultiira uzpilamos Liugolio
tirpalu (2 g Kl ir 1 g I, 300 mL distiliuoto vandens) arba Kongo raudonuoju dazo
(1 g/l) tirpalu, palaikoma iki 30 minuciy kambario temperatiiroje, nupilama ir
nuplaunama su 1 M NaCl tirpalu, kai 1ékstelés dazytos su Kongo raudonuoju
dazu. I8ryskéjusios halo zonos leidzia spresti apie jvykusia CMC hidrolizg.
Aplink bakterijy kolonijas yra susidariusios skaidresnés zonos, kurios parodo
celiuliozés hidrolize, celiulazés aktyvumg (Legodi et al., 2019). Matuojama zona
siekiant apskaiciuoti fermentinj indeksa pagal (2.7) formule (Coronado-Ruiz et
al., 2018)

Hidrolizés zonos skersmuo

EI (2.7)

Kolonijos skersmuo

Amilaziniu aktyvumu pasizymin¢iy mikroorganizmy atrankai naudojama
selektyvi terpé, kurioje vienintelis energijos anglies Saltinis buvo krakmolas, kuris
naudotas kaip riSiklis augalinés kilmés ploks$¢iy gamyboje. Mikroorganizmai
uzséjami analogisSkai kaip ir celiulaziniu aktyvumu pasizymincéiy mikroorga-
nizmy atrankai. Halo zonoms isry$kinti §iuo atveju naudojamas tik Liugolio
tirpalas, fermentinis indeksas taip pat apskaiiuojamas pagal 2.7 formule.

2.3.6. Mikroorganizmy uzséjimas ant augalinés kilmés
plokséiy

Tolesni tyrimai buvo atlickami ant F ir G skirtingos sudéties kompozitiniy
ploksciy, uzséjus tikslinius mikroorganizmus: pelésinio grybo Rh. oryzae spory
suspensija (10° vnt./ml) ir bakterijas Pseudomonas putida (10° vnt./ml naktinés
kultiiros) bei abiejy mikroorganizmy suspensijg, sumaiSyta lygiomis dalimis
(miSinys), po 1-3 ml, priklausomai, ar greitai susigeria j kompoziting plokste.
Inkubuota 6 ménesius 22 °C temperatiiroje esant 65 % drégmés; prac¢jus Siam
laikui atliktas atsparumo gniuzdymui testas pagal standarta LST EN 826.
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2.4. Fermentinio aktyvumo matavimas naudojant
DNS reagenta

Fermentiniam aktyvumui nustatyti taikomas DNS metodas, paremtas
kolorimetrija. Veikiant fermentams jvyksta polisacharidy hidrolizé, kai susidaro
redukuojantis cukrus. Fermentas celiulazé katalizuoja celiuliozés hidrolize iki
gliukozés, o fermentas amilazé — krakmola iki maltozés. Fermentiné polisacharidy
hidrolizés reakcija stabdoma dinitrosalicilo reagentu. Susidariusi gliukozé
nustatoma redukuojant 3,5-dinitrosalicilo rugstj. Vyksta spalvos pokycio reakcija,
redukuotas cukrus pakeicia geltonag DNS reagento spalva j rausvai ruda. Spalvos
intensyvumas proporcingas méginyje esancio redukuoto cukraus koncentracijai.
Spektrofotometriskai nustatomas spalvos poky¢io intensyvumas, kuris parodo dél
hidrolaziy poveikio reakcijoje susidariusiy redukuojanciy cukry kieki
(Zhang et al., 2004).

DNSA COOH
OH Temperatiira
Eedukuojantis
O.N NO, cukmis
3.5-dinitrosalicilo rigitis 3-amino-3-nitrosalicilo rigstis

2.6 pav. 3,5-dinitrosalicilo rugsties reakcijos schema su redukuojanciu cukrumi
Fig. 2.6. Reaction scheme of 3,5-dinitrosalicylic acid with a reducing sugar

Celiulaziniy fermenty hidrolizés reakcija vykdoma citratiniame
buferiniame tirpale, kurio pH 4,8, 30—60 minuciy 50 °C temperatiiroje. Reakcija
sustabdoma mégintuvélius atvésinus kambario temperattiroje ir jpylus po 1 mL
DNS reagento. Turinys gerai sumaiSomas ir mégintuvéliai laitkomi 10—15 minuciy
verdancio vandens vonioje, kol susidaro rausvai rudos spalvos tirpalas. Po
kaitinimo méginiai atvésinami kambario temperatiiroje, j kiekvieng mégintuvélj
ipilama 10 mL distiliuoto vandens, sumaiSoma ir spektrofotometru i§matuojama
tiriamy méginiy sugertis, esant 540 nm bangos ilgiui. Amilazinis aktyvumas
matuojamas analogiskai, tik kaip buferinis tirpalas naudojamas Na-fosfatinis su
20 mM NacCl, pH = 6,8, inkubuojama 37 °C temperatiiroje.

2.5. Molekulinés biologijos tyrimo metodai

2.5.1. Genominés DNR iSskyrimas

Genominei DNR gryninti naudotos mikroorganizmy kulttiros i§ skystosios arba
agarizuotyjy terpiy. I§ skystosios terpés paimta po 1,5 ml kultaros j Eppendorf
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tipo mégintuvélius ir tada jos nucentrifuguojamos 6000 stkiy per minute greiciu.
I§ agarizuotosios terpés atsveriama po 0,2 gramo kulttiros ir sudedama j BeadTube
tipo meégintuvelj, esantj rinkinyje. Bakterijy gDNR iSskirta naudojant Genomic
DNA Purification Kit (gamintojas — Thermo Fisher Scientific) pagal gamintojo
protokola. Pelésiniy gryby genominé DNR isskirta PureLink™ Microbiome DNA
Purification Kit rinkiniu (gamintojas — Invitrogen) arba Thermo Scientific
Genomic DNA Purification Kit rinkiniu (gamintojas — Thermo Fisher Scientific)
pagal pateiktus protokolus.

2.5.2. Genominés DNR amplifikacija polimerazine grandinine
reakcija

Polimerazinés grandininés reakcijos (PGR) metodas skirtas DNR fragmentams
padauginti in vitro. Norint padauginti konkrety DNR regiong reikalingi specifiniai
pradmenys; S$iuo atveju naudoti universalis ITS1 ir ITS4 pradmenys
mikromicetams ir 27F 1492R bakterijoms nustatyti. Po reakcijos gaunama
komplementari susintetinta DNR seka pasirinktam regionui. Specifiniams DNR
fragmentams padauginti naudota DreamTaq™ polimerazé, T-personal
termocikleris.

PGR reakcijos komponentai supilstomi iki 50 pl lede. Reakcijos miSinj
sudaro:

* 5 ul 10 X DreamTaq buferinio tirpalo;

* 5 ul 2 mM dNTP miSinio;

* 1 ul tiesioginio pradmens (0,5 uM);

* 1 pl griztamojo pradmens (0,5 uM);

* 5 ul i8grynintos genominés DNR;

* 1 ul DreamTagq polimerazés;

* 32 ul vandens be nukleaziy.

PGR reakcija vykdoma 25-35 ciklus, kuriuos sudaro:

Pradiné denatiiracija 98 °C, 3 min;
Denatiiracija 98 °C, 10 s;
Pradmeny prilydymas 54 °C, 30s;

DNR sintezé 72 °C, 1 min 40 s;
Galutiné elongacija 72 °C, 10 min.

2.5.3. PGR fragmenty gryninimas

PGR produktui gryninti naudotas komercinis rinkinys GeneJET Gel Extraction
and DNA Cleanup Micro Kit (gamintojas — Thermo Fisher Scientific). Rinkinys
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buvo naudojamas pagal gamintojo nurodytg protokola. ISgryninto PGR produkto
grynumas buvo tikrinamas elektroforezés metodu agarozés gelyje.

2.5.4. Elektroforezé agaroziniame gelyje

PGR produktai analizuoti horizontalios elektroforezés budu. Elektroforezei
naudotas 1 % agarozés gelis. Elektroforezé vykdyta 45 minutes esant pastoviam
120 mA srovés stipriui, 121 V jtampai, 300 W galiai. Pasibaigus elektroforezei,
gelis 5-10 minutes laikytas etidzio bromido tirpale ir analizuotas bei vizualizuotas
ultravioletingje $viesoje MiniBIS Pro transiluminatoriumi, naudojant GelCapture
programing jranga

2.5.5. Naujos kartos sekoskaita

Bendrosios gDNR naujos kartos sekoskaita atlikta Macrogen kompanijoje (Piety
Kor¢joje). Naudojama [llumina MiSeq platforma bakterijoms pagal V3-V4
regiong, mikromicetams pagal I1TS2 konservatyvyjj regiona. 16S rRNA pagal
V3-V4 regiong amplifikuota bakterijoms.

2.5.6. Bioinformatiné analizé

Bioinformatiné analizé ir duomeny apdorojimas atliktas naudojant bakterijoms
Mothur programa pagal 16S rRNR geny fragmentus, grybams pagal ITS2 regiong
naudojant DADA2 programa. Mothur bei DADA2 yra laisvosios prieigos
bioinformatikos jrankiai, skirti atlikti neapdoroty seky mikroorganizmy DNR
analize.

Padauginty fragmenty DNR sekoskaita atlikta Macrogen EU kompanijoje,
Olandijoje. Po sekoskaitos gauti rezultatai analizuoti ApE programa ir lyginti su
NCBI duomeny baze, randant geny sekos atitikmentis.

2.6. Antrojo skyriaus iSvados

1. IS nattraliy aliejy — kanapiy sékly, liny sémeny ir tungy medzio — galima
suformuoti apsauging hidrofobing dangg. Siekiant jvertinti pasirinkto
aliejy kietéjimo ir dzitivimo laika, atliktas mikrogravimetrinis tyrimas
aliejaus plévelés masés pokyCiui nustatyti, tokiu biidu nustatant
apsauginés aliejinés dangos susiformavimo trukmeg.

2. Norint kuo efektyviau padengti celiuliozinés kilmés kompoziting plokste,
reikia taikyti impregnavimo vakuumu biidg.
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Siekiant jvertinti suformuotos ant augalinés kilmés kompozitinés plokstés
apsauginés hidrofobinés dangos efektyvumg, reikia atlikti Silumos
laidumo koeficiento, gniuzdymo jtempio esant 10 % santykinei defor-
macijai, trumpalaikés vandens sugerties, storio iSbrinkio po mirkymo
vandenyje tyrimus.

Naujos kartos sekoskaita galima jvertinti mikrooganizmy bendrijos
poky¢ius, kurie atsiranda ant skirtingy augalinés kilmés medziagy, tokiy
kaip kanapiy spaliai, celiuliozinés kilmés kompozitinés plokstés, biri
celiulioziné termoizoliaciné vata bei kompostuojami celiulioziniai
miSiniai.

Bioskaidumui nustatyti pasirinkta tirti celiulaziy ir amilaziy aktyvumus.
Mikroorganizmy produkuojamy celiulaziy ir amilaziy aktyvumas
nustatomas pagal 3,5-dinitrosalicilo riigsties spalvinés reakcijos pokytj,
kai spalvos intensyvumas proporcingas méginyje esancio redukuoto
cukraus koncentracijai.



Sukurta ir istirta hidrofobiné danga is
naturalios kilmeés aliejy ant
celiuliozinés kilmés kompozitiniy
ploksciy bei jy sudétiniy medziagy
fizikiniai mechaniniai ir
mikrobiologiniai tyrimai

Siy tyrimy tikslas yra i$skirti mikroorganizmus, kurie badingi augalinés kilmés
kompozitams, juos identifikuoti. Nustatyti Siy mikroorganizmy poveikj
celiuliozinés kilmés medziagoms ir kompozitinéms plokstéms, pagamintoms i$
Ju.

Siekta istirti augalinés kilmés kompozitines statybines medziagas, kurios
impregnuotos nattiralios kilmeés aliejais: kanapiy sékly, liny sémeny bei tungy
medzio aliejais, tirtos jy fizikinés savybés (tankis, Silumos laidumo koeficientas,
trumpalaiké vandens sugertis, iSbrinkis).

Skyriaus tematika paskelbti penki autorés straipsniai (Vasiliauskiené et al.,
2018, 2020a, 2020b, 2021, 2022).
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3.1. Ant celiuliozinés kilmés medziagy aptinkamy
mikroorganizmy tyrimas

Siekiant istirti mikroorganizmus, augancius ant natiiralios kilmés termoizoliaciniy
medziagy, jie iSskirti iki gryny kulttiry nuo 2015 m. pagamintos augalinés kilmés
kompozitinés plokstés, i§ kanapiy spaliy ir riSikliy (nattralaus lignino arba
sintetinés kilmés akrilinés dervos). Vyraujantys mikroorganizmai — bakterijos
(1 nustatytas iki genties ir 5 iki riiSies taksonominiy rangy) ir pelésiniai grybai
(3 nustatyti iki genties ir 11 iki rtsies taksonominio rango).

3.1.1. Ant celiuliozinés kilmés kompozitiniy ploks¢iy
nustatytos bakterijos

Bakterijy 16S ribosominés RNR (rRNR) genuose yra devyni kintantys regionai
(V1-V9), kurie rodo skirtingy bakterijy rusiy sekos jvairove ir naudojami raisiai
identifikuoti. Padauginus polimerazinés grandininés reakcijos metu bakterijy
DNR fragmentus, buvo atlikta jy sekoskaita ir, bioinformatiniais metodais
iSanalizavus gautus duomenis, nustatytos bakterijy gentys ir / arba rasys
(3.1 lentelé).

3.1 lentelé. Nustatyty bakterijy seky sutapimas %, remiantis JAV nacionaliniu
biotechnologijy informacijos centro duomeny baze (NCBI) pagal V1-V9 regiona
Table 3.1. Overlap of identified bacterial sequences in %, based on the US National
Center for Biotechnology Information (NCBI) database by region V1-V9

Nustatyty bakterijy seky 2 2
sutapimas % su NCBI 2 § 2 S S
duombaze =2 3 s S S

N g s 3 “ RS} S =

oS S 3 RS S 8 = = 3

Sz RIS = IS 2 2

35 (25 | 3% |85 | 5|83

AT | K& | XS RS | A | &

% 99,46 | 99,8 99,2 100 98,11 | 95,87

I§ viso identifikuotos 6 bakterijy gentys, i§ kuriy 5 iki raiSies, o viena — iki
genties taksonominio lygmens. Tolesniems tyrimams naudojamos tik tos
bakterijos, kurias pavyko nustatyti iki riiSies.

P. putida — lazdelés formos, gramneigiamos, spory neformuojancios,
saprotrofinés bakterijos, randamos dirvoZzemyje ir vandenyje (Weimer et al.,
2020). Petri 1éksteléje ant LB terpés formuoja mazas, permatomas, Sviesiai
geltonos arba baltos su rausvu atspalviu kolonijas (3.1 pav., a). Sios bakterijos yra
judrios, turi ziuZelius, todél gali migruoti agaro léksteléje.
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P. rigui yra lazdelés formos gramteigiamos, aerobinés arba fakultatyviai
anaerobinés, endosporas formuojancios bakterijos (Saez-Nieto et al., 2017). Petri
léksteléje ant LB terpés formuoja mazas, baltos spalvos kolonijas (3.1 pav., b).

3.1 pav. Bakterijos ant LB terpés po 24 val. inkubavimo: a) Pseudomonas putida;
b) Paenibacillus rigui,; ¢) Pantoea agglomerans; d) Bacillus subtilis

Fig. 3.1. Bacteria on LB medium after 24 hrs incubation: a) Pseudomonas putida,
b) Paenibacillus rigui, c) Pantoea agglomerans, d) Bacillus subtilis

P. agglomerans yra gramneigiamos, tiesios lazdeles formos bakterijos
(Wojcik-Fatla et al., 2022). Siy bakterijy kolonijos yra lygios, gelsvos spalvos
(3.1 pav., ¢).
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Bacillus subtilis yra gramteigiamos, aerobinés lazdelés formos bakterijos,
formuojancios sporas (Su et al., 2020). Kolonijos ant LB terpés apvalios,
nepermatomos, neryskiai baltos arba §iek tiek geltonos spalvos (3.1 pav., d).

3.1.2. Bakteriniy celiulaziy producenty nustatymas

ISanalizavus sekoskaitos rezultatus nustatyti 6 skirtingi bakterijy kamienai, i$
literatiiros duomeny zinoma, kad 4 i$ jy, t. y. P. rigui, P. putida, P. agglomerans,
B. subtilis, gali sintetinti celiulazinius fermentus (Hajiabadi et al., 2020). Tyrimo
metu buvo pritaikytas lengvas, greitas kokybinis metodas, skirtas jvertinti
specifing sgveika tarp Kongo raudonojo dazo arba KI+I, ir polisacharidy, gauty
skylant karboksimetilceliuliozei (CMC). Ant CMC terpés atrinkti mikro-
organizmai, produkuojantys celiulazinius fermentus (3.2 pav.). CMC skilimas
buvo stebimas uzpylus Petri Iéksteles Liugolio tirpalu (2 g KI, 1g I, 300 mL
distiliuoto vandens) arba Kongo raudonuoju daZzo tirpalu. Susidaro aiskios ir gerai
matomos skaidrios Halo zonos aplink mikroorganizmy kolonijas. Vizuali
hidrolizés zona susidaro per 3—5 minutes, neskaitant mikroorganizmy augimo
laiko.

IS 4 identifikuoty bakterijy rasiy — Paenibacillus rigui, Pseudomonas putida,
Pantoea agglomerans, Bacillus subtilis — celiulaziniu aktyvumu pasizyméjo tik
Pseudomonas putida (3.2 pav.). Kity tirty bakterijy rusiy celiulazinis aktyvumas
nenustatytas.

