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Santrauka

Darbas skirtas ksantano gamybos proceso ekonomiskumui ir ekologiskumui didinti iStiriant skirtingus
anglies altinius ir jvertinant gauto ksantano savybes. Siame darbe buvo tiriama 20 skirtingy anglies
Saltiniy, kurie galéty biti pritaikomi ksantano gamyboje i§ Xanthomonas campestris bakterijy, kaip
pigesné alternatyva. 13 i§ $iy Saltiniy yra laikomi alternatyviais, nes gaunami kaip antriné zaliava. Proceso
nasumas bei anglies Saltiniy tinkamumas Xanthomonas campestris bakterijoms buvo vertinamas
nustatant i§skirto ksantano ir biomasés koncentracijas po 24 val, 48 val ir 72 val fermentacijos. Taip pat
viso proceso metu fermentacijos proceso jvertinimui buvo matuojama $viesos sugertis 600 nm bangos
ilgyje pradiniu laiko momentu bei po 24 val, 48 val ir 72 val fermentacijos. Pagal gautas ksantano
koncentracijas didziausios iSeigos buvo pasiektos terpése su ksiloze po 24 val (27,20 g/l), su kokosy
palmiy ziedy cukrumi po 48 val (26,37 g/l), avokady zieveliy hidrolizatu po 24 val (26,11 g/l)
fermentacijos.

Gautas ksantanas, panaudojant skirtingus anglies Saltinius, buvo naudojamas savybiy tyrimams. Jy metu
buvo nustatomos ksantano redukcinés savybés. Jprastai komercinis ksantanas néra laikomas geru
antioksidantu. Po atlikty 2 skirtingy, metodiniy redukciniy savybiy nustatymo, tyrimy, buvo nustatyta,
jog ksantanas gautas i$ terpés su kokosy palmiy Ziedy cukrumi turi ne tik didelg iSeiga, bet ir didziausias
redukcines savybes. Kokybés nustatymui buvo atlikta FT-IR spektroskopija atrinkty méginiy palyginimui
su komerciniu ksantanu.

Ksantano panaudojimo tyrimy metu buvo nustatoma ksantano geba kombinacijoje su Zelatina suformuoti
hidrogelius, kuriuos i§dZiovinus biity gaunama skaidri plévelé. Bei siekiama pritaikyti ksantang kaip
agaro pakaitala mitybiniy terpiy gamybai. Ant Siy terpiy daiginamos brokoliy séklos sudygo ir
pasizyme¢jo vesliais bei dideliais lapais.

Taigi, ksantano gamybai i§ Xanthomonas campestris bakterijy rekomenduojama naudoti kokosy palmiy
ziedy cukraus anglies $altinj ir fermentacija vykdyti 48 val, palaikant 37 °C temperatiirg. Panaudojimo
tyrimuose gauti sékmingi rezultatai yra stiprus pagrindas tolimesniam ksantano méginiy vertinimui.
Zelatinos ir ksantano sudaryti hidrogeliai gali bati bandomi pritaikyti 3D biospausdinimui, o ksantano
kaip agaro pakaitalo tyrimuose gali buti iStirtas didesnis kiekis ksantano méginiy.
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Summary

The study is aimed at increasing the cost-effectiveness and environmental friendliness of the xanthan
production process by studying different carbon sources and evaluating the properties of the obtained
xanthan. This work examined 20 different carbon sources that could be applied in the production of
xanthan from Xanthomonas campestris bacteria as a cheaper alternative. 13 of these sources are
considered alternative because they are obtained as by-products. The efficiency of the process and the
suitability of carbon sources for Xanthomonas campestris bacteria were evaluated by determining the
concentrations of extracted xanthan and biomass after 24 h, 48 h and 72 h of fermentation. Also, during
the entire process, light absorption at 600 nm wavelength was measured at the initial time point and after
24 h, 48 h and 72 h of fermentation to evaluate the fermentation process. According to the obtained
xanthan concentrations, the highest yields were achieved in media with xylose after 24 h (27.20 g/L),
with coconut palm flower sugar after 48 h (26.37 g/L), hydrolysate of avocado peels after 24 h (26.11
g/L) of fermentation.

Extracted xanthan using different carbon sources was used for property research. During the studies, the
reducing properties of xanthan were determined. Generally, commercial xanthan is not considered as a
good antioxidant. After 2 different methodical research for the determination of reducing properties, it
was found that xanthan obtained from a medium with sugar from coconut palm blossoms has not only a
high yield, but also the highest reducing properties. For quality determination, FT-IR spectroscopy was
done to compare selected samples with commercial xanthan.

During the studies on the use of xanthan, the ability of xanthan in combination with gelatine to form
hydrogels was determined, which would produce a transparent film after drying. Also, xanthan was
evaluated as a replacement for agar in the production of nutritional media. Broccoli seeds have sprouted
on these media and showed positive characteristics: lush and large leaves.

Thus, to produce xanthan from Xanthomonas campestris bacteria, it is recommended to use the sugar
carbon source of coconut palm blossoms and carry out the fermentation for 48 hours, maintaining the
temperature at 37 °C. The successful results obtained in the use of xanthan studies provide a strong basis
for further research on xanthan samples. Gelatine-xanthan hydrogels can be tested for 3D bioprinting,
and studies of xanthan as an agar substitute can test larger amounts of xanthan samples.
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Santrumpy ir terminy sgarasas

JECFA - (angl. Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives) Jungtinis FAO/PSO maisto
priedy eksperty komitetas;

EFSA - (angl. European Food Safety Authority) Europos maisto saugos tarnyba;

E451 — Ksantanas;

PES — polietilenas;

SSS - neriidijantis plienas;

LB - Luria-Bertant;

YPD - (angl. Yeast Extract Peptone Dextrose) mieliy ekstraktas, peptonas, dekstrozeé;

TPTZ - 2,4,6-tripiridil-s-triazinas;

FRAP - (angl. Ferric Reducing Antioxidant Power) Fluorescencijos atkiirimas po fotobalinimo;
MS - Murashige — Skoog;

FT-IR - (angl. Fourier-transform infrared spectroscopy) Furjé transformacijos infraraudonyjy spinduliy
spektroskopija.
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Ivadas

Ksantanas yra unikalus polisacharidas, kuris buvo atrastas dar XX a. septintajame deSimtmetyje. Dél savo
savybiy ir plataus panaudojimo galimybiy jis buvo pradétas gaminti ir pramoniniu mastu. Siuo metu
daugelyje jmoniy ksantanas gaminamas komerciSkai fermentacijos biidu i§ Xanthomonas campestris
bakterijy. Dél sulaukiamo vis didesnio susidoméjimo yra prognozuojama, jog ksantano poreikis su
kiekvienais metais vis didés, o tai lems poreikj proceso nasumui ir ekonomiSkumui didinti [1].

Pramoninis ksantano gamybos procesas apima Xanthomonas campestris bakterijy fermentavima terpéje,
kurioje turi buti biitinyjy maistiniy medziagy. Reikalingiausios maistinés medziagos yra anglis, azotas ir
mineralai, jskaitant fosfora, kalcj, magnj kalj, gelezj bei kai kurios aminortigStys. Daznai gamyboje yra
naudojamos Sintetinés terpés, kuriose anglies Saltiniais yra naudojami gliukoz¢é ir sacharozé, sudarantys
20-30 % visy gamybos sgnaudy. D¢l Sios priezasties daugelis mokslininky siekia rasti alternatyvius
substratus taikant nemodifikuotas, modifikuotas zaliavas bei atliekas [2].

Atliekos kaip substratas ksantano gamybos procese yra svarbios ne tik ekonominiu, bet ir ekologiniu
pozitriu. Si panaudojimo galimybé skatinty atlieky valorizacija arba perdirbima ir vertingo produkto
gamyba. Toks atlieky naudojimas atitinka tvarumo principus, todél biity sumazintas poveikis aplinkai dél
atlicky tvarkymo ir leisty i$saugoti nattralius resursus [3].