3.2 pav. P.putida celiulazinio aktyvumo nustatymas ant CMC terpés: a) Kongo

raudonuoju dazo tirpalu; b) Liugolio tirpalu. Rezultatai fiksuoti po 30 minuciy
Fig. 3.2. Determination of cellulase activity on the CMC medium for P. putida:
a) Congo red dye solution, b) Lugol’s solution. Results recorded after 30 minutes

Apskaiciavus fermentinj indeksa (FI) (3.3 pav.), kuris yra mikroorganizmo
kolonijos ir susidariusios Halo zonos skersmeny santykis ant atrankios terpés,
pagal celiulazinio aktyvumo zonos dydj, jau po dviejy pary augimo ant mitybinés
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atrankios terpés nustatyta, kad P.putida bakterijos geba skaidyti
karboksimetilceliuliozg. Tarp antros ir penktos paros FI kito nuo 1,18 iki 1,30.
Didziausias FI skersmeny santykis buvo iSmatuotas po 7 pary ir sudaré apie 1,46
tarp bakterijos P.putida ir Halo zonos. Praéjus daugiau negu 13 pary, Halo zonos
dydis kito nuo 1,22 iki 1,37 fermentinio indekso.

1,8
2 5 7 13 20 27 35

Paros

1,6

Fermentinis indeksas
N e R - -
VO R v 0 o — o

(=]

3.3 pav. P. putida fermentinis indeksas ant CMC terpés
Fig. 3.3. Enzymatic index of P. putida on the CMC medium

Stebint Pseudomonas putida augima ant 1éksteliy su atrankia CMC terpe
(3.2 lentelé), nustatytas tolygus bakterijy kolonijy didéjimas. Po 2 pary
inkubavimo P. putida kolonijos dydzio vidurkis sieké 6,75 mm, t. y. padidéjo apie
2 kartus, palyginus nuo pradinio bakterijy uzséjimo tasko, po 35 pary kolonijy
vidutinis skersmens dydis apie 13 mm. Nustatytas fermentinio aktyvumo indeksas
didziausias buvo po 7 pary. Praéjus 13 ir daugiau pary fermentinis indeksas mazai
kito, nors bakterijy kolonijos ir plétési, kadangi Pseudomonas putida kaip
maistiniy medziagy Saltinj pradéjo vartoti nebegyvybingus mikroorganizmus.
Pagal fermentinio aktyvumo indeksa nustatyta, kad bakterijos ant atrankios CMC
terpés celiulazes produkuoja intensyviausiai apie 7-g3 augimo para.

Atlikus kokybinj testg ant atrankios CMC terpés Paenibacillus rigui, Pantoe
agglomerans, Bacillus subtilis bakterijy kamienai nepasizymi celiulaziniu
aktyvumu, nes pirminiu identifikacijos metu Halo zonos nesusidaré (3.2 lentelé).
Manoma, kad istirti bakterijy kamienai kaip maistiniy medziagy Saltinj
karboksimetilceliuliozes skaidyti negali.
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3.2 lentelé. Bakterijy Halo skersmens kitimas 2—-35 pary laikotarpiu (mm)
Table 3.2. Diameter of Halo zones of bacteria (mm)

Celiulazinio
aktyvumo
Hal(v)‘zonos = = = =4 =4 =4 =4
dydziy g g g o e, a, a,
vidurkis, mm ~ " ~ = & a A
Pseudomonas | ¢ o5 | 575 1875 975 | 1075 |12 13,25
putida
P.aei?zbaczllus Halo zony nebuvo
rigui
P

antoe Halo zony nebuvo
agglomerans
Bacillus
subtilis Halo zony nebuvo

Tolimesniems tyrimams ant celiuliozinés kompozitnés plokstés pasirinkta tik
viena bakterija P.putida.

3.1.3. Ant celiuliozinés kilmés kompozitiniy ploks¢€iy nustatyti
pelésiniai grybai

Mikromicety ribosominés DNR (rDNR) vidinés transkribuojamos sritys (ITS) yra
variabilios tarp rusiy ir konservatyvios rusies viduje, dél to tinkamos gryby riisims
identifikuoti molekuliniais metodais. Analizuojant PGR metodu gauty fragmenty
sekoskaitos rezultatus nustatytos 3 pelésiniy gryby gentys ir 11 riisiy (3.3 lentelé).

Remiantis literatirine analize, pelésiniai grybai, randami natiralioje
aplinkoje, gali turéti jvairiy celiuliozg skaidanciy ir ardanciy sekretuojamy
fermenty. Taciau tik kepurétieji grybai, priklausantys papédgrybiams (basidiomy-
cota), gali visiSkai, iki anglies cheminio elemneto, skaidyti natiiraly gamtoje
esant] celiuliozés polimera. Visi kiti mikromicetai produkuoja tik tam tikrus
fermentus, todél dazniausisi skaidant gamtinius polimerus, tokius kaip celiulioze,
randamos mikroorganizmy bendrijos, galin¢ios veikti kartu.

Tolesniems tyrimams ant celiulioziniy kompozitiniy ploks¢iy buvo pasirinkti
pelésiniai grybai i$ skirtingy skyriy: zigomicety ir aukslagrybiy (askomicety). I$
papédgrybiy skyriaus nepasirinkta jokio mikromiceto, nes VILNIUS TECH
Chemijos ir bioinzinerijos katedros laboratorijos nepritaikytos kepurétésiems

grybams auginti.
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3.3 lentelé. Pelésiniai grybai, iSskirti iki pavieniy kulttiry ir nustatyti sekoskaitos biidu
Table 3.3. Fungi isolated to pure cultures and identified by sequencing

Skyrius Pelésiniai grybai Sutapimo %
lyginant su
NCBI duomeny
baze
Zigomicetai Rhizopus oryzae 100
Zigomicetai Basidiobolus microsporus 89,38
Zigomicetai Mortierella globalpina 89,74
Zigomicetai Mortierella rostafinskii 87,5
Zigomicetai Mucor circinelloides 84
Zigomicetai Rhizomucor variabilis 88
Papédgrybis (basidiomycota) | Mycena aurantiomarginata 99
Auksliagrybiai (ascomycota) | Aspergilus fumigatus 100
Auksliagrybiai (ascomycota) | Hypocrea sp. 99
Auksliagrybiai (ascomycota) | Trichoderma sp. 99
Auksliagrybiai (ascomycota) | Sporothrix schenckii 99,8
Auksliagrybiai (ascomycota) Talaromyces pinophilus 99
Auksliagrybiai (ascomycota) | Penicillium sp. 99,55
Auksliagrybiai ( ascomycota) | Sporothrix mexicana 96,12

IS literatiiros yra zinoma, kad A. fumigatus ir Rh. oryzae geba skaidyti
angliavandenius (Sidar et al., 2020). Rhizopus oryzae (3.2 pav.) tam turi 317 geny,
kurie sintetina fermentus ardancius polisacharidus, o Aspergilus fumigatus — 474
(3.3 pav), todél tolesniems tyrimams buvo pasirinkti Sie pelésiniai grybai.

3.4 pav. a) Pelésinis gybas Rhizopus oryzae ant PDA agarizuotos terpés po 14 d.
auginimo; b) tas pats organizmas, matomas mikroskopuojant, vaizdg padidinus 10 karty
Fig. 3.4. a) Fungi Rhizopus oryzae growing on the PDA media with agar after 14 days of

growth, b) the same organism magnified 10-fold
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Pelésiniai grybai Rh.oryzae ant socios agarizuotos terpés auginti 3—28 paras
25 °C temperatiiroje. Grybo micelis padengia visg Petri 1ékstele per 3—5 paras,
intensyviai sporuliuoti pradeda po 10—14 pary. Kolonijos i§ pradziy primena balta
1-1,5 cm aukscio veltinj arba cukraus vata, kuri pradéjus sporuliuoti patamséja
iki juodos spalvos. Sporangékocio skersmuo yra 6—15 pm, ilgis 2500 pum,
sporangés dydis 50-250 um, ji uzpildyta sporomis 4-8 um, rizoidai gerai
i§sivyste, gali bati iki 350 um ilgio.

3.5 pav. a) Pelésinis grybas Aspergilus fumigatus ant PDA terpés po 7 d. inkubavimo;
b) A.fumigatus po 21 dienos auginimo (40x padidinimas)
Fig. 3.5. a) Fungi Aspergilus fumigatus on PDA medium after 7 days of incubation,
b) A. fumigatus after 21 days of growth (40x magnification)

Pelésiniai grybai 4. fumigatus ant sociy agarizuoty terpiy auginti 3—28 paras
25 °C temperatiiroje. Jaunos kolonijos (3.2 pav.) melsvai zalsvos spalvos, kuri
senstant organizmui tamséja. PavirSius biina aksominis, su gerai i§vystytu oriniu
miceliu. Sporuliuoti pradeda po 3 pary. Sporangékocio skersmuo 5-10 um, ilgis
maziau negu 300 pm. Augimo temperatiira 12—48 °C, optimali 37 °C.

3.1.4. Pelésiniy gryby celiulaziniy producenty nustatymas

Nustatyta, kad ant celiuliozinés kilmés kompozitiniy ploks¢iy vyraujantys
mikroorganizmai yra pelésiniai grybai; celiulaziniy producenty paieskai paimti
Rhizopus oryzae ir Aspergilus fumigatus, Zinomi kaip gebantys skaidyti gamtinés
kilmés polisacharidus.



3. SUKURTA IR ISTIRTA HIDROFOBINE DANGA IS NATURALIOS KILMES ALIEJU... 57

3.6 pav. Pirminis celiulaziy identifikavimas: a) 4. fumigatus patikrinimas ant CMC
terpés su Liugolio tirpalu; b) Rh.oryzae patikrinimas ant CMC terpés po 12 dieny, dazyta
su Kongo raudonuoju dazu
Fig. 3.6. Preliminary determination of cellulase activities: a) test of 4. fumigatus on

CMC medium with Lugol’s solution, (b) test of RA. oryzae on CMC medium
after 12 days stained with Congo red dye

Inkubuojant 7 paras pelésinius grybus 4. fumigatus ir Rh. oryzae ant CMC
terpés bei paveikus Liugolio tirpalu arba Kongo raudonuoju dazu, pastebéta, kad
susidaro Halo zonos. Todél pirminis celiulaziy veiklos nustatymas galimas jau po
7 pary. llgas, daugiau kaip 21 paros pelésiniy gryby inkubavimo laikas ant
atrankios terpés netikslingas, nes Halo zonos pleciasi, viena su kita persidengia.
Fermentinis indeksas apskai¢iuotas po 7 ir 21 paros, §is biidas tinkamas tik
kokybiniam celiulaziy aktyvumui jvertinti.

Nustatytas fermentinis indeksas po 8 ir 22 pary inkubacijos 25 °C
temperattiroje ir 55 % aplinkos drégmeéje, jis buvo pelésinio grybo A4.fumigatus po
8 pary 2,5 karto, o Rh. oryzae 1,2 karto didesnis negu po 22 pary. Nustatyta, kad
A. fumigatus F1 indeksas didesnis augimo pradzioje, o Rh. oryzae lieka panaSus
viso augimo periodu. 4. fumigatus geba jsisavinti jvairias medziagas ir produkuoti
fermentus, skaidancius celiuliozg, esané¢iag CMC terpéje, iki pavieniy gliukozés
molekuliy. RA. oryzae auga labai greitai, grybo micelis uzdengia visg CMC terpe
Petri leéksteléje. Daugelis Rh. oryzae kamieny aktyviai produkuoja celiulaze,
pektinaze, lipaze (Lugauskas et al., 2002).

Palyginus bakterijos P. putida ir pelésinio grybo RhA. oryzae fermentinius
indeksus nustatyta, kad jie skiriasi 2,8 karto. Tarp P. putida ir A. fumigatus
fermentinis indeksas skiriasi apie 3 kartus.
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Fermentinis indeksas
o = N w Y (6,1 [e)] ~ 0]

8 paros 22 paros
B 4. fumigatus " Rh.oryzae

3.7 pav. Rh. oryzae ir A. fumigatus apskaiCiuotas fermentinis indeksas ant CMC terpés
Fig. 3.7. Enzymatic index of fungi Rh. oryzae and A. fumigatus on the CMC medium

Galima daryti prielaida, kad pelésiniai grybai produkuoja daugiau celiulaziy
nei bakterijos, taip teigé ir kiti tyréjai (Nykter et al., 2008; Behera et al., 2017).

3.1.5. Amilaziniy producenty atranka

Patikrinus bakterijas P. putida, P. rigui, P. agglomerans ir B. subtilis, né viena jy
nepasiZzyméjo amilaziniu aktyvumu. Nei ant krakmolo agaro terpés, nei DNS
metodu amilazinis aktyvumas nenustatytas. Taciau pelésiniai grybai A. fumigatus
ir R. oryaze pasizymi amilaziniu aktyvumu (Cornejo-Ramirez et al., 2018).

3.8 pav. Pirminis amilaziy identifikavimas: a) Rh.oryzae ant krakmolo agaro
terpés po 4 pary; b) A.fumigatus ant krakmolo agaro terpés po 7 pary

Fig. 3.8. Preliminary determination of cellulase activities: a) A. fumigatus on

starch agar medium after 7 days, b) RA. oryzae on starch agar medium after 4 days
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Atlikus kokybinj amilazinio aktyvumo testg ant agarizuotos krakmolo terpés
nustatytos pelésinio grybo RA. oryzae (3.8 pav.) suformuotos Halo zonos jau po 4
pary. Praéjus tiek pat laiko, A. fumigatus rySkiomis Halo zonomis nepasizymi,
nors terpés, esancios po mikroorganizmu, nenusidazé Liugolio tirpalu, galima
daryti prielaida, kad vis délto hidrolizé jvyko.

Po 7 pary inkubacijos 25 °C temperatiiroje ir esant 55 % RH fermentinis
indeksas tarp pelésiniy gryby A.fumigatus ir Rh.oryzae skiriasi apie 70 %
(3.9 pav.). Véliau po 13 pary Rh.oryzae skaidé krakmolo terpg 60 % intensyviau
negu A.fumigatus.

3,5

3 |

2,5 I
2

1,5
1

0,5
0

7 pary 13 pary 16 pary
B A. fumigatus Rh. Oryzae

3.9 pav. Pelésiniy gryby fermentinis indeksas ant agarizuotos krakmolo terpés
Fig. 3.9. Enzymatic index of fungi on the starch agar medium

Po 16 pary nenustatyta, kad 4. fumigatus skaido krakmolo terpe. Rh. oryzae
amilazinis aktyvumas pagal F1 sumaZzéjo iki 80 %, palyginus su gautais rezultatais
po 13 pary. Rh. oryzae skaidé krakmola greiciau ir intensyviau negu A.fumigatus,
kurio fermentinis indeksas po 7 ir 13 pary kito nedaug nuo 1,02 iki 1,35. Galima
manyti, kad S$is A.fumigatus kamienas ne itin intensyviai skaido krakmolj.
Inkubuojant ilgesnj laikg gauti duomenys gali biiti netiksliis, nes pelésiniy gryby
micelis padengia visg Petri 1ékstele, jis trukdo Liugolio tirpalui pasiekti kramolo
terpe. Identifikavus mikroorganizmy, produkuojanciy celiulazinius ir amilazinius
fermentus kokybiniais metodais ant atrankiy terpiy, raiSis, pasirinkti du mikro-
organizmai: bakterija P. putida bei pelésinis grybas Rh. oryzae. Sie mikroor-
ganizmai buvo naudojami celiuliozinés kilmés kompozitinéms ploks§téms i$
kanapiy spaliy su kukurtizy krakmolo risikliu mikrostuktiiriniuose tyrimuose, taip
pat buvo jvertintas tokiy ploks¢iy tankis bei atsparumas gniuzdymui esant
santykinei 10 % deformacijai.
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3.2. Kompozitiniy ploks¢iy iS kanapiy spaliy uzpildo
su apsaugine danga fizikiniai tyrimai

3.2.1. Apsauginés hidrofobinés dangos susiformavimo greicio
nustatymas

Siekiant nustatyti laika, per kurj susiformuoja aliejiné hidrofobiné¢ danga, buvo
atliktas mikrooksidacijos tyrimas. I§ literatiros Zzinoma, kad esant 90 °C
temperatiirai prasideda intensyvi aliejaus autooksidacija (Lazzari et al., 1999).
Autooksidacijos metu pasikeicia aliejaus biisena, i§ skyséio jis tampa kieta
medziaga.
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3.10 pav. Aliejaus kietéjimas, kai susiformuoja kieta hidrofobiné danga: @ kanapiy
sekly aliejus, W liny semeny aliejus, B tungy medziy aliejus
Fig. 3.10. Oil hardening, when a hydrophobic coating is formed:
® hempseed oil, ¥ linseed oil, B tung tree oil

Pirmgsias 12 valandy vyksta intensyvus aliejy garavimas (3.10 pav.), t. y.
masés mazejimas. Nustatyta, kad greiciausiai garavo tungy medzio aliejus, jo
masé per 4 valandas sumazejo 4,98 %. Didziausias liny sémeny aliejaus mases
sumazéjimas buvo po 12 val. 4,27 %. Kanapiy sékly taip pat po 12 val. — 4,37 %.

Pasibaigus intensyviai garavimo fazei, kai intensyviausiai garuoja vanduo,
prasideda stingimas, pradeda formuotis geliné aliejaus struktiira (3.10 pav.).
Tuomet garavimas 1&téja, nes pradeda skirtis susidare lakieji organiniai junginiai.
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Sis stingimo etapas kiekvienam aliejui prasidéjo skirtingai ir truko nevienodai
ilgai (3.11 pav.). Kanapiy sékly aliejus po 24 val. buvo skystas, liny sémeny
aliejus buvo pasidenges geline struktiira. Greifiausiai sustingo tungy medzio
aliejus, suformuodamas kietos porétos struktiiros sluoksnj.

3.11 pav. Ritinéliai su aliejumi po inkubacijos 90 °C temperatiiroje: kanapiy aliejus —
24 val. (a); 240 val. (b); liny sémeny aliejus — 24 val. (¢); 240 val. (d); tungy medzio
aliejus 2 val. (e); 24 val. (f); 240 val. (g)

Fig. 3.11. Specimens after incubation at 90 °C temperature: hempseed oil — 24 h (a),
240 h (b); linseed oil — 24 h (c), 240 h (d); tung tree oil — 2h (e), 24 h (), 240 h (g)

Dél molekuliniy kryZzminiy jungCiy (angl. crosslinking) atsiranda labai
stabilTs tinklai, kurie yra hidrofobinés ir apsauginés dangos pagrindas.

Autooksidacijos proceso metu bendra aliejaus masé pakito (3.4 lentelée).
Labiausiai sumaZéjo tungy medzio aliejaus masé (3,49 %). Sis aliejus sustingo
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greiiausiai (per 2 valandas), 47-56 kartais grei¢iau negu kanapiy ir liny sémeny
aliejai, dél didelio kiekio a-eleostearinés riigsties.

3.4 lentelé. Aliejaus masés pokytis autooksidacijos proceso metu
Table 3.4. Change in the oil mass during the auto-oxidation process

Aliejus Masés pokytis, % Sustingimo laikas, val.
Kanapiy sékly 1,77+0,52 112
Liny sémeny 2,87+0,18 94
Tungy medzio 3,49+0,34 2

Liny sémeny aliejaus mas¢ sumazéjo 2,87 %, jis sustingo per 94 val.
Maziausiai pakito kanapiy sékly aliejaus masé 1,77 %, jis stingo
lé¢iausiai — 112 val. Sis aliejus pasizymi antioksidacinémis savybémis dél jame
esanciy tokoferoliy, tokiy kaip vitaminas E, ir tokotrienoliy (Liang et al., 2015).

3.2.2. Aliejaus jsigérimas j kompozitines plokstes

Aliejaus jsigérimas j augalinés kilmés plokstes priklauso nuo jos sudéties. IS
literatiiros Zinoma, kad kanapiy spaliy porétumas yra 76,67+2,03 % (Jiang et al.,
2018), todél galima daryti prielaidg, kad tuScCios ertmés augalinés kilmés
kompozitinése plokstése bus uzpildytos nattiralios kilmés aliejais.

3.5 lentelé. Aliejaus sugertis j augalinés kilmés kompozitines plokstes
Table 3.5. Oil penetration data for different oil-impregnated cellulosic composite boards
with various compositions

Celiulio.zi.né_:s Aliejy sugertis |

komg)(?zm.nes Naturalis aliejai celiuliozing

plokstes tipas kompoziting plokste, %
' Kanapiy sékly al. 55,05+9,66 %

F tipo ploksté Liny sémeny al. 63,41=£18,86 %

Tungy medzio al.

43,33+4,47 %

) Kanapiy sékly al. 81,80+10,92 %

G tipo plokste Liny sémeny al. 93,42+15,88 %
Tungy medzio al. 85,50+15,14 %

Kanapiy sékly al. 61,64+12,99 %

H tipo plokste Liny sémeny al. 68,22+11,23 %

Tungy medzio al.

70,23£13,97 %
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F tipo kompozitiné ploksté, kurios sudétyje yra daugiafunkcio antipireno,
sudaryto 1§ fosforo ir azoto organiniy drusky, kanapiy sékly aliejaus absorbavo iki
55,05 %, liny sémeny aliejaus — iki 63,41 %, o tungy medzio aliejaus — iki
43,33 %. Palyginus su kito tipo augalinés kilmés ploksStémis, $is antipireno priedas
sumazino aliejaus prasiskverbima. Visy trijy aliejy rusiy skverbimasis i G tipo
plokste buvo apie 20 % didesnis (apie 82-93 %) palyginus su kitomis. Manoma
todél, kad plétrusis grafitas pasizymi oleofilinémis savybémis. Zinoma, kad
zaliavinés naftos, dyzelino, tepalinés alyvos techniniy avarijy metu plétrusis
grafitas naudojamas kaip adsorbentas. Per pirmasias 12 valandy plétrusis grafitas
1 g adsorbuoja 4,5 g zaliavinés naftos (Yao et al., 2016). Tuo remiantis galima
paaiskinti augalinés kilmés kompozitinés plokstés su plétriuoju grafitu oleofilines
savybes. | H tipo plokste, esancig be jokiy priedy, aliejus prasiskverbé nuo
61,64 % iki 70,23 %, tai atitinka prielaida, kad visos tus¢ios poros yra uzpildomos
aliejumi.

3.2.3. Celiuliozinés kilmés kompozitiniy ploks¢iy su apsaugine
danga trumpalaikés vandens sugerties tyrimas

Pagrindinis nattiraliy pluosty trikumas yra jy hidrofiliSkumas. Tai sumazina
suderinamuma su hidrofobinémis polimerinémis matricomis. Jie taip pat pasizymi
prastu matmeny stabilumu ir dideliu aplinkoje esancios drégmés jsigeriamumu,
dél to negalima placiai naudoti natiiraliy pluosty kompozity. Norint naudoti Sias
medziagas lauke, biitina iSanalizuoti jy savybes, veikiant natiralioms aplinkos
salygoms (Beg et al., 2008), o tai §iuo metu néra gerai istirta sritis.

Kanapiy spaliai pasizymi vandes sugertimi (net iki 4 karty savo svorio), nes
celiuliozés ir hemiceliuliozés polimerai turi amorfines vietas, kurios atsakingos uz
vandens ir maistiniy medziagy apykaitos cikla augale. Amorfinés vietos
celiuliozés polimere turi lengvai prieinamy hidroksilo grupiy, tai nulemia kanapiy
spaliy hidrofilinj pobtudj (He et al., 2019). D¢l galimybés naudoti celiuliozines
kompozitines plokstes lauke bitina iStirti vandens poveikj Sioms. 3.12-3.14
paveiksluose pateikti rezultatai, gauti matuojant atitinkamai trumpalaike vandens
absorbcijg i§ dalies panardinant, storio iSbrinkimg ir matmeny stabiluma
padidéjusios temperatiiros ir drégmés salygomis, kai CKP impregnuotos
skirtingais aliejais.

Maksimali vandens sugertis buvo augalinés kilmés ploks¢iy kompozituose,
kurie impregnuoti aliejumi ir kietinti 40 °C temperatiiroje (3.12 pav.). Tungy
medzio aliejus pasizyméjo didziausiu efektyvumu ir, palyginti su kontroliniais
méginiais, kurie nebuvo impregnuoti, sumazino vandens sugertj 36 % F tipo, 50 %
G tipo ir 45 % H tipo plokstéms. Sie rezultatai rodo, kad aliejaus kietinimas 40 °C
temperatiiroje yra tik mazai efektyvus.



64 3. SUKURTA IR ISTIRTA HIDROFOBINE DANGA IS NATURALIOS KILMES ALIEJU...

PrieSingai, kai aliejiné danga suformuojama 90 °C arba 120 °C temperatiiroje,
pastebéta daug mazZesné vandens sugertis. Nepaisant augalinés kilmés
kompozitinés plokstés tipo (F, G ar H), kanapiy sékly ir liny sémeny aliejus turéjo
beveik ta patj poveikj. Vandens sugertis sumazéjo daugiau kaip 2 kartus, kai
hidrofobin¢ danga buvo suformuota 90 °C temperatiiroje, palyginti su tomis,
kurios buvo paruostos 40 °C temperatiiroje, ir daugiau nei 3 kartus, palyginti su
kontrolinémis, be impregnavimo aliejaus. Nustatyta, kad efektyviausia aliejinés
apsauginés dangos kietinimo (polimerizacijos) temperatira yra 120 °C. Jtakos
vandens sugerciai turi ir augalinés kilmés kompozitinés plokstés sudétis,
pavyzdziui F ir G sudéties plokstéms vandens sugertis impregnavus tungy medzio
aliejumi buvo maziausia — 1,0 kg/m? ir 0,90 kg/m?, o H sudéties impregnavus liny
sémeny aliejumi — 0,37 kg/m?.
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3.12 pav.Trumpalaiké vandes sugertis, kai celiuliozinés kompozitinés plokstés F, G, H
impregnuotos K — kanapiy sékly aliejumi, L — liny sémeny aliejumi, T — tungy medzio
aliejumi, danga suformuota: [ 40 °C, [_90 °C, Il 120 °C temperatiiroje, Il kontrole,
W — trumpalaiké vandens sugertis
Fig. 3.12. Water absorption of different oils-impregnated cellulose-based composites
boards at hardening temperatures: [! 40 °C, [ 190 °C, Il 120 °C, Il control without oil
control, W — short-term water absorption by partial immersion

Nepaisant impregnavimo temperatiiros, didziausias vandens sugeriamumo
sumazéjimas buvo pastebétas, kai buvo naudojamas tungy medzio aliejus. Tai
priklauso nuo $io aliejaus hidrofobiskumo bei struktiiros. Literattiroje yra panasiy
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duomeny apie ryziy lukSty ir sojos baltymy pagrindu pagaminty ploksciy
impregnavimg tungy medzio aliejumi (Chalapud et al., 2020; He et al., 2019).
Taciau H tipo plokstés vandens sugertis yra maziausia, palyginus su F ir G tipo
gautais rezultatais. Tai rodo, kad F arba G priedai kartu su tungy medzio aliejumi
sukuria tam tikrus ryS$ius, t. y. F priedas padengia kanapiy spaliy pavirsiy,
susidarant plonam apsauginiam sluoksniui. G priedas trukdo kukurtizy krakmolo
riSikliui, nes hidrofobinis priedas i§ nattraliy aliejy silpnina kukuriizy krakmolo
gebéjima absorbuoti vanden;.

3.2.4. Celiuliozinés kilmés kompozitiniy ploks¢iy su apsaugine
danga storio iSbrinkio tyrimas

Vertinant vandens poveikj, buvo atliktas augalinés kilmés kompozitinés plokstés
storio iSbrinkio tyrimas. Kalbant apie vandens sugertj pastebéti panasiis storio
poky¢iai, apibendrinti 3.13 paveiksle.
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3.13 pav. Storio iSbrinkis, kai celiuliozinés kompozitinés plokstés F, G, H impregnuotos
K — kanapiy sékly aliejumi, L — liny sémeny aliejumi, T — tungy medzio aliejumi, danga
suformuota: [1 40 °C, [0 °c, Il 120 °C temperatiiroje, Il kontrolinis méginys
Fig. 3.13. Swelling in the thickness of different oil-impregnated cellulose-based
composite boards at hardening temperatures: [ 40 °C, [ 90 °C, Il 120 °C, Il control
without oil
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Nepriklausomai nuo naudojamos aliejaus risies ir apsauginés dangos
formavimo temperatiiros, storio iSbrinkis sumazéjo, palyginus su neapsaugota
augalinés kilmés kompozitine plokste. ISskyrus tai, kad 40 °C temperatiira
kietéjant dangai nebuvo efektyvi, t. y. lyginant su kontrolinémis plokstémis, visy
rusiy aliejais padengtos plokstés iSbrinko iki 1,5 karto. Nedidelj teigiamg poveikj
galima pastebéti esant 90 °C kietéjimo temperatiirai. Kaip parodyta 3.13 pav.,
impregnavus kanapiy sékly ir liny sémeny aliejais, gauti panaSiis rezultatai.
Taciau tungy medzio aliejumi impregnuoty ploksciy storio isbrinkis, kai dangos
kietéjimo temperatira buvo 90 °C, sumazéjo. Palyginus su kontroliniais
bandiniais, tungy medzio aliejus sumazino storio iSbrinkj ~15,7 % F tipo,
~48,0 % — G tipo ir 10,4 % — H tipo plokstéms. Didesnis impregnavimo tungy
medzio aliejumi poveikis grei¢iausiai gautas dél to, kad jis ant augalinés kilmés
kompozitinés plokstés pavir§iaus gali sudaryti labiau polimerizuots, t. y. turincia
daugiau kryzminiy jung¢iy, polimering danga. Sustipréje rysiai tarp kompozito
sudétiniy medziagy neleidzia kukurizy krakmolo daleléms isbrinkti, todél
apriboja ne tik vandens sugertj ir storio iSbrinkj, bet ir tiirinius pokyc¢ius. Palyginus
su literatiros Saltiniais, zinoma, kad kai kryzminés jungtys buvo formuotos
citrinos riigstimi paveikiant celiulioze ir krakmola, rigstis blokavo kai kurias
hidroksilo grupes ir padidino atsparuma vandeniui (Hassan et al., 2020). Tas
pacias i§vadas galima padaryti esant 120 °C kietéjimo temperatarai. Kanapiy sékly
ir liny sémeny aliejus paveiké panaSiai visas kompozicijas, t. y., palyginus su
kontroliniais bandiniais, storio iSbrinkis sumazéjo 1,6 % F sudéties, 1,0 % — G
sudéties ir 1,6 % — H sudéties ploks§téms. Atsizvelgiant | virSuting ir apating
rezultaty ribas, kanapiy sékly ir liny sémeny aliejumi impregnuoty kompozitiniy
ploksciy isbrinkio storio sumazéjimas nereikSmingas. Tungy medzio aliejumi
impregnuoty kompozity storis sumazéjo nuo 8,6 % iki 4,6 % F tipo, nuo 8,2 % iki
5,8 % G tipo ir nuo 8,9 % iki 6,5 % H tipo plokstéms.

3.2.5. Celiuliozinés kilmés kompozitiniy ploks¢iy su apsaugine
danga matmeny stabilumo tyrimas

Augalinés kilmés kompozity susitraukimo ir / arba iSbrinkimo laipsnis, pasikeitus
aplinkos drégmés kiekiui, yra svarbi savybé, lemianti jo pritaikomuma. Sis
parametras zinomas kaip matmeny stabilumas. Matmeny stabilumo poky¢iai
nustatomi statybiniams termoizoliaciniams gaminiams ir néra jprastai matuojami
celiuliozinés kilmés kompozitinéms plokstéms. Kadangi kanapiy spaliai gali
sugerti iki 4 karty vandens buvo atliktas ir Sis tyrimas. Remiantis EN 1604
standartu leidziamas iki 2,5 % ploks¢iy matmeny stabilumo pokytis tiriamiesiems
bandiniams. Tyrimas atliktas pasirinkus standarte nurodytas ribines sglygas, esant
70 °C temperatiirai ir 90 % drégmei. Matmeny stabilumo rezultatai pateikti
3.14 paveiksle.
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Matoma, kad apsauginés dangos kiet¢jimas 40 °C temperatiiroje
nepakankamas, matmeny stabilumo geréjima galima pastebéti tik esant 90 °C ir
120 °C temperatirai. Augalinés kilmés kompozitiniy plok§¢iy matmenys
pakankamai stabiltis buvo tik su ta aliejine danga, kuri suformuota 90 °C
temperattiroje, t. y. nevirSijo leistinos 2,5 % ribos bei pager¢jo iki 3 karty, ir tai
parodo, kad Siuo atveju impregnavimas yra efektyvus. Kaip jau minéta (He et al.,
2019), impregnavimas aliejumi sumazina celiulioziniy kompozity hidroksigrupiy
skaiciy, todél padidéja visy CKP matmeny stabilumas.

Didziausias stabilumas buvo, kai aliejinés dangos kietéjimo temperatiira
90 °C H tipo kompozitams. Manoma, kad kai aliejai laisvai jsigeria ] poras,
tustumas ir jtrikimus, esancius tarp kukuriizy krakmolo risiklio ir kanapiy spaliy,
jie suformuoja hidrofobing plévele, taip trukdydami pakisti matmenims. Kadangi
F priedas pasiskirstes visame kanapiy spaliy pavirsiuje, aliejus prasiskverbia tik
per itrukimus ir tuStumas, esancias tarp kukurtizy krakmolo risiklio. Antipireninio
priedo F ir kukurtizy krakmolo sasaja gali biiti nepakankamai stipri, kad atlaikyty
drégmés poveik].
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3.14 pav. Matmeny stabilumo nustatymas, kai celiuliozinés kompozitinés plokstés F, G,
H su apsaugine danga suformuotos i$: K — kanapiy sékly aliejaus, L — liny sémeny
aliejaus, T — tungy medzio aliejaus. Danga suformuota: [] 40 °C, (190 °c, Il 120 °C
temperatiiroje, po inkubacijos 70 °C ir 90 % RH
Fig. 3.14. Dimensional stability (70 °C temperature and 90 % relative air humidity) of
different oil-impregnated cellulose-based composite boards at hardening temperatures:
[ 40°c, 90 °c, M 120 °C. Aeg— the change in thickness
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Be to, G priedas yra kaip intarpas, trukdantis kontaktinéms zonoms tarp
kukuriizy krakmolo riSamosios medziagos ir kanapiy spaliy, todél matmeny
stabilumas $iek tiek prastesnis, palyginti su H tipo kompozitu. Kai aliejinés
dangos kietéjimo temperatiira 120 °C, galima pastebéti keleta idomiy poky¢iy.
Galima manyti, kad esant aukStesnei temperatiirai, kol aliejus tampa kietas,
klampa yra sumazinta, vyksta pirmas autooksidacijos etapas, todél geriau
isiskverbti | CKP struktirg. Esant greitesnei skvarbai susiformuoja plonesnis
galutinés plévelés storis, kuris negali atlaikyti iSbrinkimo jégos. Matmeny
stabilumo, esant aukstai temperatiirai ir drégmei, taip pat vandens sugerties ir
i8brinkio storio rezultatai rodo, kad su tirtais kanapiy sékly, liny sémeny ir tungy
medzio aliejais galima suteikti celiuliozinés kilmés kompozitinei plokstei
hidrofobiniy savybiy.