Optimizuojant gamybos procesus, vienas i§ svarbiausiy rodikliy yra gauti kokybiska produkta. Kei¢iant
gamyboje jprastus substratus, iSskyrimo metodus, turi biiti gaunamas tokios pacios kokybinés vertés arba
net geresnés kokybinés vertés produktas. Ksantano gamyboje siekiant sukurti didesn¢ pridétine verte
produktui yra iStiriamos jo antioksidacinés savybés. Didesnémis redukcinémis savybémis pasiZymintis
ksantanas yra plac¢iai panaudojamas maisto ir farmacijos srityse, kaip priemoné, neleidzianti atsirasti
oksidaciniam stresui ir laisviesiems radikalams. D¢l Sios priezasties ksantanas tampa vertingesnis ir
paklausesnis rinkoje [2].

Ksantanas yra naudojamas kaip stabilizatorius, emulsiklis ar tirstiklis. Sios savybés placiai pritaikomos
maisto, farmacijos ir kosmetikos pramonéje, todél ksantanas jeina j danty pastos, gyvuliy paSary ar
kepiniy sudétj. Taip pat Sio produkto poreikis yra kitose pramonés srityse, d¢l jo panaudojimo vandens
pagrindo dazuose, klijuose, tekstilés pramonéje bei naftos pramonéje.

Darbo tikslas — istirti ir nustatyti optimalias sglygas ksantanui pagaminti i§ Xanthomonas campestris
bakterijy.

Darbo uzdaviniai:

e jvertinti Xanthomonas campestris bakterijy augima, jvairiose maitinamosiose terpése, nustatant
iSsiskyrusio ksantano ir biomasés koncentracijas bei iSmatuojant Sviesos sugertj skirtingais
augimo etapais.

e iSsiaiSkinti anglies, atsinaujinanciy anglies Saltiniy jtakg ksantanui gauti;

e optimizuoti ksantano i§skyrima;

e istirti ksantano antioksidacines savybes;

e apibidinti ksantano panaudojimo galimybes.
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1. Literatiiros apzvalga
1.1. Ksantano charakteristika
1.1.1. Ksantano struktiira

Ksantanas yra heteropolisacharidas, dar vadinamas mikrobiniu egzopolisacharidu [4]. Pagrindiné
cheminé strukttra yra linijiné, o kiekviename kartotiniame struktiiriniame vienete yra penkios cukraus
lickanos: dvi B-D-glikozido, dvi D-manozés ir viena D-gliukurono. Si struktiira skiriasi nuo celiuliozés
dél esanciy trisacharido grandiniy. Glikozido liekany O3 padétyje yra trisacharido Soniné granding,
sudaryta i§ D-gliukurono rugsties likucio ir dviejy D-manozés liekany [1]. Mazdaug pusé galiniy D-
manozés liekany turi piruvo rigsties dalj. Si dalis nulemia ksantano klampuma ir terminj stabiluma. Taip
pat kai kurios D-manozés liekanos turi acetilo grupes. Gliukurono riigsties likuciai paprastai susidaro
kaip misrios kalcio, natrio ir kalio druskos. Taciau dél skirtingy X.campestris kamieny ksantano struktiira
taip pat gali atitinkamai skirtis [5].

-D-Glikozido liekanos

B
TV)‘

‘1 ¢
AN |

Acetilo grupe =]
.@j Manozeés liekana

D-Gliukurono
rugsties liekana

O o

Piruvato ragsties
dalis

-~
oar\ &
Manozés liekana
1.1 pav. Ksantano struktira [5]
1.1.2. Ksantano cheminés ir fizikinés savybés

Ksantanas yra baltos / kreminés spalvos biriis milteliai [1], kurie pasizymi Siomis savybémis:

e dideliu tirpumu — gerai tirpsta Saltame ir karStame vandenyje, taiau praktiS$kai netirpus
organiniuose tirpikliuose. Geriausiai ksantanas tirpsta 25 % fosforo rtigstyje ir po to atitinkamai
mazéjimo tvarka acto rugstyje, sieros rugstyje, azoto rugstyje ir natrio hidrokside. Taciau $i
savybé skiriasi priklausomai ir nuo galutinés produkto paskirties [6].

o didele klampa — ji priklauso nuo temperatiiros, biopolimero koncentracijos, drusky kiekio bei pH.
Ksantanas yra labai klampus net ir esant maZoms koncentracijoms. Turédamas tik 1%
koncentracijg jis vis tiek atrodo beveik kaip gelis, taciau yra lengvai maiSomas.

e cmulsuojanciomis savybémis — ksantanas pasizymi geb¢jimu emulsinti, suspenduoti ir
stabilizuoti. Jis yra derinamas su tirStikliais: celiuliozés junginiais, krakmolu, pektinu, dekstrinu,
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alginatu ir zelatina. Ksantanas deriniuose su S§iais tirStikliais geriau veikia po modifikavimo
fermentiniu apdorojimu, kai paSalinami galaktozés likuciai.

e mazu kaloringumu — ksantanas kaip ir kitos gumos, yra nevirSkinamas Zmogaus Zarnyne, todél
lengvai praeina visg virSkinamgjj trakta ir turi maziau kalorijy.

e pseudoplastiSkumu — tirpaluose ksantanas turi pseudoplastiko prigimtj. Tai reiSkia, jog
klampumas atvirk$ciai kei¢iasi priklausomai nuo $lyties grei¢io ksantano tirpale. Si savybé gali
pagerinti maisto produkty juslines savybes (pojiitj burnoje, skonio i§siskyrimg).

e dideliu atsparumu terpés pH — ksantanas turi didele tolerancijg kitimams pH intervale nuo 2 iki
12, kuri leidzia jj panaudoti maisto gamyboje. ISskirtinis pastovumas daziausiai pastebimas per
ilga laika esant zemam pH. Si savybé daznai aktuali gaminant valiklius ir riigi¢ius maisto
produktus.

e termostabilumu — ksantanas ne tik tolerantiskas pH poky¢iams, bet ir pasizymi dideliu atsparumu
temperattiros pokyc¢iams, net esant druskoms ir rigstims. D¢l Sios savybés jis pasizymi puikiu
atsparumu uzsSaldant ir atSildant, klampumas stabilus iki 100 °C temperaturos. Svarbu, jog net ir
po terminio apdorojimo klampumas i$lieka ir atSildzius. Ksantane esancio piruvato kiekis stipriai
nulemia §ig savybeg [6].

Reakcijos su cheminémis medziagomis.

Stipriis oksidatoriai (perisulfatai, peroksidai ir hipochloritai) suardo ksantang. Redukuojantys agentai
paprastai neturi jtakos jo stabilumui. Metanolis, etanolis, izopropanolis ir acetonas neturi jtakos ksantano
vandeniniams tirpalams iki atitinkamos koncentracijos, kurig pasiekus ksantanas yra nusodinamas.
Ksantanas sgveikauja su nejoninémis pavirSiaus aktyvumo medziagomis iki 20 % koncentracijos.
Anijoninéms ir amfoterinéms pavirSiaus aktyvumo medziagoms yra biidinga nusodinti ksantang esant 15
% koncentracijai. Taciau tai priklauso nuo esamy baziy, rigsc¢iy ir drusky. Dauguma komerciniy fermenty
negali suardyti ksantano.

1.1.3. ToksiSkumas

Toksikologiniai ksantano tinkamumo naudoti tyrimai rodo, jog jis yra saugus. Jis yra leidziamas naudoti
kaip maisto priedas Europos Sajungoje. Jungtinis FAO/PSO eksperty komitetas (JECFA) neapibréze
leidziamos paros normos, todél ji yra nenormuojama. Paskutinj kartg pakartotinai ksantanas (E451) buvo
vertinamas 2017 metais. Jis buvo vertinamas EFSA maisto priedy ir  maistg dedamy maistiniy medziagy
specialisty grupés. Sis tyrimas buvo atlickamas siekiant jvertinti ksantano sauga, kai jis naudojamas kaip
maisto priedas maisto produktuose jaunesniems nei 16 savaiciy ktudikiams [7].