3.2.6. Celiuliozinés kilmés kompozitiniy ploks¢iy atsparumas
gniuzdymui esant santykinei 10 % deformacijai

Celiuliozinés kilmés kompozitinés plokstés stiprumo pokytj lemia aliejaus tipas
bei terminis apdorojimas. Nustatyta, kad didelis aliejaus jsigérimas j kompoziting
plokste padidina atsparuma gniuzdymui, palyginti su kitais terminio apdorojimo
metodais (Lee et al., 2018). Todél norint efektyviai impregnuoti medienos ar
panaSius gaminius, turinCius daug celiuliozés, nebiitina naudoti auksty
temperatiiry. 3.15 paveiksle parodyti atsparumo gniuzdymui duomenys esant
10 % deformacijai, kai aliejiné apsauginé danga formuota kietinant trijose
skirtingose temperatiirose bei su trimis skirtingy aliejy rasimis.

Nustatyta, kad dangos atsparumas gniuzdymui padidéja, jau esant 40 °C
aliejaus apsauginés dangos formavimo temperatiirai. Palyginti su kontroliniais
bandiniais, atsparumas gniuzdymui padidéjo 1,5-3 kartus, tai rodo, kad aliejus
kaip apsauginé¢ danga formuojasi 40 °C temperatiiroje. PanaSus pageréjimas
pastebétas ir anksCiau (Bak et al., 2012), kai tuopos ir robinijos mediena 2—6
valandas impregnuota 160 °C temperattiroje saulégrazy, sémeny ir rapsy aliejais.
Aktyvinimo temperatiiry skirtumas gali biiti siejamas su skirtinga impregnavimo
trukme ir aliejaus rasimis.

Esant 90 °C aliejaus kietinimo temperatiirai, nustatyta, kad atsparumas
gniuzdymui pasiekia 7,3 MPa, kai danga buvo i§ kanapiy sékly aliejaus, liny
sémeny — 8,1 MPa, tungy medzio — 9,3 MPa F tipo kompozitinése plokstése. Kai
naudota G tipo ploksté, 8,9 MPa — kanapiy sékly, 9,4 MPa — liny sémeny,
14 Mpa — tungy medzio — aliejams. Esant H tipo plokstei, 6,5 MPa — kanapiy
sékly, 7,9 MPa — liny sémeny ir 11 MPa — tungy medzio aliejams (3.15 pav.).
Manoma, kad augaliniai aliejai uzpildo kanapiy spaliy indus ir poras, padengia
sieneles, suformuoja kryzminius molekulinius rySius (angl. croslinking), todél
susidaro apsauginé plévelé ir atsiranda geresnis kanapiy spaliy Soninis stabilumas.
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3.15 pav. Celiuliozinés kilmés kompozitiniy ploks¢iy atsparumas gniuzdymui esant
santykinei 10 % deformacijai, kai suformuota danga ant a) F tipo su K — kanapiy sékly
aliejumi, L — liny sémeny aliejumi, T — tungy medzio aliejumi; b) G tipo su K — kanapiy
sékly aliejumi, L — liny sémeny aliejumi, T — tungy medzio aliejumi; c) H tipo tipo su
K — kanapiy sékly aliejumi, L — liny sémeny aliejumi, T — tungy medzio aliejumi

Fig. 3.15. Compressive stress at 10% deformation of cellulose-based composite
boards with different oil-impregnation at different temperatures: a) F type of the CBB
with hempseed oil (K), linseed oil (L), and tung tree oil (T); b) G type of the CBB with
hempseed oil (K), linseed oil (L), and tung tree oil (T); ¢) H type of the CBB with
hempseed oil (K), linseed (L), and tung tree oil (T)

Panasias i§vadas padaré ir kiti tyréjai, tyre aliejumi impregnuotos medienos
ir medzio drozliy ploks¢iy matmeny stabilumg ir mechaninj atsparumg (Chalapud
et al. 2020; Cheng et al. 2014). Kietéjimo temperatiiros padidinimas iki 120 °C
rodo nereikSminga F tipo kompozitinés plokstés atsparumo gniuzdymui pokytj. G
ir H celiulioziniy kompozitiniy ploksc¢iy atsparumo gniuzdymui pokytis panasus j
ta, kuris buvo tarp kontroliniy méginiy ir 40 °C aliejaus kietinimo temperatiiros.
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Gauti rezultatai rodo, kad atsparumo gniuzdymui parametrai labiausiai
padidéjo, kai apsauginé danga buvo kietinama 90 °C temperatiiroje ir naudojamas
tungy medzio aliejus. ReikSmingas pageréjimas esant gniuzdymo 10 % defor-
macijai rodo, kad tarp aliejaus, naudojamo impregnuoti, krakmolo, naudojamo
kaip risiklis, ir kanapiy spaliy veikia tarpusavio sinergija. Tai galima paaiskinti
vandeniliniy rySiy tarp kanapiy spaliy, liny sémeny ir tungy medzio aliejaus
molekuliy laisvyjy karboksirig§¢iy grupiy saveika su kukuriizy krakmolo
hidroksigrupémis (Singh et al., 2022).

3.2.7. Celiuliozinés kilmés kompozitiniy ploks¢iy su aliejine
apsaugine danga tankis

Augalinés kilmés kompozitiniy ploks¢iy tankis daugeliu atvejy svarbus
parametras. 3.16 paveiksle pavaizduota, kaip S$ios charakteristikos skiriasi
naudojant skirtingas aliejaus riiis ir kietinant 90 °C temperattiroje.
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3.16 pav. Celiuliozinés kilmés kompozitinés plokstés su apsaugine danga tankis
Fig. 3.16. Density of the cellulose-based composite boards of natural origin when the
coating was formed with K-hemp seed oil, L-flaxseed oil, T-tung tree oil

Nepaisant impregnuoti naudojamo aliejaus rusies, tankis padidéjo visais
atvejais. Didziausias tankio padidéjimas nustatytas méginiams, kurie impregnuoti
tungy medzio aliejumi iki 48 %, o maziausias su kanapiy sékly aliejumi — 37 %.
Be to, tankio poky¢iai taip pat yra dél to, kad skiriasi aliejy sudétis, t. y. riebaly
rugstys, bei jvairiy priedy, tokiy kaip antioksidantai, buvimas.
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3.2.8. Kanapiy spaliy su aliejine apsaugine danga
mikrostruktiiros tyrimai

Celiuliozinés kilmés termoizoliacinés medZziagos pasizymi geromis termo-
izoliacinémis savybémis, nes poréta struktiira leidzia susidaryti didesniems oro
tarpams. Zinoma, kad kanapiy spaliai pasizymi poréta tvarkingai i$sidés¢iusia
strukttira. Taciau, suformavus aliejing apsauging danga, i struktura keiciasi. Ant
kanapiy spaliy formuojant apsauging danga 90 °C temperattiroje su kanapiy sékly
aliejumi pasidengia plévelé (3.17 ir 3.18 pav.), kurios struktiira netvarkinga,
atsikartoja paties spalio reljefas, matomas grublétumas, susiformave ,krateriai.
Kai hidrofobiné¢ danga suformuota i§ liny sémeny aliejaus, ji tolygesné,
nebesimato spalio reljefo, lyginant su kanapiy sékly aliejumi.

3.17 pav. Kanapiy spalio mikrostruktiira: a) ir ¢) su kanapiy sékly aliejumi;
b) ir d) su liny sémeny aliejumi
Fig. 3.17. Hemp shives microstructure: a and ¢) with hemp seed oil, b and
d) with flaxseed oil
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3.18 pav. Kanapiy spalio mikrostrutiira: a ir b) su tungy medzio aliejumi
Fig. 3.18. Hemp shives microstructure: a and b) with tung tree oil

Kitoks vaizdas matomas, kai hidrofobiné danga ant kanapiy spalio
suformuota i§ tungy medzio aliejaus. Kanapiy spaliy reljefinio pavirSiaus
nesimato, susiformuoja sferiné strukttira. Skersiniame pjlivyje matomas kanapiy
spalis, uzpildytas tungy medzio aliejumi, su aiskia apsaugine plévele pavirsiuje.

3.2.9. Celiuliozinés kilmés kompozitiniy ploks¢iy su aliejine
apsaugine danga mikrostruktura

Atlikus mikrostruktiiring analizg ir palyginus su literatiiros Saltiniais, nustatyta,
kad j augalinés kilmés kompozitines plokstes i§ kanapiy spaliy, turinéiy tuscias
poras ir vandens indus, prasiskverbia aliejus. Kaitinamas jis suformuoja
biopolimera, kuris uzpildo tuscias ertmes (3.19 paveikslas).

3.19 pav. Augalinés kilmés kompozitinés plokstés mikrostruktiira po hidrofobinés
dangos formavimo 90 °C temperatiiroje: a) su liny sémeny aliejumi;
b) su tungy medzio aliejumi
Fig. 3.19. Microstructure of cellulose-based composite boards s with different oil-
impregnation and hardening at 90 °C: (a) linseed oil; (b) tung tree oil
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Tungy medzio aliejus vidutiniSkai turi daugiau C=C jung¢iy, tod¢l jis greiciau
dzitista ir tankiau susidaro ,kryZminiai rySiai“, todél ant augalinés kilmeés
kompozitinés plokstés pavirSiaus sudaro storesn¢ danga, kuri pagal
mikrostruktiiring analize yra ~1 um, o pvz., liny sémeny aliejaus apsauginés
dangos storis yra ~0,6 pm.

3.2.10. Celiuliozinés kilmés kompozitiniy ploks¢éiy su
apsaugine danga Siluminio laidumo tyrimas

Termoizoliacinéms medziagoms buidinga akyta struktiira. Taciau tokig struktiirg
padengus apsaugine danga, Siluminés savybés gali pakisti. Dél to buvo iSmatuotas
augalinés kilmés kompozitinés plokstés su apsaugine danga Siluminis laidumas.
Danga suformuota i§ liny sémeny ir tungy medzio aliejy 90 °C temperatiiroje
(3.20 paveikslas).
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3.20 pav. Celiuliozinés kilmés ploks¢iy su jvairiais aliejais suformuota danga 90 °C
temperatiiroje Siluminis laidumas: G, H, F — ploks¢iy tipas; ' — liny sémeny aliejus; ™
tungy medzio aliejus; ™ — neapdorotos aliejumi: vientisos spalvos stulpeliai — bandiniai,

i8dziovinti 70 °C temperatiiroje iki pastovaus svorio; dryzuoti stulpeliai — bandiniai,
kurie kondicionuoti (23£2) °C temperatiiroje ir (50£2) % drégméje iki pastovaus svorio
Fig. 3.20. Thermal conductivity of different oil-impregnated cellulose-based composite
boards. G, H, F — composition of boards, impregnated at 90 °C hardening temperature.

— linseed oil, ™ — tung tree oil, M — without oil treatment: solid-type bars —
specimens dried at 70 °C to constant weight; pattern-type bars — specimens conditioned
at (23+2) °C and (50+2)% to constant weight
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Didziausias Siluminio laidumo padidéjimas (34 %) gautas sausy meéginiy,
kurie padengti tungy medzio aliejumi, o maziausias (22 %) — orasausiy, kai danga
buvo i§ liny sémeny aliejaus. Celiuliozinés kilmés kompozitines plokstes
padengus aliejumi Siluminio laidumo reik§més padidéja; tai tiesiogiai koreliuoja
su Siy ploks¢iy tankio padid¢jimu (3.20 pav.). Kaip minéta anksciau,
impregnavimo metu aliejus prasiskverbia j poréta celiuliozinés kilmés kompozito
struktiirg ir sudaro susietg ir tankig plévelg visy komponenty sgsajose. Dél Sios
priezasties padidéja kontaktiniy zony plotas, taip patiriant Silumos nuostolius.

IS literatiiros Zinoma, kad augalinés kilmés medziagos yra higroskopiskos,
todél be hidrofobinés dangos kompozitiniy ploks¢iy Siluminis laidumas padidéja
iki 4,3 %, lyginant su orasausiu. I§ 3.20 pav. matyti, kad Siluminis laidumas tarp
sausy ir orasausiy méginiy, kurie impregnuoti aliejumi, nesikei¢ia arba kinta
matavimo prietaiso paklaidy ribose, todél galima daryti prielaida, kad pasirinktos
augalinés kilmés kompozitiniy ploksciy apsaugojimo technologija leidzia
sumazinti jy higroskopiskuma.

3.2.11. Celiuliozinés kilmés kompozitiniy ploks¢iy su
apsaugine danga atviry pory nustatymas

Aliejy efektyvumui jvertinti uzpildant ar izoliuojant poras, atliktas atvirojo
poringumo nustatymas (3.6 lentel¢). Nustatyta, kad impregnuojant aliejumi
celiuliozinés kilmés kompozitines plokstes sumazéja atviry pory kiekis, todél
vandens molekulés nebegali jsiskverbti | kanapiy spalius.

3.6 lentelé. Atviry pory nustatymas, kai impregnavimas atliktas su liny sémeny ir tungy
medzio aliejais 90 °C temperatiiroje
Table 3.6. Open porosity of different oil-impregnated CKP at 90 °C temperature

Celiuliozinés Kontrolé Liny sémeny al. Tungy medzio al.
kompozitinés
plokstés tipas

F 18,1 + 0,57 12,5 + 0,62 11,0 £ 0,46

G 18,3+ 0,77 12,2+ 0,64 10,1 + 0,64

H 20,2 + 0,59 13,7+ 0,80 11,3+ 0,69

Efektyviausiai poringuma sumazino tungy medzio aliejus, kuris, nepaisant
kompozitinés plokstés tipo, vidutinis$kai sumazina atvirg akytuma ir tustétuma
~40 %, o liny sémeny aliejus ~30 %, palyginti su kontroliniais bandiniais be
apsauginés dangos.
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3.3. Mikroorganizmy poveikis kompozitinéms
plokstéems

3.3.1. Rhizopus oryzae ir Pseudomonas putida augimas ant
kompozitiniy ploksciy

ISskirtos ir atrinktos grynos pelésiniy gryby ir bakterijy kulttiros, produkuojancios
celiulazinius bei amilazinius fermentus. Norint atsakyti j darbo tiksla, kaip ir kiek
paveikia tokie mikroorganizmai celiuliozinés kilmés kompozitus, buvo uzsétos
pelésinio grybo Rhizopus oryzae ir bakterijos Pseudomonas putida kultiros ant
paciy kompozitiniy ploksciy. Pelésinio grybo Rh. oryzae ir bakterijos P. putida
suspensijos atskirai bei kartu, jas sumaiSant lygiomis dalimis, buvo tolygiai
paskleistos ant F, G, H tipo celiulioziniy kompozitiniy ploks¢iy be apsauginés
dangos ir su ja, kuri suformuota i§ tungy medzio ar liny sémeny aliejaus. Tokios
celiuliozinés kilmés kompozitinés plokstés su mikroorganizmy suspensijomis
inkubuotos 6 ménesius 22 °C temperatiiroje 65 % drégméje (3.20 pav.) termostate,
kuriame reguliuojama drégme.

Celiuliozinés kompozitinés plokstés su mikroorganizmais fotografuotos po
dviejy, penkiy, devyniy ir astuoniolikos savaiciy, po to kas ménesj iki 6 ménesiy,
Sio laikotarpio nuotraukos nepateiktos, nes po 18 savaités jokiy vizualiniy pokyciy
nesimaté.

IS gauty tyrimo rezultaty (3.21 pav.) nustatyta, kad kai ant celiuliozinés
kilmés kompozitiniy ploksciy buvo uzsétos bakterijos P.putida kulttros
suspensija, vizualinio augimo nesimato tiek ant F, tiek ant G tipo. Kai buvo uzséta
pelésinio grybo kultiros suspensija Rh.oryzae, matome, kad jis augo ant
kompozito Sony, t. y. per pjiivio vietas. Esant abiejy mikroorganizmy misSinio
suspensijai ant celiuliozinés kilmés kompozitinés plokstés po 2 ir 5 savaiciy
uzaugo Sviesiai zalios spalvos kolonijos, kurios nebiidingos RA. oryzae, taciau $i
spalva budinga kitam identifikuotam pelésiniam grybui Aspergilus fumigatus,
kuris taip pat yra aktyvus celiuliozés skaidytojas. Manoma, kad likusios
A. fumigatus sporos kompozito uzpildo — kanapiy spaliy — vidinéje dalyje augo
greiciau negu uzsétos pelésinio grybo RA. oryzae ir bakterijos P. putida, nors pries
séjant tikslinius mikroorganizmus ant celiuliozinés kompozitinés plokstés jos
buvo dezinfekuotos UV §viesoje 1 valanda. Todél manoma, kad j kanapiy spaliy
poras ar ] tusCias celiuliozinés kilmés kompozito erdves pateko arba liko
mikroorganizmy spory, kurios atsirado augalo augimo laiku, perdirbimo arba
kompozitinés plokstés formavimo metu.