1.2.  Xanthomonas campestris bakteriju charakteristika

Xanthomonas campestris yra gram-neigiamos, trumpos, lazdelés formos bakterijos, priskiriamos
Pseudomonadaceae $eimai. Jos gali bati 0,4-0,7 pum plo¢io ir 0,7-1,8 um ilgio [8]. Siy bakterijy
fitopatogeny gentis turi vieng poliarinj ziuzelj, kuris yra esminis §iy bakterijy judrumui, o atsizvelgiant j
ju genominés DNR homologija gentis buvo suskirstyta j 20 riiSiy [8]. Pirma kartg §i bakterija buvo i$skirta
i§ vienmetés miglés (lot. Poa annua) Japonijoje.
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1.2 pav. Xanthomonas campestris bakterijy mikroskopinis vaizdas

Si bakterija yra Zinoma kaip KryzmaZiedZiy Seimos augaly patogenas, paZzeidziantis kopiisty $eimos
augalus visame pasaulyje. Sie organizmai paprastai randami ant kopiisty Seimos augaly lapy.
Xanthomonas campestris fermentinémis reakcijomis, sienelés pavirSiuje, gamina polisacharida ksantang

[8].

Pramoning ksantano gamybg vykdo ir kitos Xanthomonas spp. tokios kaip: X. arboricola, X. axonopodis,
X. campestris, X. citri, X. fragaria, X. gummisudans, X. juglandis, X. phaseoli, X. Vasculorium. Taciau
dazniausiai naudojamos yra Xanthomonas campestris bakterijos ksantano gamyboje dél savo gebéjimo
augti aerobingje aplinkoje tiek kompleksingje, tick visiSkai nustatytoje terpéje [10]. Efektyviai ksantano
gamybai Sioms bakterijoms yra svarbu gauti mikroelementy (kalio, gelezies, kalcio druskos) ir
makroelementy (tokiu kaip anglis ir azotas).

1.3. Ksantano biosintezé

Bet kuriy gramneigiamy bakterijy vykdoma egzopolisacharidy sintezé i§ esmés yra labai panasi ]
ksantano sinteze vykdoma Xanthomonas campestris bakterijy [8]. Sintetinis biidas vyksta nurodyta eiga:
paprastyjy cukry panaudojimas, jy pavertimas ] nukleotidy darinius, monosacharido subvienety
asimiliacija, surinkimas pentasacharido subvienety, prijungty prie izopentilo pirofosfato nesiklio bei
pentasacharido pasikartojanc¢iy vienety ir jy sekrecijos polimerizacija.

Ksantanas susiformuoja nuosekliai pridedant D-gliukozés-fosfato ir D-gliukozés i§ 2 moliy uridino
difosfato gliukozés (UPD-D-gliukoz¢). Po Sio proceso pridedama D-manozés ir D-gliukurono riigsties
likuc¢iy 1§ guanozindifosfatomanozes (GDP-manoz¢) ir uridino difosfato gliukurono rugsties (UPD-
gliukurono rugsties). D¢l o-acetilo grupés ir acetil-koA yra perkeliami j vidinés manozes liekang ir
piruvatas, fosfenolpiruvatu yra perkeliamas j galuting manoze [2]. Kiekviename i$ Siy paminéty etapy yra
reikalingi atitinkami substratai ir fermentai, o jy nebuvimas gali slopinti sintetinj biidg [8].

Ksantano biosintezéje dalyvauja ir geny produktai, kurie yra koduojami 12 kb geny klasteryje,
vadinamam gumy klasteriu (GumB — GumM) [11]. Baltymai, dalyvaujantys biosintezéje, yra randami
citozolinéje erdvéje, taip pat vidinéje ir iSorin¢je membranose. Pasikartojanciy vienety biosinteze vykdo
glikoziltransferazés, GumD, GumM, kurios yra susijusios su membrana arba citozilinés, nes kaip
Substrata naudoja prie membranos pritvirtintg C55 lipidy neSiklj. Flipazé GumlJ ir polimerazé GumE,
poras formuojantys baltymai GumB ir GumC taip pat yra bakterijy membrany dalis. Taciau Siy baltymy
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analizeé vieno eksperimento saglygomis yra sudétinga, jeigu néra iSskiriamos skirtingos lasteliy frakcijos
[12].
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1.3 pav. Ksantano biosintezé. ManC — GDF manozés pirofosforilazé; Ugd: UDF gliukozés dehidrogenazé;
1,2,3,4,5: glikoziltransferazés.

1.4.  Biotechnologinio ksantano gamyba

Ksantano biotechnologinis gamybos procesas yra pateiktas 1.4 paveiksle. Pirmiausia, pasirinktas
mikroorganizmy kamienas, S$iuo atveju Xanthomonas campestris, yra paruoSiamas ilgalaikiam
saugojimui pagal pateiktus saugumo reikalavimus. Sis etapas yra labai svarbus siekiant islaikyti bakterijy
gyvybingumg ir efektyvumg proceso metu. Nedidelis saugojamos kultiiros kiekis yra padauginamas ant
kietos arba skystos terpés, siekiant gauti inokuliantg bioreaktoriui [13]. Mikroorganizmo augimg ir
ksantano gamyba lemia daugelis veiksniy, tokiy kaip bioreaktoriaus tipas, terpés sudétis, auginimo
salygos. Pramoning ksantano gamybg apima fermentacija, terminis apdorojimas, lasteliy pasalinimas,
regeneravimas alkoholiu, iSskyrimo ir gryninimo procesai, kurie atsispindi 1.4 paveiksle [14].
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1.4 pav. Biotechnologinio ksantano gamybos schema
1.5.  Veiksniai lemiantys biotechnologine ksantano gamyba

Kaip ir minima ankstesniuose skyriuose, ksantanas yra gaminamas i§ Xanthomonas campestris bakterijy.
Didelés gamybos apimtys yra lemiamos $io mikroorganizmo kamieno, nes skirtingi kamienai yra linke
sunaudoti skirtingus substrato kiekius ksantano gamybos proceso metu. Taip pat jo metu kaip
reikalingiausios yra i$skiriamos §ios maistinés medziagos: anglis, azotas, mineralai (fosforas, kalcis,
magnis, kalis, geleZis bei kai kurios aminoriigstys) [8].

1.5.1. Anglies Saltiniai

Vienas svarbesniy veiksniy yra anglies Saltinio pasirinkimas, nes tai sudaro didele dalj gamybos kasty.
Daznai ksantano gamybai yra naudojami, kaip substratas, gliukozé, sacharozé, laktoze ir krakmolas.
Optimali anglies koncentracija komercinéje gamyboje turéty biiti apie 2-4 %, o aukStesnés arba Zemesnés
anglies Saltinio koncentracijos slopina bakterijy augimg [15]. Kiti komercijoje galimi naudojimui
substratai: ksiloze, galaktoze ir laktozé, taciau jy panaudojimas yra apribotas bakterijy savybiy. Kadangi
X. campestris bakterijos neturi fermento - galaktozidazés, kuri fermentuoja laktozg, todél ksantano
iSskiriami kiekiai naudojant laktozg turinCius substratus yra Zymiai mazesni [16]. DidZiausias naSumas
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komercingje gamyboje kol kas yra pasiekiamas naudojant gliukoze, kuri yra vienas i§ brangiausiy
substraty.

TaCiau naujausi tyrimai siekia rasti alternatyvius substratus. Tam galima rasti substraty agrarinés
pramonés atliekose, kurios mazai kainuoja, bet yra nei§vengiamas zmogaus veiklos padarinys. Joms
priskiriamos Zemés tikio, augalinés kilmeés atliekos, pramoninés gamybos bei komunalinés atliekos. Jos
gali buti tiek kietos, tiek skystos bei Salinamos gyvenamyjy kvartaly, smulkiy pramonés Saky bei kity
verslo viety. Bendrai atliekos gali biiti skirstomos pagal jy tiirj ir fizines savybes, organing sudét] bei
specifiniy terSaly kiekius [16]. Agro-industrinése atlickose pagrindiniai komponentai yra celiuliozé ir
hemiceliuliozé. Jie yra sudétingieji angliavandeniai, kurie hidrolizuojami, fermenty, rugsciy ir kity
cheminiy medZiagy pagalba, iki paprastyjy cukry. O Sie jau gali buti fermentuojami iki produkty:
etanolio, degaly ir kity biomasés produkty. Kadangi ksantano gamyba labiausiai ribojantis veiksnys yra
substraty kaina, todél daznai sitiloma naudoti Siuos substratus kaip alternatyvy variantg: iSriigas, citrusiniy
vaisiy atliekas, kukurtizy nuospaudas, glicerolj, visty plunksnas, melasa, gliukozés sirupus bei alyvuogiy
aliejaus nuotekas.

1.5.2. Azoto Saltiniai

Azotas yra taip pat vienas i§ svarbiausiy maistiniy medziagy, kuris gali biiti gaunamas tiek kaip organinis,
tiek neorganinis komponentas. Organiniai Saltiniai paprastai yra pigesni uZ neorganinius ir jy gali biiti
paptone, mieliy ekstrakte, kukurtizy iSspaudose, sojy pupeliy miltuose. Tuo tarpu svarbu zinoti, jog
neorganiniais $altiniais gali baiti naudojamos amonio druskos, nitratai. Naudojant amonio druskas galima
pasiekti didesng biomasés iSeiga, o nitratai yra tinkami didesnei ksantano iSeigai gauti. Ta¢iau ne tik azoto
Saltinis, bet ir jo koncentracija apsprendZia proceso nasuma. DidZiausiai ksantano iSeigai gauto gamybos
metu yra reikalingas atitinkamas angliavandeniliy ir azoto santykis, kuris turéty buti kontroliuojamas
augimo ir gamybos etapais. Azoto Saltinis kitaip negu anglies Saltinis, esant dideléms koncentracijoms
neslopina proceso, taciau ekstremalios azoto koncentracijos néra naudingos iSeigai. Tokiais atvejais
daznai yra leidziami didesni azoto kiekiai proceso pradzioje ir eigoje jo kiekis yra mazinamas, jog
uztikrinti ekonominius ir kokybinius rodiklius. Azoto kiekio ribojimas padeda slopinti bakterijy augima
ir skatinti ksantano sintezg [17].

1.5.3. Temperatiiros poveikis

Be maistiniy medziagy Saltiniy, kitas svarbus veiksnys yra temperatira. Didelg jtakg ksantanui pagaminti
turi temperatiiros svyravimai mikroorganizmy augimo etape. Daugelio tyrimy nustatyta, jog optimali
temperatiira didziausiai iSeigai gauti yra 28-30 °C [16]. Taciau optimali temperattira mikroorganizmams
augti ir ksantanui nusodinti skiriasi: optimali augimo temperatiira yra apie 25-27 °C, 0 ksantanui
nusodinti apie 25-30 °C [16]. Temperatiiry skirtumai Xanthomonas campestris auginimo metu lemia ir
strukttiring sudéti nuo kurios priklauso gautos medziagos klampumas. Buvo istirta, jog ksantano gamybos
nasumg galima padidinti taikant 25-35 °C temperatiirg, ta¢iau keliant temperatiirg auks$¢iau galima sukelti
atvirk$tinj poveik] ir taip sumazinti gaunamos biomasés bei ksantano kiekius [18]. Gamybos metu
pakélus temperatiirg vir§ 35 °C pakinta molekuliné¢ konformacija ir susidaro mazos molekulinés masés
ksantanas. Jame yra mazai acetato ir piruvato grupiy, todé¢l galutinio produkto klampa yra maza.
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1.5.4. pH poveikis

Fermentacijos metu pH turi tendencijag mazéti nuo pradinés 7,0 pH vertés. Esant silpnai pH kontrolei ir
terpei pasiekus 5,5 pH bakterijy Xanthomonas campestris augimas ir ksantano susidarymas nevyksta. pH
kaip ir temperatiira turi skirtingas optimalias reik§mes, skirtinguose gamybos etapuose: bakterijoms augti
optimalus pH kinta nuo 6,0 iki 7,5, o ksantanui i$skirti nuo 7,0 iki 8,0. Tai turi jtakos ksantano kriivio
tankiui dél kurio kinta molekuliniai rySiai, lemiantys klampuma. Terpés pH reguliuoti yra
rekomenduojama naudoti Sarmus (KOH, NaOH). Nors KOH yra brangesnis uz NaOH, ta¢iau jam dazniau
teikiama pirmenybé dél iSskiriamo geresnés kokybés ksantano turin€io pageidaujamas manozes ir
gliukurono ragsties formas [8].

1.5.5. Deguonies pernasa

Xanthomonas campestris yra aerobinis mikroorganizmas, todél deguonies pasiskirstymas proceso metu
yra labai svarbus. Tam yra skiriamas didelis démesys maisSyklés grei€iui bei aeracijos greiciui. Ksantano
gamybos metu dél ekstra lgstelinio ksantano nusédimo mazéja deguonies pernasa, o dél didéjancio
klampumo terpés aeravimas tampa sudétingesnis ir sumaze¢ja jos tolygumas ir maistiniy medziagy
pasiskirstymas. Kadangi pagal Xanthomonas campestris prigimtj reikalingas didelis deguonies kiekis,
todél didesni ksantano kiekiai yra i$skiriami, naudojant didele deguonies koncentracijg [19].

1.5.6. Fermentacijos trukmé ir veikimo principas

Fermentacijos trukmé tiesiogiai priklauso nuo lgsteliy augimo dinamikos ir substrato. Taip pat piruvato
ir acetilo koncentracijos bei molekuliné mas¢ didéja, ilgéjant fermentacijos laikui. Procesas baigiasi kai
substratas yra pilnai sunaudojamas, todél siekiant prailginti fermentacijos laikg daznai renkamasi
nepertraukiamg fermentacija. Taciau buvo nustatyta, jog neatsizvelgiant | fermentacijos trukme, o tik
optimizuojant bioreaktoriy, substrato rai§j, galima pasiekti didele ksantano iSeiga [17].

1.6.  Atlikty ksantano gamybos optimizavimo tyrimy apZvalga

Did¢jant ksantano gamybos paklausai ir brangstant Zaliavy kainoms yra biitina optimizuoti gamybinj
procesa . Tyrimy metu ieSkomi sprendimai apima sritis nuo alternatyviy Zaliavy iki ekonomiskesniy,
nasesniy jrengimy paieSky. O sitlomi sprendimai padéty iSspresti ne tik pramoninio poreikio,
ekonomiskumo klausimus, bet ir prisidéty prie aplinkosaugos problemy sprendimo.

1.6.1. Atliekos kaip anglies $altinis ksantano gamyboje

Viena 1§ populiariausiy ksantano gamybos optimizavimo tyrimy krypc¢iy yra efektyvaus ir ekonomiSko
substrato paieskos, siekiant rasti naSiausig rezultata duodant] anglies Saltini nepakeiiant ksantanui
budingy savybiy. Dél naudojamos gliukozés ir sacharozés kaip anglies Saltinio, ksantanas yra vienas i$
brangiausiy egzopolisacharidy. IeSkant pigiy anglies Saltiniy ksantano gamybai didel¢je dalyje tyrimy
siekiama panaudoti Zzemes iikio atliekas kaip substratg. Jézus M. ir Mata F. 2023 metais savo tyrime
vertino kukuriizy burbuoliy tinkamuma kaip anglies, makro ir mikroelementy $altinj ksantano gamybai
su skirtingomis Xanthomonas campestris padermémis [20]. Bandymo rezultatai parodé¢, jog didZiausia
iSeiga gaunama su vienos i$ tirty Xanthomonas campestris padermés bakterijomis ir kukuriizy burbuolés
yra perspektyvi anglies Saltinio alternatyva, taciau j terpg buitina papildomai pridéti sacharozés. Vienas i$
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svarbesniy veiksniy, jog iStyrus savybes buvo gautas produktas labai panaSus j Siai dienai gaminamag
komercinj ksantang.