Analizuojant celiuliozinés kilmés kompozitinés plokstés G (3.21 pav.)
tyrimy rezultatus, matyti, kad bakterija P.putida neaugo. Galima teigti, kad
P. putida bakterijoms nesusidaré palankios salygos augti, triko drégmés, nors ir
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teigiama, kad dél savo nepaprastai universalaus metabolizmo ji gali lengvai
prisitaikyti ir atlaikyti fizinj bei cheminj stresg (Weimer et al., 2020).
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3.21 pav. Augalinés kilmés kompozitinés plokstés su P.putida, Rh.oryzae ir
Ju abiejy suspensija
Fig. 3.21. Cellulose-based composite boards of the natural origin
with P. putida, Rh. oryzae, and a suspension of both

Kai buvo kartu uzsétas Rh. oryzae ir P.putida suspensijy misinys, uzaugo
pelésinis grybas, tadiau bakterijy augimo nesimaté, nebuvo biofilmo ant
celiuliozinés kilmés kompozitinés plokstés. Rh.oryzae jsiskverbe i kompozitiniy
ploksc¢iy vidines ertmes, ant pavir§iaus augo oriniai hifai, formavosi micelis
termostato aplinkoje esant 65 % drégmei ir 22 °C temperatiirai.
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3.22 pav. Celiuliozinés kilmés kompozitinés plokstés F su suformuota apsaugine danga
i$ liny sémeny aliejaus ir G su danga i$ tungy medzio aliejaus su P. putida,
Rh.oryzae ir jy abiejy miSiniu
Fig. 3.22. Cellulose-based composite boards F type with formed a protective coating
from linseed oil, and G with a coating from tung tree oil with P. putida, Rh. oryzae, and
a mixture of both
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Vizualiai nustatyta, kad tiek bakterijy P. putida, tick pelésinio grybo Rh.
oryzae augimo ant F plok$¢iy su apsaugine danga, suformuota i§ liny sémeny
aliejaus, néra (3.22 pav.). Taciau ant G kompozitinés plokstés su apsaugine danga
i§ tungy medzio aliejaus vizualiai nustatytas mikroorganizmy augimas tik 18
savaite. Kadangi matomi oriniai hifai ir micelis, galima teigti, kad tai ne
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bakterijos, o pelésiniai grybai. Kai ant G tipo kompozitiniy ploks¢iy uzsétas
pelésinis grybas Rh. oryzae bei jo ir bakterijos P.putida suspensijy misinys,
vizualiai matomas pelésiniy gryby oriniy hify bei micelio augimas.

3.3.2 Mikrostrukturiné celiulioziniy kompozitiniy ploksciy
analize

Celiuliozinés kilmés kompozito uzpildas — kanapiy spaliai — turi daug celiuliozés
(57-77 %), o kukurtizy krakmolo risiklis sudarytas i§ amilozés ir amilopektino.
Skaidant mikroorganizmams S$iuos polisacharidus iki gliukozés, pagrindinio
maistiniy medziagy Saltinio, vyksta celiuliozinés kilmés kompozito destrukcija,
kuri lemia kompozitiniy ploks¢iy mechaniniy ir Siluminiy savybiy pokycius.
Literatiiroje aprasyta, kad esant aplinkoje drégmei, mikroorganizmai, rade
celiuliozés grandinéje amorfing vieta, pradés produkuoti fermentus, skaidancius
celiuliozés ir krakmolo polisacharidus, todél skverbsis gilyn ir ardys
polisacharidag. Buvo iskelta prielaida, kad pavirSiuje ir 2-3 mm gylyje augs
tiksliniai mikroorganizmai P. putida ir Rh. oryzae (3.23 ir 3.24 pav.).

N \

3.23 pav. F plokstés tipo mikrostruktiiriné analizé: a) kontrolinis méginys; b) 1 mm
gylyje nuo plokstés pavirsiaus; ¢) 2-2,5 mm gylyje; d) 4,5-5 mm bandinio vidurys
Fig. 3.23. Microstructure of the F-type board: a) the control sample, b) at a 1 mm depth
from the surface, c) at a 2-2.5 mm depth from the surface; d) in the middle of the sample
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Atlikta celiulioziniy kompozitiniy ploksciy, ant kuriy uzséti mikroorganizmai
ir inkubuoti Sesis ménesius 22 oC temperatiiroje, 65 % drégmeje, mikrostruktirine
analizé. Celiuliozinés kilmés kompozitinés plokstés su RA. oryzae ir P. putida
bandiniy sluoksniai paimti taip: virSutinis sluoksnis 1 mm, 2-2,5 mm ir tiriamo
bandinio viduje 4,5-5 mm (3.23 pav., b, c, d). Pats pavir§ius netirtas, nes vizualiai
matési mikroorganizmy augimas.

Mikroorganizmai rasti visuose tirtuose F tipo bandinio sluoksniuose.
Gilesniuose sluoksniuose remiantis morfologine analize identifikuoti RhA. oryzae
ir P.putida. 1S paveikslo matome, kad kontroliniame méginyje, t. y. celiuliozinés
kilmés kompozite, ant kurio nebuvo uzséti mikroorganizmai, jokiu spory ar oriniy
hify nesimato. Kompozito F bandinio viduryje morfologiSkai nustatytas ne tik
uzsétas tikslinis pelésinis grybas, bet manoma ir Aspergillus genties grybas
(3.23 pav., d), nors ir prie$ sé¢jant mikroorganizmus kompozitinés plokstés buvo
sterilinamos 1 val. po dezinfekcine UV lempa. Aspergillus spp. atsigavo gaves
pakankama kiekj drégmés ir Silumos.

b W

3.24 pav. G plokstés mikrostruktiiriné analizé: a) kontrolinis méginys; b) 1 mm gylyje;
¢) 2-2,5 mm gylyje; d) 4,5-5 mm gylyje, bandinio vidurys
Fig. 3.24. Microstructure of the G-type board: a) the control sample, b) at a 1 mm depth
from the surface, c) at a 2-2.5 mm depth from the surface; d) in the middle of the sample
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Celiuliozinés kilmés kompozito G bandinyje su tiksliniais mikroorga-
nizmais po inkubavimo, gilesniuose sluoksniuose, morfologinés analizés metodu
nustatyti pelésiniai grybai gali buiti Rh. oryzae bei Aspergilus spp, nes rastos
sporos (3.24 pav.) buidingos $iy genciy grybams.

3.3.3. Celiuliozinés kompozitinés plokstés fizikinés savybés
po poveikio mikroorganizmais

Siekiant jvertinti ekologisky ploksciy ilgalaikiskuma vienas i§ fizikiniy metody
yra atsparumas gniuzdymui bei tankis, kuris lemia Siluminj laidumg, nes labai
svarbu, kad eksploatavimo metu tankis nekisty. Todél atsparumas gniuzdymui
atliktas po 6 ménesiy, laikant méginius 22 °C temperatiiroje, 65 % drégméje. IS
3.25 paveikslo matome, kad F tipo ploksCiy be apsauginés dangos, ant kuriy
uzséta grynos kultiiros pelésinio grybo suspensija RA. oryzae, atsparumas
gniuzdymui sumazéjo 42,6 %, o kai buvo mikroorganizmy misinys i§ Rh. oryzae
ir P. putida — 42,8 %.

14,0

6,0 ‘I‘

[ |

F Impregnuota F G Impregnuota G
su liny sémeny su tungy medzio
aliejumi aliejumi
B P.putida B Rh.oryzae

>
[=}

Gniuzdymo jtempis esant santykinei 10 %
degradacijai 610, MPa
N
[«
i

=4
[«

3.25 pav. Mikroorganizmy poveikis celiuliozinés kilmés kompozitinéms plokstéms
Fig. 3.25. Effects of microorganisms on cellulose-based composite boards
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Kadangi bandiniai inkubuoti 6 ménesius, laikantis minimaliy sterilumo
salygy, 65 % drégméje ir 22 °C temperatiiroje, siekiant kuo labiau imituoti
gyvenamasias patalpas, susidaré palanki terpé mikroorganizmams augti. Todél
augo ne tik tiksliniai mikroorganizmai, bet ir esantys kompozito uzpilde kanapiy
spaliuose arba atsiradg i§ aplinkos kompozito formavimo ir / ar inkubavimo metu.
Pelésinis grybas pradéjo skaidyti kompozito sudedamasias dalis: uzpildg —
kanapiy spalius ir riSikli — kukuriizy krakmola. Nustatyta, kad atsparumas
gniuzdymui, kai buvo uzséta bakterijos P. putida kultiiros suspensija ant augalinés
kilmés kompozitines plokstés, sumazejo 22,7 %, lyginant su kontroline plokste be
mikroorganizmy. Lyginat G tipo (3.7 lentelé) kompozitines plokstes, nustatyta,
kad esant bakterijoms atsparumas gniuzdymui sumazéjo apie 20,3 %, kai buvo
pelésinio grybo Rh.oryzae suspensija, — apie 20,5 %. Kai ant G tipo plokstes
uzsétos abiejy mikroorganizmy miSinio suspensija, atsparumas gniuzdymui
sumazgéjo 37,1 %.

3.7 lentelé. Celiulioziniy kompozitiniy ploksciy atsparumas gniuzdymui esat santykinei
10 % deformacijai
Table 3.7. Compressive stress at 10% deformation of cellulose-based composite boards

Atsparumas gniuzdymui esant santykinei 10 % deformacijai, MPa
Kompozitinés . P. putida ir | Kontroliniai
plokstés tipas P. putida Rh. oryzae Rh. oryzae bandiniai
F 2,54 + 0,80 1,88 +£0,01 1,89+£0,07 | 3+0,15
F su liny
sémeny alicjaus | ¢ 5, o6 6,24 + 0,56 6,92+0,16 | 8,06+ 0,56
apsaugine
danga
G 2,51+0,15 2,50£0,10 1,98+0,18 | 3,06+0,24
G su tungy
medzio alicjaus | 1 54, 19 7,64 + 0,47 6,09+0,72 | 13,11+0,52
apsaugine
danga

Bakterijos P. putida nepaveikeé F tipo augalinés kilmés kompozitiniy ploksciy
su apsaugine danga, kadangi, esant dangai, bakterijos nejsiskverbia | plokstés
vidy. Pelésinio grybo Rh.oryzae augimo vizualiai nesimaté (3.22 ir 3.25 pav.), bet
atsparumas gniuzdymui sumazéjo 22,6 %. Kai buvo uzsétas Rh. oryzae ir P.putida
suspensijy misinys, atsparumas gniuzdymui sumazé¢jo 14,3 %. Lyginant su
kontroliniu méginiu, G tipo kompoziting plokste be hidrofobinés dangos veikiant
bakterijoms P.putida, atsparumas gniuzdymui sumazéjo 20,3 %, o su tungy
medzio aliejine danga — 19,6 %. G plokstés su apsaugine danga ir Rh.oryzae spory
suspensija atsparumas gniuzdymui sumazejo 41,7 %, o su abiem mikroorga-
nizmais — 53,5 %.
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3.3.4. Celiulaziniy ir amilaziniy fermenty aktyvumo nustatymas

Pagrindiniai polisacharidai, esantys augalinés kilmés kompozitinéje plokstéje, yra
celiuliozé — kanapiy spaliuose ir amilozé — kukiiruzy krakmole. Kokybinio testo
metu nustatyti mikroorganizmai, kurie pasizymi celiulaziniy ir amilaziniy
fermenty aktyvumu. Siekiant jvertinti, ar P. putida ir Rh. oryzae gali skaidyti
suformuotas augalinés kilmés kompozitines plokstes, t. y. celiuliozines grandines
ir amiloze, buvo atlikti fermentiniai tyrimai, kai nustatomas galutinis produktas —
redukuotas cukrus, t. y. gliukozés molekulés. Siy mikroorganizmy suspensijos
buvo uzsétos ant celiuliozinés kilmés kanapiy spaliy kompozity, nustatyta (3.21,
3.22 pav.), kad ant tokiy ploksc¢iy susidarius palankioms sglygoms auga ne tik
tiksliniai mikroorganizmai, bet ir spaliuose esantys.

30 BF BFi 8G BGi
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Bendras celiulazinis aktyvumas U/ml
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Celiuliozinés kompozitinés plokstés tipas
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3.26 pav. Bendras mikroorganizmy celiulazinis poveikis ant F ir G tipo celiuliozinés
kilmés kompozitinés plokstés. F ir G be apsauginés aliejinés dangos, Fi — su liny sémeny
aliejine danga, Gi — su tungy medzio apsaugine aliejine danga
Fig. 3.26. Total cellulase activity of microorganisms on cellulose-based composite
boards of types F and G. F and G without protective oil coating, Fi — with a linseed oil
coating, Gi — with a tung oil protective oil coating

Po inkubacijos i§ F ir G tipo ploksciy su apsaugine danga ir be jos buvo
padarytos nuoplovos, kurios buvo centrifuguojamos, gautas supernatantas,
naudojamas tolesniuose tyrimuose. Bendras celiulazinis aktyvumas nuoplovose,
kurios padarytos nuo F tipo (3.26 pav.) celiuliozinés kilmés kompozitinés
plokstés, nustatytas 23,54+3,4 U/ml. Kai F tipo ploksté buvo impregnuota liny
sémeny aliejumi bei suformuota apsauginé danga, bendras celiulazinis aktyvumas
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25,6+2,3U/ml, nors vizualiai mikroorganizmy augimas nenustatytas. Nuo G tipo
augalinés kilmés kompozitinés plokstés padarytose nuoplovose su mikroor-
ganizmy produkuojamais fermentais nustatytas bendras celiulazinis aktyvumas
20+1,55 U/ml, o su apsaugine tungy medzio aliejine danga — 24,4+2,78 U/ml. Ne
ant visy augalinés kilmés ploks¢iy matési augimas, taciau nustatytas bendras
celiulazinis aktyvumas rodo, kad mikroorganizmy suspensija, uzséta ant
celiuliozinés kilmés kompozitinés plokstés, augo, todél sintetino fermentus ir dél
to vyko celiuliozés polimero skaidymas. Taciau, kuris fermentinés dekonstruk-
cijos etapas tuo metu vyko, pagal bendrg celiulazinj aktyvuma nustatyti negalima.

Fermentai endo-B-1,4-gliukanazés (EC 3.2.1.4) hidrolizuoja celiuliozéje
esancius vidinius glikozidinius ry$ius. IS literatfiros Saltiniy Zinoma, kad kai kurie
mikroorganizmy produkuojami endogliukanaziniai fermentai (Asha et al., 2015)
veikia kristaling celiulioze, o tai neigiamai veikia celiuliozinés kilmés
kompozitines plokstes. Siekiant nustatyti, koks yra Siy endogliukanaziy
aktyvumas, nuo kompozitiniy ploks¢iy buvo padarytos nuoplovos, centrifuguotos
ir supernatantas naudotas aktyvumo tyrimams.

BF @Fi 8G BGI

Endo B-1-4 gliukanazinis aktyvumas
U/ml

F Fi Gi

Celiuliozinés kompozitinés plokstés tipas

3.27 pav. Mikroorganizmy produkuojamy endo-p-1,4-gliukanaziy aktyvumas nuo F ir G
tipo augalinés kilmés kompozitiniy ploksciy. F ir G be apsaugines aliejinés dangos, Fi su
liny sémeny aliejine danga, Gi su tungy medzio apsaugine aliejine danga
Fig. 3.27. Activity of endo- B-1,4-glucanase produced by microorganisms from
cellulose-based composite boards type F and G. F and G without protective oil coating,
Fi — with a linseed oil coating, Gi — with a tung oil protective oil coating
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Nustatytas  mikroorganizmy produkuojamos  endo-f-1,4-gliukanazés
(3.27 pav.) aktyvumas nuo F ir G tipo kompozitiniy ploks¢iy be apsauginés
dangos ir su ja rodo, kad vyksta celiuliozés glikozidinis -1,4 ry$io skaidymas. F
tipo kompozito endogliukanazinis aktyvumas yra 60+9 U/ml, o su apsaugine liny
sémeny aliejine danga — 38,5+13 U/ml. G tipo kompozitinés plokstés endo-p-1,4-
gliukanazinis aktyvumas 32,5+5 U/ml, o su apsaugine tungy medzio aliejine
danga — 3145 U/ml. Endo-B-1,4-gliukanazinis aktyvumas nuo F tipo kompozitinés
plokstes be apsaugines dangos buvo didesnis, palyginus su kitais tirtais méginiais,
nuo 1,55 iki 1,9 karto. Hidrofobiné¢ danga vis délto sumazino kanapiy spaliy
hidrofiliskumg, todél mikroorganizmai arba jy produkuojami fermentai
neprisijungé prie celiuliozés amorfiniy viety. Taip pat G tipo kompozitas, kurio
sudétyje yra plétrusis grafitas, pasizymi antimikrobinémis savybémis (Whitehead
et al., 2017), kurios i§ dalies slopino mikroorganizmy augima.

Augalinés kilmés kompozitiniy ploksciy risiklis yra kukurtizy krakmolas.
Nustatyta, kad bakterija Pseudomonas putida ir pelésinis grybas Rhizopus oryzae
pasizymi amilaziniu aktyvumu ant agarizuotos krakmolo terpés.
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3.28 pav. Mikroorganizmy amilazinis aktyvumas nuo F ir G tipo augalinés kilmés
kompozitiniy ploks¢iy.
Fig. 3.28. Amylase activities by microorganisms on the F- and G-type
biocomposites boards



3. SUKURTA IR ISTIRTA HIDROFOBINE DANGA IS NATURALIOS KILMES ALIEJU... 85

Atlikus amilazinio aktyvumo tyrimus nustatyta (3.28 pav.), kad nuo F ir G
tipo augalinés kilmés kompozitinés plokstés gautame nuoplovy supernatante
amilazinis aktyvumas nustatytas nuo F tipo 2,46+0,3 mU/ml, o nuo G tipo
0,92+0,46 mU/ml. Sios celiuliozinés kompozitinés plokstés buvo be apsauginés
aliejinés dangos. Esant hidrofobinei dangai amilazinis aktyvumas CKP
nuoplovose nenustatytas.