2019 m. Kauno technologijos universitete Kerutytés I. atliktuose tyrimuose buvo jvertinti 9 skirtingi
anglies Saltiniai bei nustatomas tinkamiausias tirpiklis ksantano i§skyrimui [21]. Tyrimo rezultatuose yra
apraSoma apie kokosy palmiy ziedy cukraus terpés didelés iSeigos pasiekimg lyginant su Kkitais
alternatyviais substratais. Taip pat nepriklausomai nuo substrato jvertinta, jog acetonas yra tinkamiausias
tirpiklis ksantano iSskyrimui, kai tuo paciu maZziausi ksantano kiekiai buvo gauti naudojant metanolj.

Mazdaug tre¢dalis Zmoniy suvartojamo maisto yra iSmetama arba tampa virtuvés atlickomis visoje maisto
tieckimo grandinéje. Virtuvés atliekos yra viena i§ sudétingos biomasés riisiy, kuri pasizymi dideliu
organiniy medziagy kiekiu ir drégme. Tai lemia lengva puvima kas gali kelti grésme aplinkai. Salinant
virtuves atliekas ] sgvartynus gali susidaryti kenksmingos nuotekos uzterSiancios Zemes pavirSinius ir
poZeminius vandenis. D¢l Sios priezasties ne tik zemés tkio atliekos, bet ir maisto pramonés atliekos bei
virtuvés atliekos yra populiarus tyrimy objektas. Demirci A. S. ir Palabiyikas 1. 2019 mety tyrime apraSo
duonos atlicky hidrolizato taikyma ksantano gamybai pasirenkant 4 bakterijy padermiy rasis. Sio
bandymo rezultatai parode, jog i§ 100 g duonos atlieky yra galima iSgauti iki 14,1 g ksantano. Taciau
labai svarbus aspektas buvo pastebétas renkantis skirtingas bakterijy riiSis. Tyrimo metu didziausia
dervos iSeigg turé¢jo X. axonopodis vesicatoria bakterijos, taciau didZiausiu klampumu pasizyméjo
bakterijos gautos i§ X. campestris bakterijy [22]. Tokiais atvejais siekiant neprarasti ksantano paklausiyjy
savybiy tekty atsisakyti didZziausig naSuma galincia pasiekti bakterija.

Taip pat tyrimai yra atliekami ir su pieno produkty atlieckomis. Siekiama ksantano gamybai panaudoti
iSrigas, pieno permeatus. Naujos technologijos yra vystomos pieno ir iSriigy permeatams naudojant
laktoze fermentuojancias bakterijas (pienartgsties bakterijas arba Kluveromyces lactis), taip pritaikant
substratus ksantano gamybai. Sis metodas yra aktualus dél galimybés panaudoti po hidrolizés gauta
ksantang kaip prebiotika [16].

Ksantano gamyboje gliukozei ir sacharozei pakeisti taip pat buvo pritaikytos cukriniy runkeliy minkStimo
atliekos, tapijokos minkstimas, obuoliy sulciy likuciai, stirio iSriigos ir kt. Taciau daugeliui i$ Siy atvejy
reikalingos papildomos maistinés medziagos. Pavyzdziui, naudojant tapijokos minkStimg kaip
fermentacijos substrata, reikalinga j terpe papildomai pridéti mieliy ekstrakto ir keliy rasiy drusky. Tai
gali padidinti gamybos iSlaidas ir nors naudojamas nebrangus substratas, taCiau kaina iSauga deél
papildomy terpés sudétiniy daliy. D¢l Sios priezasties manoma, jog geriausias sprendimas biity naudoti
vienintelj nebrangy substrata, kuriam nereikalingos papildomos medziagos [23]. Tokio pozitrio laikési
2016 metais savo tyrimus aprase¢ Li P. ir Li T., kurie pagrindiniu substratu panaudojo Si¢uano universiteto
valgyklos atlieky hidrolizatg. Atliekos buvo susmulkinamos mechaniniu maisytuvu i§ karto po surinkimo
ir hidrolizuojamos sieros rtgstimi. Gautas hidrolizatas naudojamas kaip fermentaciné terpé ksantano
gamybai X. campestris bakterijomis. Pagal gautus rezultatus, jie jrodé, jog imanoma gaminti ksantang
naudojant tik pasirinktg pigy substratg be jokiy papildomy maistiniy medziagy [23].

1.6.2. Procesy ir jrangos optimizavimas ksantano gamyboje

Ksantano gamybai ir savybéms didele reikSme turi ne tik bakterijy padermé, terpés sudétis ir substratas,
bet ir procesy saglygos bei naudojama jranga. 2007 metais Psomas S. ir Liakopoulou — Kyriakides M. savo
tyrimuose ksantano gamybai i§ X. campestris bakterijy naudojo pavirSiaus atsako metodikg, kai buvo
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tirlamas trijy nepriklausomy kintamyjy poveikis. MaiSymo, temperatiiros, fermentacijos laiko
nepriklausomi parametrai buvo tiriami vienu metu, vertinant poveikj optimaliai ksantano ir biomases
gamybai. Tyrimo metu buvo jvertinamas gliukozés suvartojimas ir pH kitimas fermentacijos metu, taip
pat nustatoma susidariusio ksantano cheminé¢ sudétis. Gauti rezultatai parodé, jog didinant maiSymo greitj
ir fermentacijos laikg, gaunami didesni ksantano ir biomasés kiekiai. Tyrime teigiama, kad optimali
ksantano dervos gamyba pastebéta esant 600 aps./min., 30 °C, vykdant fermentacija 72 val, o biomasé —
600 aps/min, 25 °C — 72 val Chemingje sudétyje esminiy poky¢iy nebuvo pastebéta [24].

Ksantano gamyba mikrobinés fermentacijos buidu gali turéti ne vieng bioprocesy modelj. Tarp skirtingy
modeliy vienas 1§ didziausig iSeigg turinCiy ir apribojimus dél substrato slopinanciy modeliy yra
nepertraukiama fermentacija. Pusiau nepertraukiama fermentacija turi pranaSumy, lyginant su periodiniu
procesu. Siai fermentacijai nereikia vystyti inokuliato po kiekvieno fermentacijos ciklo, reikalauja
mazesniy energijos sgnaudy, o taikant Sig strategija daznai gaunama ir didesné iSeiga. Kitas pusiau
nepertraukiamos fermentacijos privalumas yra galimybé kontroliuoti deguonies perneSima,
mikroorganizmy augimo greitj, metabolity gamybos kinetikg [25]. Nejadmansouri M. ir Razmjooei M.
2021 metais aprasytuose tyrimuose buvo atlikta pusiau nepertraukiama ksantano gamyba naudojant
Xanthomonas campestris bakterijas biopléveliniuose reaktoriuose. Siekiant padidinti mikroby metabolity
iSeiga buvo atlickamas imobilizavimas naudojant polietileno ir nertidijancio plieno (PES ir SSS) atramas.
PES bioreaktoriuje buvo stebimas didesnis pH sumaz¢jimas ir gliukozés suvartojimas fermentacingje
terp¢je. PES terpéje taip pat nustatytas didesnis Iasteliy augimas lyginant su SSS esancia terpe. IS abiejy
bioreaktoriy gautas ksantanas buvo panasus j komercinj ksantang savo savybémis [25].