Amilaziniy fermenty aktyvumas mazesnis 1000 karty, lyginant su celiu-
laziniy fermenty aktyvumu. Kadangi augalinés kilmés kompozitinés plokstés
riSiklis yra kukurtizy krakmolas, kuris formavimo proceso metu yra termiskai
apdorojamas, todél pasikei¢ia polisacharido struktiira, susiformuoja nauji ry$iai.
Taip pat augalinés kilmés kompozitines plokstes dengiant hidrofobine danga i$
liny sémeny bei tungy medzio aliejy, kurie gali jungtis prie krakmolo molekuliy,
susidaro nauji polimeriniai dariniai, kaip zinoma i§ literattiros, tokie krakmolo ir
aliejy miSiniai naudojami biopléveliy gamyboje (Gao et al., 2020).

3.4. Naujos kartos DNR sekoskaitos tyrimai

Ankstesniuose Sio darbo tyrimuose pastebéta, kad mikroorganizmy bendrijos
biina jsitvirtinusios celiuliozinése medziagose, i$ jy formuojamose kompozitinése
plokstése. Todél nuspresta naujos kartos sekoskaitos metodu nustatyti vyraujanciy
mikroorganizmy bendrijy sudétj. Pirmiausia siekta nustatyti, kas sudaro
mikrobiotg Zaliaviniuose kanapiy spaliuose, i$ jy suformuotuose kompozituose,
birioje termoizoliacinéje vatoje eksploatacijos metu ir kaip ji keiciasi vykstant
biotransformacijai, t. y. kompostuojamuose celiulioziniuose misiniuose. Biotrans-
formacijos procesas — reiskinys, kai veikiamos mikroorganizmais atliekos suyra
iki mazesniy molekuliy, todél jos vél grizta j biologinio virsmo ratg kaip maistiniy
medziagy Saltinis augalams arba kitiems organizmames.

3.4.1. Sekoskaitos budu nustatyty bakteriniy bendrijy sudétis

Isskyrus bendraja bakterijy genoming DNR i§ celiuliozinés kilmés medziagy,
tokiy kaip kanapiy spaliy, kompozitiniy ploks¢iy, termoizoliacinés vatos bei
kompostuojamy celiulioziniy miSiniy, bei atlikus naujos kartos sekoskaita, gauti
duomenys iSanalizuoti bioinformatiniais metodais ir nustatytos bakterijy gentys
(3.29 pav.).

Nustatyta, kad kanapiy spaliuvose, zaliaviniame kompozito uZpilde,
vyraujancios bakterijos yra proteobakterijos (99,67 %). Jos iSlieka vyraujancios ir
kompozituose su antipireno priedais, plétriuoju grafitu (G tipo ploksté 99,7 %)
arba su fosforo ir azoto neorganinés druskos tirpalu (F tipo plokste, 100 %).
Nesant antipireniniy priedy celiuliozinése kompozitinése plokstése, kai uzpildas
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yra kanapiy spaliai ir kukurtizy kramolo riSiklis, mikroorganizmy jvairove
padidéja — proteobakterijy, kurios vyrauja kanapiy spalivose, sumazéja iki 32,1 %,
atsiranda bakteroidec¢iy (36,6 %), aktinobakterijy (8,4 %), sacharobakterijy
(14,51 %). Tai parodo, kad antipireno priedai slopina kai kuriy bakterijy rusiy
augima termoizoliacinése plokstése.
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3.29 pav. Bakterijy gentiné sudétis. KS kanapiy spaliuose, zaliavos, i§ kuriy formuojami
kompozitai; F, G, H kompozitai, palyginimui CTM - biri celiulioziné termoizoliaciné
vata eksploatavimo metu, PKS — pluostiniy kanapiy spaliy ploksté, suformuota 2015 m.,
laikyta 4 metus kambario saglygomis, bei kompostuojami celiulioziniai miSiniai
MIX A, MIX B, MIX C
Fig. 3.29. Bacterial counts determined up to the taxonomic section. KS in hemp shives
as raw materials for composites; F, G, H cellulose-based composites, where F — with
Flovan additives; G — with expandable graphite, H — without additives. For comparison,
CTM - bulk cellulose thermal insulation wool, after flooding, PKS — fiber hemp shives
board with acrylic binder formed in 2015 and stored for 4 years under room conditions,
and cellulose composted mixtures MIX A, MIX B, MIX C

Taip pat pastebéta, kad Pseudomonas genties bakterijos randamos plokstése,
pagamintose be antipireniniy priedy (H tipo). Kadangi i$skirtos ir tirtos P. putida,
buvo padaryta prielaida, kad jos gali biiti jautrios G ir F tipo kompozitiniy ploksciy
antipireniniams priedams. Nustatyta, kad LB agarizuotoje terp¢je su 1 % plétriojo
grafito tirtos bakterijos neaugo (duomenys nepateikiami). Nors literatiiroje
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tiesioginio plétriojo grafito veikimas nenagrinétas, taiau yra duomeny apie
grafeno antimikrobines savybes, kuris — grafito pagrindinis struktiiros elementas.
Antimikrobiniy savybiy atsiranda tuomet, kai aStrGis grafeno nanosluoksniy
krastai supjausto bakterijy lgsteliy sieneliy membranas, sudarydami poras, dél
kuriy atsiradimo sutrinka osmosinis balansas ir galiausiai jvyksta lastelés Zitis
(Liu et al., 2011). Panasiai teigiama ir apie lasteliy ziitj, kai naudodamos fosforo
ir azoto neorganinés druskos arba jy tirpalai (Nasrallah et al., 2022). Tolesniais
tyrimais bus siekiama iStirti, ar antipirenai veikia kity rusiy bakterijy
gyvybinguma, tokiy kaip Bacteroidetes ar / ir Actinobacteria, randamy H ir PKS
tipo kompozituose.

Eksploatavimo metu celiuliozinéje termoizoliacinéje medziagoje rasty
mikroorganizmy sudétis buvo panaSi | randamg H tipo termoizoliacinése
plokstése, rasta proteobakterijy (46,82 %), bakteroideciy (40,72 %), veruko-
mikrobijy (5,32 %), aktinobakterijy (1,8 %) ir firmikuciy (0,55 %).

Kompostuojant celiuliozines medziagas didele jtaka turi zaliyjy atlieky
panaudojimas. Siekiant gauti subrendusj komposta naudojant tekstilés atliekas,
zaliyjy atlieky kiekis turi sudaryti bent 20 %. Nustatyta, kad esant 80 % tekstilés
atlieky kompostavimo misiniuose, juose randamas padidéjes sunkiyjy metaly ir
ypaé cinko kiekis. Sie metalai slopina kai kuriy mikroorganizmy augima. Didéjant
zaliyjy atlieky koncentracijai, atitinkamai mazéja sunkiyjy metaly koncentracija,
todél didéja ir taksonominiy lygiy jvairove, kuri yra nuo 4 iki 27 karty salygiskai
didesné nei rasta kanapiy spaliuose ar ant kompozitiniy ploks¢iy su antipireniniais
priedais.

3.4.2. Sekoskaitos budu nustatyty gryby bendrijy sudétis

Atliekant eukariotiniy (pelésiniy gryby) bendrijy sudéties nustatymag
(Gleason et al., 2012; Ko et al., 2018) ne visi i§skirtos genominés DNR méginiai
atitiko kokybinius reikalavimus naujos kartos sekoskaitai, todél gauti duomenys
analizuojami tik G ir H tipo celiulioziniy kompozitiniy ploks¢iy, PKS plokstés bei
celiulioziniy kompostavimo miSiniy bendrijy (3.30 pav.). Pagal taksonominj
skyriy celiuliozinése kompozitinése G ir H tipo plokstése vyrauja Ascomycota
(aukslagrybiai, atitinkamai 99,88 % ir 98,85 %) bei rasta Siek tiek Basidiomycota
(papédgrybiy — 0,12 % ir 1,15 %). PKS plokstés gDNR meéginiuose kartu su
auksliagrybiais taip pat rasta apie 30 % papédgrybiy. Birioje termoizoliacinéje
vatoje nustatyta 36,9 % gauty sekoskaitos rezultaty tik iki gryby karalystés, todél
tiksliai identifikuoti galima tik Ascomycota (auksliagrybius) 3,6 %.

Tiriant kompostuojamus celiuliozinius mi$inius, nustatyta, kad esant 80 %
tekstilées, 10 % popieriaus ir kartono bei 10 % zaliyjy atlieky, vyrauja
papédgrybiai, o, didé¢jant zaliyjy atlieky kiekiui kompostuojamame miSinyje,
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atsiranda arba santykinai padidéja ir kity mikromicety, pvz., Mucoromycota,
Mortierellomycota bei kity nenustatyty gryby.
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3.30 pav. Gryby gentiné sudétis. G, H tipo kompozitinés plokstés, PKS — pluostiniy
kanapiy spaliy ploksté (2015 m.), CTM — biri celiulioziné termoizoliaciné vata
eksploatavimo metu, kompostuojami celiulioziniai miSiniai MIX A, MIX B, MIX C
Fig. 3.30. Fungi counts were determined up to the taxonomic section. KS in hemp shives
as raw materials for composites; F, G, H cellulose-based composites, where F — with
Flovan additives; G — with expandable graphite, H — without additives. For comparison,
CTM - bulk cellulose thermal insulation wool, after flooding, PKS — fiber hemp shives
board with acrylic binder formed in 2015 and stored under room conditions, and
cellulose composted mixtures MIX A, MIX B, MIX C

Nustatyta, kad celiuliozinés medziagos (3.29 ir 3.30 pav.) su jvairiais
priedais, tokiais kaip anitpirenai arba tekstilés atlickose esantys sunkieji metalai,
inhibuoja kai kuriy mikroorganizmy riiSiy augima. Kuo maZiau dedama
nenatiiraliy priedy arba kuo ilgiau laikomos celiuliozinés medziagos didesnéje nei
75 % drégméje (Moller et al., 2017), tuo jvairesné mikrobiota.

3.5. Treciojo skyriaus iSvados

1. Atlikus mikrobiologijos tyrimus, i$skirti ir nustatyti mikroorganizmai nuo
kanapiy spaliy su natiiraliu ri$ikliu ligninu. Nustatyta 16 pelésiniy gryby,
i8 kuriy 12 iki raisies, 4 iki genties taksonominio vieneto, bei bakterijos,
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kuriy 4 identifikuotos iki riisies ir 1 iki genties taksonominio vieneto.
100 % sutapimas su duomeny bazémis buvo pelésiniy gryby Rhizopus
oryzae ir Aspergilus fumigatus. Bakterijy sutapimas: Bacillus subtilis —
100 %, Paenibacillus rigui — 99,46 %, Pseudomonas putida — 99,8 %.
Tyrimams tinkami mikroorganizmai pasiZymi celiulaziniu ir amilaziniu
aktyvumu.

2. Autoksidacijos proceso metu tungy medzio kaulavaisiy aliejus kietéjo
greiCiausiai — 2 val., liny sémeny aliejus — 94 val., o kanapiy sékly
aliejus — 112 val. Tungy medzio aliejus neteko 3,49 % masés, liny sémeny
aliejus — 2,87 %, kanapiy sékly aliejus — 1,77 %. Aliejaus kietéjimo greitis
lemia hidrofobinés apsauginés dangos ant celiulioziniy kompozitiniy
ploksciy susiformavimo trukme. Naudojant tungy medzio aliejy danga
susiformuoja grei¢iausiai.

3. Kanapiy sékly, liny sémeny, tungy medzio aliejus ] celiuliozing
kompoziting plokste, kurioje naudotas antipirenas — plétrusis grafitas,
jsiskverbia 20 % daugiau, negu i celiuliozing kompoziting plokste, kurios
sudétyje buvo fosforo ir azoto neorganinés druskos tirpalas arba nebuvo
jokiy priedy. Toks plokstés tipas lemia didesnj celiuliozinés kompozitinés
plokstés su plétriuoju grafitu ir apsaugine aliejine danga tankj, palyginus
su celiuliozinémis kompozitinémis ploks$témis be plétriojo grafito.

4. Aliejinés dangos suformavimas 120 °C temperatiiroje lemia mazesne
kompozitinés plokstés trumpalaike vandens sugerti nuo 0,37 iki
1,22 kg/m? ir i8brinkj nuo 4,59 iki 7,5 %, palyginus su plokitémis be
apsauginés hidrofobinéms dangos. Celiuliozinés kilmés kompozitiniy
ploks¢iy su apsaugine danga matmeny stabilumas nevirSijo 2,5 %
leidziamosios ribos, kai danga suformuota 90 °C ir 120 °C temperatiiroje.
Tokios apsauginés dangos apsaugo celiuliozines kompozitines plokstes
nuo drégmés.

5. Celiuliozinés kilmés kompozitinés plokstés stiprumo pokytj lemia
plokstéje esantys priedai, aliejaus tipas bei apsauginés dangos formavimo
temperatira. DidZiausiu atsparumu gniuzdymui pasizymi celiulioziné
kompozitiné ploksté su plétriuoju grafitu ir tungy medzio aliejumi, kai
gniuzdymo stipris 14,13 MPa. Kai danga kietinama ne zZemesnéje nei
90 °C temperatiroje, suformuojama apsauginé danga, kuri pagerina
celiuliozinés plokstés ilgalaikiskuma.

6. Aliejinés dangos storis ant kanapiy spalio, siekiantis ~1 pm su tungy
medzio aliejumi ir 0,6 pm — su liny sémeny aliejumi, apsaugo celiuliozines
kompozitines plokstes nuo drégmés jgério.

7. Efektyviausiai atviras poras sumazina tungy medzio aliejus. Tokiy pory
sumazéjimas lemia padidéjusj 48 % celiuliozinés kompozitinés plokstés,
padengtos tungy medzio aliejumi, tankj, kuris tiesiogiai koreliuoja su
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padidéjusiu Silumos laidumu iki 34 %. Sukurta apsauginé danga sumaZzina
vandens molekuliy prasiskverbimg link celiuliozés grandinés amorfiniy
viety bei celiuliozinés kilmés kompozitiniy ploks¢iy higroskopiskuma.

8. Mikroorganizmai Rh. oryzae ir A. fumigatus skverbiasi ir ardo aliejine
danga neapsaugota celiuliozing kompoziting plokste per visa kompozito
gyli.

9. Esant ant celiulioziniy kompozitiniy ploksciy uZsétai grynai bakterijy
kultiirai P. putida kompozito atsparumas gniuzdymui sumazéja 20 %,
nepaisant plokstés ir hidrofobinés dangos tipo. Pelésinio grybo RhA. oryzae
kulttra, gryna arba kartu su bakterija P. putida, uzséta ant celiuliozinés
kilmés kompozitinés plokstés, mazina apie 40 % kompozito atsparumag
gniuzdymui, nepaisant plokstés ir hidrofobinés dangos tipo. Kai ant
plokstés su fosforo ir azoto neorganinés druskos priedu bei i§ liny sémeny
aliejaus suformuota apsaugine danga uzsétas pelésinis grybas Rh. oryzae,
atsparumas gniuzdymui sumazéjo iki 22 %. Labiausiai atsparumas
gniuzdymui sumazgéja ty plokscéiy, ant kuriy buvo uzséti abu P. putida ir
Rh. oryzae mikroorganizmai.

10. Veikiant mikroorganizmams, didziausias 25,64+2,3 U/ml celiulazinis
aktyvumas buvo kompozitinése plokstése su fosforo ir azoto neorganinés
druskos tirpalu ir apsaugine danga i§ liny sémeny aliejaus; lyginant su
kitais gautais rezultatais, jis buvo didesnis vidutiniskai apie 13,6 %.
60+9 U/ml endo-fB-1,4-gliukanazinis aktyvumas kompozitinése plokstés
su fosforo ir azoto neorganinés druskos tirpalu, be apsauginés dangos,
buvo didesnis uz kitus tirtus nuo 1,55 iki 1,9 karto. Todél galima teigti,
kad bioskaidymas prasideda ne nuo celiuliozés polimero grandinés galo, o
nuo vidiniy jungéiy, kurios neapsaugotos hidrofobine danga.

11. Atlikus fermentinio aktyvumo tyrimus, nustatytas amilazinis aktyvumas
tik ant ty kompozitiniy ploksciy, kurios buvo be apsauginés dangos su
abiejy tipy antipirenais: fosforo ir azoto neorganinés druskos
tirpalu — 2,46+0,3 mU/ml ir plétrivoju grafitu — 0,92+0,46 mU/ml.
Hidrofobinés dangos apsaugo kukuriizy krakmolo risiklj nuo mikro-
organizmy, iSskiriamy dél amilaziniy fermenty poveikio, todél celiulioziné
kompozitiné plokstés strukttira islieka.

12. Antipireniniai priedai ar sunkieji metalai slopina kai kuriy bakterijy, tokiy
kaip Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Patescibacteria, Plancto-
mycetes, Verrucomicrobia, Acidobacteria, Chloroflexi, Tenericutes, bei
pelésiniy gryby Mucoromycota Aphelidiomycota Mortierellomycota
augimga, todél Sie mikroorganizmai neardo celiuliozés polimero struktiiros.



Bendrosios iSvados

Sukurtos aliejinés dangos 90 °C ir 120 °C temperatiiroje apsaugo
celiuliozinés kilmés kompozitinés plokstes su apsaugine danga i$
kanapiy sékly, liny sémeny ar tungy medzio aliejy nuo drégmés jgério.
Celiuliozinés kompozitinés plokstés su apsaugine hidrofobine danga i$
liny sémeny ar tungy medzio aliejaus bei su uzsétomis mikroorganizmy
kultiromis atsparesnés gniuzdymui, palyginus su plokstémis be
apsauginés dangos, nuo 3 iki 4 karty.

Bioskaidymas nustatytas pagal bendrajj celiulazinj, endo-B-1,4-gliu-
kanazinj ir amilazinj aktyvumus. Didziausias endo--1,4-gliukanazinis
aktyvumas buvo 60+9 U/ml, nustatytas tiriant kompozitines plokstes su
fosforo ir azoto neorganinés druskos tirpalu be apsauginés dangos.
Amilazinis aktyvumas nustatytas tik ant kompozitiniy ploksciy be
apsauginés dangos. Galima teigti, kad bioskaidymas prasideda nuo
celiuliozés vidiniy jungCiy per neapsaugotas hidrofobine danga
amorfines vietas.

Celiuliozinése medziagose esantys antipireniniai priedai ar sunkieji
metalai slopina kai kuriy riiS§iy mikroorganizmy augima. Todél
antipireniniai priedai ir / ar sunkieji metalai lemia celiuliozinés
kompozitinés plokstés ilgaamziskuma, bet sumazina celiulioziniy
misiniy kompostavimo efektyvuma.
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Rekomendacijos

Rekomenduojama celiuliozines kompozitines plokstes apsaugoti nuo
vandens, jas impregnuojant natiiralios kilmés liny sémeny arba tungy
medzio aliejais, kurie priklauso dziiistanciyjy grupei. Po impregnavimo
butina celiuliozines kompozitines plokstes su aliejais kaitinti ne
zemesnéje nei 90 °C temperatiroje suformuojant apsauging hidrofobing
danga. Esant Sioms dangoms celiuliozinés kilmés kompozitiniy ploksciy
savybés pageréja, t. y. sumazeja trumpalaiké vandens sugertis iki 3 karty,
iSbrinkis 48 %, matmeny stabilumas nevirSija leidziamyjy riby, plokstés
tampa higroskopiskos. Todél, nors ir esant perteklinei drégmei, aplinkoje
esantys mikroorganizmai 1é¢iau skaido celiuliozinés kilmés kompozitines
plokstes.

Norint padidinti celiulioziniy kompozitiniy ploks¢iy ilgalaikiskuma, prie$
formuojant plokstes, rekomenduojama panaikinti mikroorganizmy
sporas, kurios augalo augimo metu jsiskverbia j kanapiy spalius.
Efektyviausias biidas autoklavuoti 121 °C temperatiiroje, 1 atm slégyje
15 min. pacius kanapiy spalius. Tokius issterilintus kanapiy spalius
siiloma naudoti formuojant celiuliozinés kilmés kompozitines plokstes.
Rekomenduojama naudoti antipireninius priedus, nes jie i$ dalies slopina
mikroorganizmy augima, o tai sumazina gamtiniy polimery, tokiy kaip
celiuliozé ir krakmolas, bioskaidyma.
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Summary in English

Introduction
Formulation of the problem

Global politics are increasingly promoting a responsible approach to consumption that
harms the environment as little as possible, uses environmentally-friendly materials to the
greatest possible extent, and produces minimum waste to be economically and
environmentally friendly. Environmentally-friendly materials could be reused or degraded
naturally after decommissioning. Nowadays, energy production from renewable sources
is increasingly expanding, i.e., windmills, solar energy, thermal energy from willows, and
other low-value trees. These tendencies also prevail in the production of thermal insulation
materials for buildings. In our climate zone, various composites are formed as building or
insulation materials from flax, hemp, and wood processing waste. Fiber hemp, wood, flax,
and reeds have been long used in the traditional construction of houses in Lithuania. All
these materials of plant origin are connected by the similar chemical composition of
cellulose, lignin, hemicellulose, pectin, and ash (inorganic substances) (Li et al., 2007).
The main function of cellulose in nature is mechanical, i.e., to maintain shape and stability.
Therefore, the interwoven cellulose fibers form paper (filter paper — practically pure
cellulose). In flax, hemp, and cotton, the cellulose molecules are arranged in parallel and
comprise a fiber formed by linear molecules joined in parallel via 1.4-glycosidic bonds.
The characteristic structure of the fibers is the presence of crystalline and amorphous
regions. Amorphous sites, where the gaps between the molecules are larger, are weaker in
their interaction, causing water molecules to enter, thereby forming hydrogen bonds with
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cellulose macromolecules. Through these amorphous sites, the cellulose macromolecule
becomes increasingly hydrophilic, and a favorable environment is formed for the
development of microorganisms. Therefore, it is particularly important to convert these
hydrophilic sites into hydrophobic ones that do not accumulate water and prevent the
development of a community of microorganisms.

Developing new building thermal insulation materials from renewable sources
requires considering their hydrophilicity, making them hydrophobic without
compromising their physical-mechanical properties.

The relevance of the dissertation

The production of ecological thermal insulation materials for construction uses primary
raw materials of plant origin, such as fibrous hemp, flax, bamboo, or recycled ones, such
as textile waste (cotton) and paper waste (wood). The type of used raw materials (primary
or recycled) is determined by national environmental policies. In countries with climatic
conditions unfavorable for growing cotton, bamboo, flax, hemp, and other such plants,
there is a tendency to use textile and paper waste. Countries with favorable conditions for
growing certain plants use their parts. In the Lithuanian climate zone, willow is the most
often grown renewable energy source for the production of biofuels; fiber hemp is grown
for ecological textile and as thermal insulation material. Fiber hemp is used in plant-based
composites, which consist of filler and starch as an organic binder. The composites that
contain plant-derived organic matter must meet technological requirements, such as
thermal conductivity, mechanical resistance, fire resistance, and, most importantly,
durability. Organic substances of plant origin, such as cellulose, lignin, hemicellulose, and
binders, are inevitably exposed to microorganisms existing in the environment during
operation. The destructive effects of microorganisms affect the micro- and macro-
structures of composite materials and lead to defects, which can significantly change their
physical properties and reduce their durability.

A protective coating from natural oils on composite boards of plant origin produced
using hemp fibers, and corn starch would allow the creation of a completely natural
product, which would become more resistant to destructive effects.

The object of the research

The bio-based composite boards are made of cellulose components of natural origin,
characterized by hydrophilic properties and the effects made by environmental

microorganisms.
The aim of the dissertation

To create ecological protective coatings from natural oils for the cellulose-based thermal
insulation materials, investigate their physical and mechanical properties, and identify the
microorganism communities that influence the micro- and macrostructures of such
materials.
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The objectives of the dissertation

1. To create thermal insulation boards made of cellulosic materials that have been
impregnated with oils of natural origin and to determine their physical and
mechanical properties.

2. To determine the microorganisms that grow on the cellulose-based composite
boards, their effect on the mechanical properties of boards, and their
biodegradation activity.

3. To investigate the composition of microorganism communities on hemp shives,
cellulose-based composite boards, cellulose thermal insulation wool, and
compostable cellulose mixes with green waste.

Research methodology

The effect of protective coatings made from natural oils (hemp seed, linseed, and tung
tree) on cellulose-based thermal insulating boards was determined by the following
methods: determination of the density, thermal conductivity, compressive stress at 10%
relative deformation, short-term water absorption, swelling in thickness after immersion
in water, dimensional stability under specified temperature and humidity conditions,
microstructures (optical and scanning electron microscopies).

The following microbiology and molecular biology methods were used: isolation
and preservation of microorganisms, isolation of genomic DNA, polymerase chain
reaction (PCR), next-generation sequencing, and the determination of enzymatic activity.

The scientific novelty of the dissertation

The following new results in the field of Materials Engineering were obtained during the
preparation of the dissertation:

1. The effect of microorganisms on cellulose-based composite boards was
determined, manifesting as a decrease in the compressive strength of approx.
22% after the incubation with the bacterium Pseudomonas putida and of approx.
42% — with the mold fungus Rhizopus oryzae.

2. The protective coating on cellulose-based composite boards made of hemp
seeds, linseed, and tung wood oils is effective only when it is produced at 90 °C
and 120 °C. The composite boards protected by this method became resistant to
moisture in the environment.

3. The developed method increases the compressive strength of cellulose-based
composite boards with a protective coating by 2 to 4.5 fold, improves the
dimensional stability, which does not exceed 2.5%, reduces short-term water
absorption by up to 3-fold, and thickness swelling by 10.4—48%.

The practical value of the research findings

The composite boards produced with protective coatings were characterized by better
resistance to compression, reduced swelling, and short-term water absorption. They were
more resistant to the action of microorganisms. Cellulose-based composite boards with
improved properties could be used in ecological products and structures. Since they have
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become more resistant to the effects of water, they can be adapted for rooms with increased
humidity.

Defended statements

A protective coating of natural oils could increase the compressive strength of cellulosic
composite boards and reduce the effects of microorganisms and water.

The cellulose-based composite boards made of hemp shives and the binder corn
starch are degraded by enzymes synthesized by communities of microorganisms, such as
cellulases and amylases.

The composition of cellulose-based materials determines the diversity of microbiota;
the contained additives and/or impurities inhibit the growth of some types of
microorganisms.

The approval of the research findings

Five research articles were published on the topic of the dissertation: four were included
in the Clarivate Analytics (Web of Science) database, and one —was in other peer-
reviewed scientific journals.

The research results were presented at five scientific conferences in Lithuania and

abroad:

1. 1. International Conference for Young Scientists on Biorefinery Technologies
and Products “BTechPro2022”, 27-29 April 2022, Riga, Latvia.

2. World Microbe Forum: American Society for Microbiology and Federation of
European Microbiological Societies collaboration, 20-24 June 2021, online,
worldwide.

3. 1stCorrosion and Materials Degradation Web Conference session on Composite
and Bonded Structures, 2021, online.

4. 1st International Electronic Conference on Microbiology, 2020, online.

5. Federation of European Microbiological Societies Online Conference on
Microbiology, 2020, online.

6. 2l1st Young Scientists conference “Science — Future of Lithuania,” 2018,
Vilnius.

The structure of the dissertation
The dissertation thesis includes the introduction, three chapters, general conclusions, a list
of references, and the list of publications by the dissertation author.

The dissertation consists of 125 pages; the text of the dissertation contains seven
formulae, 48 figures, 17 tables, and 131 references.

1. Literature review of the components of thermal insulation
materials made from renewable sources

The ecological raw material of bio-based such as hemp, flax, bamboo or waste rich in
cellulose as paper or textile allows the production of environmentally approachable
thermal insulating materials. But these bio-based materials could accumulate moisture,
and this is the factor emerging for the growth of microorganisms. The effect of
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biodestructivity is not needed during the exploitation of building materials. It is known
that hemp (Cannabis sativa) could produce oil, fiber for the textile industry, and waste of
this, shives. The hemp cells wall are composed of cellulose, hemicellulose, lignin,
aromatic compounds such as waxes and other lipids, and inorganic substances (ash). The
chemical composition and structure of the plant cell wall determine their properties and
function. The main functions of cellulose are mechanical, i.e. maintaining the shape and
stability of the structure. Cellulose fiber is a hydrophobic polymer with high tensile
strength. In plant cell walls, cellulose forms microfibrils (e.g., 2-20 nm in diameter and
10040 000 nm in length), providing a strong linear and structural system. X-ray
diffraction analysis revealed a crystalline structure of cellulose consisting of crystallites
and amorphous sites with larger inter-molecular gaps and weaker interactions. The amount
and volume of crystallites determine the properties of cellulose.

The conditions for the accumulation of moisture are developed which causes the
growth of microorganisms. The biobased polymers that exist in the natural environment
are affected by microorganisms. The main decomposers are fungi (filamentous fungi,
basidiomycetes, actinomycetes) aerobic and anaerobic or thermophilic bacteria, which
grow in the water and soil. The biodeconstruction of biopolymers by microorganisms is
an important stage in the exchange cycle of carbon, as a chemical element. The
biodegradation of cellulose requires a complex of enzymes with synergistic effects. Fungi,
which are mainly able to decompose crystal cellulose, produce complexes of cellulase
enzymes. Most fungi by species that produce the complex of cellulases are Trichoderma,
Penicillium, Fusarium, Phanerochaete, Humicola, Schizophillum, and Aspergillus. These
species are characterized by the fact that the enzymes they produce have high thermal
stability. Only the fungi of mycelium can fully degrade the cellulose substrates and are the
main organisms with the full range of enzymes required to transform the bio-based
material into molecules.

Worldwide, a lot of investigations are devoted to the acceleration of the biobased
decomposition of lignocellulose and hemicellulose complexes to obtain bioethanol.
However, there is not much research on how to protect the structure of hemp shives from
the destructive effects of microorganisms. In nature, the cellulose polymer is protected by
natural inhibitors, e.g., aromatic, phenolic, and organic acids. To protect cellulose-based
thermal insulation materials, it is necessary to prevent the accumulation of moisture in
their constituents. To reduce water sorption into cellulose-based materials, hydrophilicity
must be converted to hydrophobicity (Teaca et al., 2019). This can be done by coating the
materials with hydrophobic compounds, such as lipids.

Impregnation with vegetable oils is a classical method of preserving cellulose-based
materials. Semi-drying and drying oils are a perfect way of forming hydrophobic coatings.
Hydrophobic coatings with vegetable oils protect materials from water, microorganisms,
termites, nematodes, and even UV radiation.

2. Materials and methods used for investigation of cellulose-
based composite boards
Cellulose-based composite boards were made of hemp shives, which are rich in cellulose.

Hemp shives are usually considered waste, obtained after the separation of the fibers from
the hemp stem. Boards were made from 2.5-5 mm hemp shive fractions and corn starch
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binder with a bulk density of 550 kg/m®. As flame retardants, expandable graphite
9950250 nitric acid (EG) flakes (ProGraphite GmbH Untergriesbach, Germany) with an
average particle size of min 70% of 300um or the Flovan CGN-01 (FL) (Huntsman, Basel,
Switzerland) were incorporated (Table S2. 1) (composite boards made by Dr Kremensas).

Table S2.1. Structure of the cellulose-based composites boards

F type board G type board H type boards
Hemp shives Hemp shives Hemp shives
Corn starch Corn starch Corn starch

Phosphorus and nitrogen
organic compounds as flame-

Expandable graphite as flame-
retardant

retardants

For the impregnation, composite boards were covered with selected oils: semi-drying
hempseed or drying linseed and tung tree oils took approx. 43—94% of the total weight of
the cellulose-based composite boards (CBBs) were exposed in the vacuum desiccator of
about 0.9—1 bar pressure for 5 min. This procedure was repeated 5 to 10 times. After this,
the oil-free CBBs were maintained at a temperature of either 40, 90, or 120 °C and 1%
humidity conditions in the thermostat (22 °C was used as control) for 24-240 h or for the
time required to reach the stable weight (Vasiliauskiené et al., 2020).

Bacterium Pseudomonas putida was incubated in liquid LB media at 30 °C
temperature for 24 hours; then, suspension of 10° colony-forming units (cfu)/ml in 0.9%
NaCl was prepared. Fungus Rhizopus oryzae was incubated on the PDA media for 10-21
days; spores were collected in 20 ml of 0.9% NaCl and diluted to 10° units/ml. The
P. putida and Rh. oryzae suspensions were mixed in equal parts, poured 1 ml on three
CBB samples, and incubated for six months. Images were made every week for the first
three weeks and every month afterwards.

The microstructure of the CBB samples before and after the six-month growth of
microorganisms was investigated with a JSM-7600F Field Emission Scanning Electron
Microscope (SEM) (JEOL, Tokyo, Japan). The following were the parameters of the SEM
tests: voltage — 4 kV or 10 kV; the distance to a specimen’s surface varied from 15 mm
to 25 mm; the used magnification was either 500x or 1000x, 2000x, and 3000x. The
samples were completely dried in the oven at 60£5 °C temperature for 72 hours. Before
microstructural analysis, the samples were covered with a thin Au layer using a Quorum
QI50R ES instrument (Quorum, Laughton, UK).

Next-Generation Sequencing (NGS) was performed by Macrogen (Republic of
Korea). The 16S rRNA gene V3-V4 region was amplified using specific 16S rRNA
primers specific to bacteria. The target amplicon of fungi was the conserved regions of
188, 5.8S, and 28S rDNAs. The internal transcribed spacer ITS2 region was amplified by
using universal primers. Data were analyzed using either Mothur for the 16S rRNA gene
fragments of bacteria or DADA?2 for the ITS region of fungi. Mothur is an open-source
bioinformatics tool for performing the analysis of microbial DNA from raw sequencing
data generated on Illumina or other sequencing platforms. DADA2 is an open-source
pipeline that uses different algorithms for sequence clustering and is considered more
accurate and faster than Operational Taxonomic Unit (OTU) clustering.
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3. Investigation of cellulose-based thermal insulation materials

3.1. Identification of microorganisms on cellulose-based materials and
detection of cellulase and amylase production

The predominant microorganisms were isolated and identified: five bacteria at the species
level and one — at the genus level. At the same time, 11 fungal species were identified,
and another three fungi were identified at the genus level.

For further studies, fungi that were identified with a 100% of confidence level were
used, namely Rhizopus oryzae and Aspergillus fumigatus (Fig. S3.1). The tested bacteria
were identified with at least a 99% confidence level, namely Paenibacillus rigui,
Pseudomonas putida, Pantoea agglomerans, and Bacillus subtilis. A selective
carboxymethylcellulose medium (CMC) with the Congo Red dye was used for the initial
identification of cellulase activities. The Halo zones formed around colonies of
microorganisms reflect the cellulase activities. Such zones were formed around fungi RA.
oryzae and A. fumigatus, also P. putida, but not other bacteria.

a) b)

©)

Fig. S3.1. The initial determination of cellulase activities on CMC medium:
a) Pseudomonas putida after 35 days of growth, b) Rh. oryzae after 12 days of growth,
¢) A. fumigatus after 12 days of growth

3.2. Investigation of physical and mechanical properties of cellulose-based
composite boards with protective coatings

Hemicellulose and amorphous cellulose are responsible for high water absorption of
cellulose-based materials and composites because they contain numerous easily accessible
hydroxyl groups, which give a hydrophilic character to such aggregates. The cellulose-
based composite boards were formed and coated with different natural oils, such as
hempseed, linseed, or tung tree. It was demonstrated that the protective coatings increase
the compressive strength and decrease the water absorption and swelling.