1.7. Ksantano panaudojimas

Ksantano naudingosios savybés yra: biologinis skaidumas, netoksiSkumas, didelis polimerizacijos
laipsnis, gebéjimas sudaryti gelius, vandens sulaikymas, kurios lemia jo panaudojimag daugelyje
pramones sri¢iy. KomerciSkai jis gali buiti naudojamas biomedicinoje, farmacijos, kosmetikos, maisto,
chemijos, tekstilés, naftos ir dujy pramonéje kaip tirStiklis, stabilizatorius, emulsiklis bei priedas
gerinantis jvairiy produkty kokybe [26].

1.7.1. Ksantano pritaikymas farmacijoje ir medicinoje

Ksantanas atlieka didelj vaidmenj sveikatos prieziiiros ir vaisty gamybos srityse. 1.5 pav. pavaizduota
daugelis pritaikymo sveikatos sistemoje sri¢iy. Sis egzopolisacharidas jeina j tokiy vaisty sudétis kaip:
netilmicinas, zolomitriptanas, lamivudinas, karbamazepinas ir kt. Taip pat ksantanas gali formuoti
hidrogelius, matricos sistemas, jeiti ] niosomy sudétj, dalyvauti nanodaleliy sintezéje, taip pagerindamas
Siy medziagy savybes [27].

Buvo pastebéta, jog ksantanas maiSomas su magnetinémis nanodalelémis gali biti kaip stipriklis terSaly
dazikliy absorbcijai ir pasalinimui i§ vandens [26]. Biomedicinoje ksantano injekcija  sanarj pagerina
elastinguma ir sgnario sutepimg ir d¢l to yra naudojama osteoartritui gydyti. Pastaruoju metu taip pat yra
siekiama pritaikyti ksantang audiniy inzinerijoje, Zaizdoms gydyti bei véZzio terapijoje. Ypatingas
démesys skiriamas ksantano kompozity su nanomedziagomis ir kity biologiskai suderinamy polimery
gamybai, kuri turéty teigiamo poveikio audiniy inzinerijoje. 2022 metais Piola B. ir Sabbatini M. savo
straipsnyje aprase apie zelatinos ir ksantano hidrogelio pritaikyma 3D natiiraliy audiniy biospausdinimui
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[28]. Tolimesni §io tyrimo vystymai leisty panaudoti nattiralaus pagrindo Zelating ir ksantang zaizdy
gydymui. Taip pat vis daugiau ieSkoma kaip pritaikyti ksantang terapiniy vaisty gamybai.

Kosmetikos pramonéje taip pat paklausus kaip emulsijos stabilizatorius, tirstiklis, tekstiiros stipriklis. Dél
gebéjimo paversti gelio struktlira vandeniu taip pat naudojamas kaip klampumo modifikatorius.
Ksantanas pasizymi geresniu veiksnumu plauky formavimo priemonése. Taip pat gali biiti naudojamas
zelinés tekstiiros akiy Seséliy gamyboje homogeniskumo ir galiojimo i§laikymui. Ksantanas naudojamas
kremuose nuo saulés, danty pastos, Sampiino, muilo sudétyje ir kai kuriuose dermatologiniuose
gaminiuose [6].

PaZangiy vaisty gamyba

Kietosios geriamuyjy Vaisty smegenims gamyba
vaisty formos

Yo

' .©
Kosmetika \ /
) — Ksantano
& - panaudojimo

/;s\\\ g

sritys

Skystos geriamujy
vaisty formos

Audinlq inZinerija

1.5 pav. Ksantano panaudojimo potencialios sritys sveikatos sistemoje
1.7.2. Ksantano pritaikymas maisto pramonéje

Ksantano miSiniai su kitais polisacharidais t.y. karageninu, guaru ir galaktomananu yra puikis ledy,
Serbeto, pieno kokteiliy stabilizatoriai. Ksantanas su metil-karboksimetilceliulioze tinka Saldytiems pieno
produktams, o su karboksimetilceliulioze — rigstintiems jogurtams. Sie miginiai uztikrina klampuma,
pagerina skonj, apsaugo nuo kars¢io [29].

Kepiniy gamyboje ksantanas naudojamas vandens suriSimui padidinti kepant ir sandéliuojant produktus.
Taip pat prailgina galiojimo laikg ne tik kg tik iSkepty, bet ir Saldyty gaminiy. Ksantanas gali biiti
naudojamas ir kaip kiausiniy pakaitalas sumazinant reikiamo kiauSinio baltymo kiekj kepiniuose [2, 6].
Sis egzopolisacharidas pagerina duonos, bandeliy, pyragy mink§tuma, oro jsiskverbima ir laikymasi,
mazina kalorijy ir glitimo kiekj. Privalumy yra jzvelgiama ir kepiniy priedams: vaisiams, kremams. Jiems
ksantanas suteikia pridétiniy savybiy, leidzian¢iy prailginti galiojimo laikg ir uztikrinti geresnj stabiluma,
ypac keiciant produkcijos laikymo temperatiiras.

Gérimy pramongje ksantanas turi jtakg produkto iSvaizdai, tekstirai, maloniam skoniui ir greitam
tirpimui. Sausuose gérimy misiniuose jis pagerina pakartotinai gaminamo geérimo stabiluma, kokybe, bei
uztikrina reikiamg klampumg [2].

22



Viena i§ populiariausiy ksantano panaudojimo maisto pramongje sri¢iy yra padazai. Jo stabilumas esant
rugstims ir druskai, veiksmingumas esant mazoms koncentracijoms ir labai pseudoplastiné reologija
leidzia Siam egzopolisacharidui tapti idealiu stabilizatoriumi maZzai aliejaus turin¢iy ir jprasty padazy
gamyboje [2]. Padazai su ksantanu pasizymi puikiu ilgalaikiu emulsijos stabilumu ir klampumo
iSlaikymu esant temperattiros pokyc¢iams. Be padazy, ksantanas taip pat yra naudojamas sirupy ir uzpily
gamybai, nes taip uztikrinama reikiama konsistencija, klampumas, tirStumas. O Sios savybés padeda
produktams atrodyti patraukliai naudojant kituose maisto gaminiuose.

1.7.3. Ksantano pritaikymas naftos pramonéje

Ksantanas naftos pramonéje yra naudojamas iSgauti nafta, valyti vamzdynus ir atlikti kitus naftos
iSgavimo bei baigimo darbus. Jis taip pat yra naudingas grezimo skysciy priedas. Miceliniame polimere
ksantanas yra naudojamas kaip tretinés alyvos regeneravimo priemoné [30].

1.8.  Literaturos apZvalgos apibendrinimas

Auganti ksantano paklausa ir ekonominiai bei vis labiau populiaréjantys ekologiniai aspektai skatina
gamybos procesy optimizavima, ieSkant palankesniy salygy ir zaliavy. Pritaikius naujas gamybos salygas
bei zaliavas galima ne tik procesg paversti ekonomiskesniu, taip padedant patenkinti kylancig paklausg.
Taciau yra aktualu gauti tokios pacios arba geresnés kokybés produkta, kuris leisty dar labiau praplésti
pritaikymga jvairiose pramonés srityse. Toliau apraSytuose tyrimuose buvo stengiamasi pritaikyti
alternatyvius anglies $altinius, kurie sudaro didZigjg dalj kasty ksantano gamyboje. Antriniy Zaliavy kaip
substrato panaudojimas leisty uZtikrinti pigesne gamyba bei atitikty tvarumo principus tuo pac¢iu mazinant
natiiraliy resursy naudojimg. Gautas ksantanas i§ skirtingy anglies Saltiniy buvo papildomai tiriamas, jog
ekonomiskesniais biidais gautas produktas nesiskirty nuo komercinio ksantano ir biity tinkamas kuriant
pridétine verte.
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2. Medziagos ir tyrimy metodai

2.1. Tyrimo eiga

Dehidratuoty Xanthomonas . . .
. . ) Atsinaujinanciy Saltiniy
campestris bakterijy ampulése ..
. ekstrakty paruoSimas
paruoSimas
LB terpés
y paruosimas
Xanthomonas campestris <
inokuliato paruo$imas < r

YPD terpés paruoSimas

Fermentacija
(72 val)
v 4 v

Bi s i%skvr Ksantano i§skyrimas Sviesos sugerties matavimas
(2;0\2?822 15; y;;rr:/zsl) (24 val, 48 val, 72 val) 600 nm

’ ’ (0 val, 24 val, 48 val, 72 val)

l \ 4
Redukuojanciy Ksantano
savybiy jvertinimas panaudojimas

\ 4 A 4 \ 4

Ksantano v Felat - ksant
L elatinos ir ksantano :
redukuojanciy Kombozicini Ksantanas kaip
. Z .
savybiy nustatymas FRAP metodas , P 4 agaro pakaitalas
hidrogeliy gavimas

2.1 pav. Tyrimy eiga

Tyrimai pradedami nuo Xanthomonas campestris bakterijy atgaivinimo ir jy inokuliato paruo§imo, kuris
buvo reikalingas fermentacijai visose atrinkty atsinaujinanciy saltiniy terpése. Pries pradedant inokuliato
paruo$img, pagal mitybiniy terpiy receptiras yra gaminamos Luria — Bertani (LB) ir YPD (angl. yeast
extract peptone dextrose broth) terpés. Paruostas inokuliatas laikomas inkubatoriuje kol bus paruosos
fermentacinés terpés. Jy paruoSimas pradedamas nuo atrinkty atsinaujinanciy Saltiniy ekstrakty gamybos
ir jy perkélimo ] 1§ anksto paruosta YPD terpg. Vienu metu buvo gaminami ir tiriami 2 méginiai su
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skirtingais anglies Saltiniais dé¢l limituotos vietos laboratorijoje. Po 24 val, 48 val ir 72 val méginiai
pakartotinai i§imami ir nupilama dalis terpés biomasés ir ksantano koncentracijy nustatymui bei
iSmatuojama sugertis. Tyrimai kartojami su paruoStu inokuliatu ta pacia tvarka iStiriant 20 skirtingy
anglies Saltiniy terpiy.

Po pasalintos terpés dalies centrifugavimo atskiriamos nuosédos, kurios dziovinamos ir sveriamos
biomasés koncentracijos nustatymui. Skystoji dalis yra maiSoma su tirpikliu, kuris nusodina ksantang ir
pasalinus tirpikl] bei i8dZiovinus nuosédas, svérimo biidu nustatoma ksantano koncentracija. Gauti
ksantano méginiai naudojami redukciniy savybiy tyrimams dviem metodais. Kadangi komercinis
ksantanas nepasizymi stipriomis redukcinémis savybémis, pakeistos gamybos salygos gali lemti jy
sustipr¢jimg. Taip pat ksantano kokybei vertinti buvo siun¢iami meéginiai | Vilniaus universitetg FT-IR
tyrimams, komercinio ir laboratorijoje gauto ksantano palyginimui.

Paskutiniai buvo atlikti ksantano panaudojimo tyrimai. Juos atliekant buvo siekiama jvertinti ar ksantanas
gali buti panaudojamas dar pramoniniu mastu nebiidingoms kryptims. Bei palyginti rezultatus su
komerciniu ksantanu, jog jsitikintume dél pakeisty gamybos saglygy tinkamumo ir naudingyjy savybiy
1§saugojimo.

2.2.  Mitybinés terpés

Luria — Bertani (LB) agaro terpé — tai neselektyvi mitybiné terpé, kuri gali buti naudojama bakterijoms
auginti. Taip pat Sioje terpéje yra auginamos Escherichia coli bakterijos. Ji yra placiausiai naudojama
terpé gyvybingumui palaikyti ir rekombinantinéms linijjoms auginti. Terpéje esantis peptonas ir mieliy

ekstraktas yra biitini augimo veiksniai, o NaCl svarbus elektrolitas reikalingas pernaSai ir osmosinei
pusiausvyrai uztikrinti. LB terpé gali buti ir selektyvi, papildZius jg antibiotikais [31].

2.1 lentelé. LB terpés sudétis

LB agaro terpé
Komponentas Koncentracija (g/1)
Peptonas 10,0 g/l
Mieliy ekstraktas 5,009/
NaCl 5,009/
Agaras 15,0 g/l

YPD (angl. yeast extract peptone dextrose broth) terpé — sudaryta i§ visy maistiniy medziagy, kurios
reikalingos auksotrofinéms paderméms auginti Mieliy augimas YPD terpéje yra labai svarbus, jeigu yra
ruoSiamos lgstelés transformacijai prie§ uzsaldyma ir bendram neselektyviam auginimui. YPD terpéje
anglies Saltinis gali buti keic¢iamas [32].
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2.2 lentelé. YPD terpés sudétis

YPD terpé
Komponentas Koncentracija (g/1)
Peptonas 25,0 g/l
Mieliy ekstraktas 10,0 g/l
Gliukozé (anglies $altinis) 20,0 g/l

Anglies Saltiniai naudoti YPD terpiy gamybai:

Gliukozé — 6 anglies atomy struktiira, kurios cheminé formulé CeH1206. Tai yra vienas
pagrindiniy energijos S$altiniy, kuris svarbus tiek aerobiniam, tiek anaerobiniam Iasteliy
kvépavimui [33]. Komercingje ksantano gamyboje gliukozé yra dazniausiai naudojamas anglies
Saltinis dé¢l didelés produkto iSeigos, taciau tai néra ekonomiskai perspektyviausias variantas.

Sacharoz¢ — disacharidas, kurio cheminé formul¢ Ci2H22011. Sacharozé yra neredukuojantis
cukrus ir kaitinant iSlieka stabili [34]. Ji yra cukranendriy, cukriniy runkeliy, medaus ir datuliy
sudétyje. ISgaunama dideliais kiekiais komerciniais tikslais naudojimui maistui, kaip visiems
geriau Zinomas cukrus.

Cukranendriy cukrus, kuris dar nebiina apdorotas iki sacharozés yra natiiralus ir Zinomas kaip
rudasis cukrus. Ji sudaro 94 - 98,5% sacharozés ir 1,5 — 6% nesacharidiniy komponenty
(redukuojanéiy cukry, organiniy rigsc¢iy, aminorigsciy, baltymy, krakmolo, dazikliy) [35].

Kokosy palmiy Ziedy cukrus — saldiklis ir yra plac¢iai naudojamas Piety ir Pietry¢iy Azijoje. Jis
yra iSgaunamas i§ palmiy neatsivérusiy ziedyny kristalizuojant ant atviros ugnies. Taciau §io
cukraus yra iSgaunama mazesniais kiekiais, kadangi kokoso palmé per ménesj uzaugina vieng
ziedyna ir per dieng i$ vienos palmés galima pagaminti apie 200 g cukraus. D¢l populiaréjancios
sveikos mitybos ir neigiamo visuomeneés démesio j didelj cukraus vartojima, kokosy palmiy ziedy
cukrus tampa vis populiaresné alternatyva jprastam cukrui [36].

Fruktozé — monosacharidas, kuris randamas daugelyje vaisiy, darzoviy ir yra daug saldesnis uz
gliukoze bei sacharoze [37]. Daznai naudojama maisto produktuose ne tik dél saldumo bet ir dé¢l
tekstiiros bei skonio. Placiai pritaikoma gaiviyjy gérimy gamyboje. Fruktozés suvartojimas auga
su kiekvienais metais, o bendras suvartojimas sudaro mazdaug 8 — 12 % suaugusiy suvartojamos
energijos. O asmenys, kurie geria daug gaiviyjy gérimy Sio monosacharido suvartoja daugiau nei
du kartus daugiau nei vidutiniSkai [38].