The possibility of using cellulose-based composite boards at elevated humidity
compared to normal environmental conditions makes it necessary to analyze their water
uptake behavior. Figs. S3.2 represent the results obtained while measuring, respectively,
the short-term absorption of water by partial immersion, the swelling in thickness, and the

dimensional stability under increased temperature and humidity conditions.
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Fig. S3.2. Water absorption a), swelling in thickness b) and Dimensional stability (at 70 °C
temperature and 90% relative air humldlty) c) of tge CBB of different oil-impregnated CBBs at

hardening temperatures: L 40 °C, |_90 °C, M 120 °C, M control CBBs without oil

Maximum water absorption was obtained for CBBs that were impregnated with
hemp seed oil and hardened at 40 °C temperature (Fig. S3.2). It is worth mentioning that
non-impregnated control CBBs have an average value of water absorption equal to
4.5kg/m* for F-composition, 4.2 kg/m? for G-composition and 4.7 kg/m* for
H-composition. Tung tree oil showed the highest efficiency and, compared to the control
CBBs, reduced water absorption by 36% for F-type boards, 50% for G-type boards, and
45% for H-type boards. These results showed that the hardening of the oil at 40 °C was
only slightly effective. On the contrary, when the oils were hardened at either 90 °C or
120 °C, much less water absorption was observed. Irrespective of the CBB board type (F,
G, or H), hempseed and linseed oils had almost the same impact; water absorption values
were reduced more than 2-fold for the boards prepared at 90 °C compared to the ones
prepared at 40 °C temperature, and more than 3-fold compared to control CBB without
the oil-impregnation. In addition, it was shown that the most effective hardening
temperature was 120 °C, at which the action of different oil types depended on the
composition of CBBs. Independently of impregnation temperature, the biggest reduction
in water absorptivity was observed when tung tree oil was used. This behavior can be the
result of the hydrophobicity and structure of tung tree oil, which forms a thick layer on the
external surface as well as a porous aggregate structure.

As was previously observed (Lee et al., 2018), due to their hydrophobic nature,
additives, such as G, weaken the ability of corn starch to bind water when performing the
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water absorption test, thus creating effective paths for water to enter. However, tung tree
oil effectively penetrates those cracks or voids formed during the incorporation of
additives, thereby reducing the water absorption of CBBs.

To further evaluate the penetration of water into the CBBs, swelling in thickness
experiments were conducted. Regarding the water absorption, similar changes in swelling
in thickness results are observed and are summarized in Fig. S3.2. It can be observed that
contrary to water absorption, the results of swelling in thickness change in a polynomial
manner.

Regardless of the used type of oil and hardening temperature, swelling in thickness
was reduced compared to the untreated CBBs. It was observed that 40 °C hardening
temperature was not effective, i.e., compared to control CBBs, all oil types increased
swelling in thickness values up to 1.5-fold for all compositions. A slight positive impact
could be observed at 90 °C hardening temperature when either hempseed or linseed oil
was used. As demonstrated previously for water absorption, the use of such oils provides
similar effects for CBBs. Improved results were obtained for tung tree oil-impregnated
CBBs at a hardening temperature of 90 °C. Compared to control CBBs, it reduced swelling
in thickness by ~15.7% for F-composition, by ~48.0% for G-composition, and by 10.4%
for H-composition. A higher impact of the impregnation with tung tree oil was observed,
likely due to its capability to form a more cross-linked and dense film on the surface of
CBB constituents. Stronger bonds between the raw materials do not allow corn starch
particles to swell, thus restricting not only water absorption and swelling in thickness but
also the volumetric changes. The same conclusions could be drawn for 120 °C hardening
temperature. Hempseed and linseed oil influenced all compositions similarly, i.e., it
slightly reduced swelling in thickness, but due to variation of measurement data, no
significant impact was observed.

The degree to which cellulose-based composites shrink and/or swell when moisture
content changes is an important property determining their suitability for different
applications. This parameter is known as dimensional stability. The targeted dimensional
changes are not standardized for CBBs, but acceptable ones according to EN 1604 are
2.5% for products tested under increased temperature and humidity conditions (Fig. S3.2).

It is clearly seen that hardening at 40 °C is inefficient; the improvement of the
dimensional stability can be observed only at temperatures of 90 °C and 120 °C. The
dimensional stability of CBBs prepared with oils at a hardening temperature of 90 °C in
all cases improved by up to 3- fold and did not exceed the limit of 2.5%, indicating an
effective impregnation. As previously shown (He et al., 2019), oil impregnation reduces
the number of hydroxy groups of cellulose-based composites, thus increasing the
dimensional stability of all CBBs. The greatest improvement at a 90 °C hardening
temperature was observed for H-type compositions leading to the conclusion that the oils
freely penetrate into the pores, voids, and cracks formed between the corn starch binder
and hemp shives, thus hindering the changes in thickness.

The strength characteristics of the CBBs are affected by the oil type and heat
treatment due to heat-induced alteration of the chemical structure of valve and vessel wall
components. It is demonstrated that a high oil uptake also contributes to the higher
mechanical performance of CBBs compared to other heat treatment methods (Tang et al.,
2019).
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Therefore, it is not necessary to use high temperatures to efficiently impregnate
wood-based or similar products. Fig. S3.3 demonstrates the compressive stress at 10%
deformation results versus the hardening temperature of three types of oil-impregnated
CBBs with or without the additives.
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Fig. S3.3. Compressive stress at 10% deformation of CBBs with different oil-impregnation at
different temperatures: a) F-type CBB with hempseed oil (K), linseed oil (L), and tung tree oil (T);
b) G-type CBB with hempseed oil (K), linseed oil (L), and tung tree oil (T); ¢) H-type CBB with
hempseed oil (K), linseed (L), and tung tree oil (T)

Additionally, the obvious improvement of the compression strength is seen at 40 °C
oil-hardening temperature, where it increased by 1.5-3 fold compared to control CBBs,
suggesting that oil as a wood impregnator activates itself at 40 °C. A similar improvement
was observed previously (Zhang et al., 2020).

The first rise of strength can be noticed at a 90 °C oil hardening temperature, where
it reaches its highest values: 7.3 MPa for hempseed oil, 8.1 MPa for linseed oil, and
9.3 MPa for tung tree oil in F-compositions; 8.9 MPa for hempseed oil, 9.4 MPa for
linseed oil and 14 MPa for tung tree oil in G-compositions, and 6.5 MPa for hempseed oil,
7.9 MPa for linseed oil and 11 MPa for tung tree oil in H-compositions (Fig. S3.3). It is
assumed that vegetable oils fill vessels and valves and thicken the walls, and cross-links,
forming a denser film and owing to better lateral stability to hemp shives, which normally
fail in compression due to buckling of thin valves and vessel walls. Similar findings were
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reported by researchers who investigated the dimensional stability and mechanical
behavior of oil-impregnated wood and particleboards [28, 36]. Increasing the hardening
temperature up to 120 °C shows a negligible change in strength value for the F-
composition while it becomes similar to those at 40 °C oil-hardening temperature for G-
and H-compositions. The obtained results demonstrated that strength parameters increased
most when tung tree oil was used for hardening at 90 °C. A significant improvement of
the compressive stress at 10% deformation suggested a synergistic effect of oil used for
the impregnation and starch used as a binding material for the production of CBBs. The
synergy may be explained by the hydrogen bonding between the free carboxylic groups
from the hemp, linseed, and tung tree oil molecules with the hydroxy groups in the corn
starch.

To use the prepared CBBs for thermal insulation, the conductivity measurements
were made Fig. S3.4). The highest increment of thermal conductivity (34%) was obtained
for dry CBB samples that were impregnated with tung tree oil, whereas the lowest one
(22%) was for air-dried linseed oil-impregnated CBBs. After the oil impregnation, the
increase in thermal conductivity values directly correlates with the increase in density of
the CBBs.
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Fig. S3.4. Thermal conductivity of different oil-impregnated CBBs. G, H, F— composition of

boards, impregnated at 90 °C hardening temperature. ' — linseed oil, ™ — tung tree oil, ™ —
without oil treatment: solid-type bars — specimens dried at 70 °C to constant weight; pattern-type
bars — specimens conditioned at (23 £ 2) °C and (50 + 2)% to constant weight

As stated before, during the impregnation, the oil penetrates the porous structure of
CBBs and forms a highly cross-linked and dense film on the interface of CBBs
constituents. For this reason, the area of contact zones increases, thus determining the heat
loss through conduction.

To evaluate the efficacy of oils to fill in or isolate the pores, open porosity
determination was performed. Oil impregnation minimizes open porosity, locking the
pathways for the penetration of water molecules and assuring better interaction between
raw materials. The most efficient type of oil that reduces the porosity is tung tree oil which,
irrespective of the composition used, reduces open porosity and voids by ~40%, whereas
linseed oil — by ~30% compared to control CBBs.
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3.3. Effects of microorganisms growing on cellulose-based composite
boards

To analyze how and to what extent such microorganisms affect cellulose-based composite
boards, P. putida and Rh. oryzae suspensions were mixed using equal parts, and 1 ml was
poured onto CBBs. The samples were incubated for six months at 22 °C temperature and
65% humidity, monitoring their growth (Fig. S3.5).
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Fig. S3.5. F- and G-type CBBs inoculated with either bacteria P. putida, fungi Rh. oryzae,
or a mix of both

The analysis of the obtained results (Fig.S3. 5) established that when the culture of
P. putida was inoculated, growth was not detected visually for F- and G-types of boards.
The analysis of the growth of Rh. oryzae demonstrated that the growth occurred via the
incision sites. In the presence of the mix of both microorganisms, after two and five weeks,
light green colonies were observed that are uncharacteristic for Rh. oryzae. This color is
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characteristic of another identified fungus, Aspergillus fumigatus, which is also an active
degrader of cellulose. It is hypothesized that the remaining spores of A. fumigatus in the
inner part of the composite filler (hemp shives) grew faster than the inoculated fungus RA.
oryzae and the bacteria P. putida, although the boards were disinfected under UV light for
one hour before inoculating the microorganisms. Therefore, it is possible that
microorganism spores that appeared either during the plant growth, processing, or the
formation of CBBs entered or remained in hemp shives.

The results shown in Fig. S3.6 demonstrate that no growth was detected for F-type
boards protected with a linseed oil coating. However, when analyzing the G-type board
with a protective tung tree oil coating, the airborne hyphae were detected after two weeks
when either Rh. oryzae or the mixture with P. putida was inoculated. When the pure
culture of P. putida was inoculated onto a G-type board with a tung tree coating, the
growth of microorganisms was observed just after 18 weeks. Possibly, the contamination
with fungi Rh. oryzae was environmental.
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Fig. S3.6. F-type cellulose-based composite boards with the linseed oil and G-type CBBs with
tung tree oil protective coatings, inoculated with P. putida, RA. oryzae, or a mix of both
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It is crucial for environmentally-friendly cellulose-based building materials to have
long-term performance. Therefore, a change in mechanical performance after inoculation
with microorganisms after six months of incubation was evaluated. Fig. S3.7 presents the
results of the compressive strength of CBBs with different flame retardants and protective
coatings obtained from either linseed oil or tung tree oil before and after incubation with
microorganisms.
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Fig. S3.7. Compressive strength of cellulose-based composite before and
after incubation with the microorganisms for six months

In this study, it was previously determined that RA. oryzae and P. putida can degrade
corn starch, which is the binder, and cellulose in the hemp shives, which is the CBB filler
(Fig. S3.7). The obtained results (Fig. S3.7) demonstrate that the lowest effect was
observed for the boards affected by P. putida, that is, a decrease of compressive strength
by 14-22.7% compared with the control without the microorganisms. The compressive
strength after incubation with a mix of RA. oryzae and P. putida, or the fungi Rh. oryzae
was approx. 1.9 MPa for F-type and 1.98 to 2.54 MPa for G-type boards without protective
coatings. When a protective coating was used for F-type boards, the compressive strength
went up to 6.24 MPa after incubation with the RA. oryzae and P. putida mix, or the fungi
Rh. oryzae, whereas for G-type boards, it went up to 6.09 MPa with the RA. oryzae.

3.4. Next-generation sequencing of microorganisms growing on cellulose-
based composite boards

Cellulose molecules undergo deconstruction due to exposure to microorganisms. As a
result, they return to the biological transformation cycle as a source of nutrients for plants
or other organisms. Previous experiments have shown that microbial communities are
formed inside cellulosic materials and/or composite boards. Therefore, it was decided to
determine the composition of the microorganism communities busing new-generation
sequencing. This was done for raw hemp shives, cellulose-based composite boards, loose
thermal insulation wool, and composted cellulosic mixtures.
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Fig. S3.8. Composition of bacterial and fungi communities in different materials. KS — hemp
shives as a raw material for composites; F, G, H — cellulose-based composites, where F — with
Flovan additives; G — with expandable graphite, H — without the additives. For comparison,
CTM — loose cellulose thermal insulation wool after flooding; PKS — CBB made of hemp shives
with acrylic binder formed in 2015 and stored under room conditions for four years; and cellulose
composting mixtures termed MIX A, MIX B, and MIX C

The predominant bacteria in hemp shives, the raw composite filler, were determined
to be Proteobacteria (99.67%). They remain dominant in composites with flame retardant
additives, expanding graphite (G-type board, 99.7%), or with phosphorus-nitrogen
inorganic salt solution (F-type board, 100%). In the absence of flame retardants, the
diversity of microorganisms increases: the abundance of Proteobacteria that prevail in
hemp shives decreases to 32.1%, whereas Bacteroidetes (36.6%), Actinobacteria (8.4%),
and Saccharobacteria (TM7) (14.51%) appear. This shows that flame retardant additives
inhibit the growth of some types of bacteria in thermal insulation boards. It was also
observed that bacteria of the Pseudomonas genus are found in boards made without flame
retardants (H-type). Since P. putida were isolated and studied, it was assumed that they
might be sensitive to the flame retardants of G- and F-types. It was found that these
bacteria did not grow on LB agarized medium with 1% expandable graphite (data not
shown). Although the antimicrobial performance of graphite has not been investigated in
the literature, there is data on the antimicrobial properties of graphene, which is the main
structural element of graphite. Antimicrobial properties occur when the sharp edges of
graphene nanosheets cut bacterial cell wall membranes, creating pores that lead to osmotic
imbalance and, ultimately, cell death (Liu et al., 2011). Similarly, cell death is reported
when inorganic salts of phosphorus-nitrogen or their solutions are used (Nasrallah et al.,
2022). It is interesting to investigate the effects of flame retardants on the viability of
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bacteria (such as Bacteroidetes and/or Actinobacteria) found in H- and PKS-type
composites.

Composition of microorganisms found loose cellulose thermal insulation wool that
was affected by flooding and similar to that found in H-type boards, represented by
Proteobacteria (46.82%), Bacteroidetes (40.72%), Verrucobacteria (5.32%), Actinobac-
teria (1.8%), Firmicutes (0.55%).

The composting of cellulosic materials is influenced by using green waste. To obtain
mature compost using textile waste, the amount of green waste must be at least 20%. It
was found that 80% of textile waste composting mixes were found to contain elevated and
extremely high levels of heavy metals. These metals inhibit the growth of some
microorganisms. As the concentration of green waste increases, the concentration of heavy
metals decreases accordingly. Therefore, the diversity of bacteria is 4-27-fold higher than
that found in analyzing hemp shives or composite boards with flame retardants.

The investigated composition of the fungi communities revealed that not all genomic
DNA samples met the qualitative requirements for next-generation sequencing, so only
G- and H-type composites boards, PKS boards, and cellulosic composting mix
communities were analyzed (Fig. S3.8). According to the taxonomic phyla, G- and H-type
composites boards were dominated by Ascomycota (99.88% and 98.85%, respectively)
and contained some Basidiomycota (0.12 and 1.15%). About 31% of these fungi were also
found in PKS samples along with Ascomycota. In CTM samples, only 3.6% of
Ascomycota could be reliably identified.

The increase of green waste in composting mixtures resulted in the abundance of
Basidiomycota increasing from around 6% to 21% and to 84%.

Cellulose-based materials (Fig. S3.8) with various additives, such as antipyrenes or
heavy metals in textile waste, have been found to inhibit the growth of some types of
microorganisms. The diversity of the microbiota directly correlates with the absence of
unnatural additives, longer storage times, or >75% humidity (Meller et al., 2017).

General conclusions

1. Hempseed, linseed, and tung tree oil coatings created at 90 °C and 120 °C protect
cellulose-based composite boards from moisture absorption.

2. Cellulose-based composite boards with protective hydrophobic coatings made
from linseed or tung tree oil are 3—4-fold more resistant to compressive stress at
10% of deformation when affected by the microorganisms compared to the
boards without the protective coatings.

3. Biodegradation of the boards was determined by measuring the total cellulase,
endo-B-1,4-glucanase, and amylase activities. The highest endo-B-1,4-glucanase
activity was 60+9 U/ml, determined when testing the composites with a
phosphorus-nitrogen inorganic salt solution without a protective coating. Amylase
activity was determined only on the composite boards without the protective
coatings. It can be argued that biodegradation starts from the internal bonds of
cellulose through the amorphous sites unprotected by the hydrophobic coating.

4. Flame retardant additives or heavy metals present in cellulosic materials inhibit
the growth of some types of microorganisms. Therefore, flame retardant
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additives and/or heavy metals determine the durability of the cellulose-base
composite boards but reduce the composting efficiency of the cellulosic mixture.
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