Laktoze — disacharidas, sudarytas i§ gliukozes ir galaktozés. Ji yra viena pagrindiniy Zmogaus ir
gyviny pieno sudedamyjy daliy ir atlieka energijos neSiklio vaidmenj. D¢l savo fiziologiniy ir
funkciniy savybiy pramoniniu biidu pagaminta laktozé naudojama daugelyje maisto produkty ir
farmacijos pramong¢je [39].

Galaktozé — monosacharidas, kurio cheminé formulé sutampa su gliukozés formule CsH120s.
StruktiiriSkai galaktoze taip pat panasi j gliukoze, o skiriasi tik vienos hidroksilo grupés padétimi
kuri ir nulemia skirtingas savybes. Pagrindinis galaktozés Saltinis yra disacharidas laktozé, kuris
yra gaunamas su pieno produktais [40].
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Arabinoz¢ — 5 anglies atomy monosacharidas, kuris yra vienas i§ cukry lignoceliuliozés
hidrolizatuose [41]. Didziausias arabinozés $altinis yra Zemés tukio atlickos: kietosios medienos
dalys, kukuriizy burbuolés.

D-manitolis — poliolis gaunamas i§ manozés redukcijos biidu, pla¢iai naudojamas kaip saldiklis ir
vaistas. Jis yra mazo kaloringumo saldiklis dél prasto zarnyno jsisavinimo. Kaip vaistas gali buti
vartojamas injekcijomis arba inhaliacijomis sergant glaukoma, padidéjusiam kraujo spaudimui
mazinti [42].

D-sorbitolis — linijiné 6 anglies atomy strukttra, kurios cheminé formulé¢ CsH140s. Natiiraliai
sorbitolio galima rasti jvairiuose vaisiuose ir kai kuriose darZovése, bet taip pat yra gaminamas ir
sintetiniu biidu. Kaip ir D-manitolis jis yra priskiriamas alkoholiy cukrui ir turi mazesnj salduma
uz sacharozg. Farmacijoje jis naudojamas kaip vidurius laisvinantis vaistas [43].

Celiulioze — pagrindinis pirminés augalo lgstelés sienelés strukturinis polisacharidas. Ji yra viena
i§ lignoceliulioze¢ sudaranciy junginiy ir sudaro 30 - 50% sausosios masés [44]. Pagrindiniai
celiuliozés Saltiniai yra kvieCiy Siaudai, kukurtizai, kanapés, ryziai, dziutas. Celiuliozés Saltiniai
yra pasirenkami pagal tai kokiu tikslu celiuliozé bus naudojama.

Ksilozé — monosacharidas, kurio cheminé formulé CsH100s. Ji daznai yra naudojama kaip maisto
saldiklis ir ksilitolio Saltinis gaunamas i§ hemiceliuliozés. Populiariausias Saltinis yra kukuriizy
burbuolés. Lignoceliuliozés Zaliavose yra apie 5 — 20% pentozés cukry, ksilozés ir arabinozés,
taciau ksilozé yra laikoma viena i$§ gausiausiy pentozés cukry [45].

Apelsiny Zievelés — gausi maisto atlieky zaliava, kuri gali biiti verCiama ] vertingus produktus.
TaCiau yra susiduriama su klitimis dél zievelése esancio limoneno, kuris slopina
mikroorganizmy augima. Apelsiny zievelés yra perspektyvus maistiniy medZziagy Saltinis dél jose
esanciy tirpiy ir netirpiy angliavandeniliy bei mazos baltymy koncentracijos [46]. Per metus yra
pagaminama apie 30 milijony tony apelsiny Zzieveliy atlieky ir tai yra vienos i§ pagrindiniy
citrusiniy vaisiy perdirbimo pramonés atlieky [47].

Mandariny Zievelés — svarbi zemés iikio pramonés atlieka, kuri ne tik gali biiti panaudojama kaip
maistiniy medZziagy Saltinis, bet ir kaip potencialus absorbentas jvairiems terSalams. Mandariny
Zievelés yra vienos i§ daugiausiai pektiny turin¢iy vaisiy atlieky. Jy sudétyje yra lignino,
hemiceliuliozés, celiuliozés ir pektino. Kai apdorotos mandariny Zievelés yra iSmetamos } aplinka

po vaisiy sul¢iy gamybos arba yra sudeginamos kaip atliekos, laikui bégant tai sukelia oro tarSa
[48].

Citriny zievelés — nebrangi citrusiniy vaisiy biologiné atlieka, kuri gali buti panaudota tiek kaip
maistiniy medZziagy S$altinis, tiek absorbciniy medziagy gamybai. Jy sudétyje yra lignino,
celiuliozés, hemiceliuliozes, pektino ir amido junginiy. Kaip ir apelsiny, taip ir citriny zieveliy
atliekos yra vienos pagrindiniy citrusiniy vaisiy perdirbimo pramonés atlieky. Sios atliekos sudaro
50-70% $vieziy vaisiy masés ir po suléiy iSgavimo dazniausiai yra nebenaudojamos [49].

Avokady zievelés — nevalgomos perdirbimo pramonés liekanos, kurios nepaisant jose esanciy
biologiskai aktyviy medZziagy, komerciSkai néra vertingos. Jos sudaro apie 11 % viso vaisiaus
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2.3.

svorio. Avokado zievelése yra jvairiy biologinémis savybémis pasizymin¢iy junginiy: polifenoliy,
cukry, riebaly riigsciy [50]. Nuo 1990 m. avokady paklausa labai iSaugo ir didéja su kiekvienais
metais [51]. Kadangi perdirbus minkstimg pasSalinamos nevalgomos zievelés ir séklos, todél
susidaro daug kietyjy atlieky, kurios didina pasaulyje susidaranciy kietyjy atlieky kiekius.

Meliony zievelés — yra viena i§ atlieky perdirbant melionus, kuriose yra daugiau biologiskai
aktyviy junginiy, lyginant su minkStimu, jskaitant polifenolius bei karotinoidus. Taip pat Zievelése
yra nemazai fitocheminiy junginiy, kurie pasizymi antioksidaciniu, antimikrobiniu bei
prieSuzdegiminiu poveikiu. D¢l Siy priezasCiy i§ meliono yra gaminami jvairlis nattralaus
vartojimo produktai. Susidariusios atliekos gali biiti panaudojamos gyviiny pasarams, dirvoZzemio
erozijos prevencijai bei kaip biodegaly pirmtakai [52].

Obuoliy zievelés — didelés apimties maisto pramonés biologinés atliekos. Jy sudétyje yra daug
fenoliniy junginiy. Po citrusiniy vaisiy ir banany tai yra trecias pagal populiarumg vaisius [53].
Salutiniai obuoliy produktai, jskaitant Zieveles ir i¥spaudas, sudaro 30 % pirminio vaisiaus svorio.
Tai yra didelis kiekis Salinamy atlieky, kurios yra biologiskai skaidzios ir terSia aplinka [54].

Ksilitolis — 5 anglies atomy struktiiros cukraus alkoholis, kurio cheminé formulé CsH120s. Jis
placiausiai naudojamas kaip saldiklis becukriuose konditeriniuose gaminiuose. Jo nattiraliai
galima rasti vaisiuose ir darzovése, o savo saldumu gali biiti prilyginamas sacharozei bei yra
saldziausias i§ visy polioliy [55].

Eritritolis — 4 anglies atomy strukttiros cukraus alkoholis, kurio cheminé formulé CaH1004. Jis
placiausiai naudojamas kaip mazo kaloringumo saldiklis maisto pramon¢je ir farmacijoje. Yra
laikoma, jog eritritolis turi beveik 0 kalorijy. Jo saldumo lygis sudaro 70% sacharozés saldumo ir
yra saugus vartoti asmenims sergantiems diabetu [56].

Tyrimy metu naudota jranga

Svarstyklés (Shimadzu ATX 8400) — padala 0,1 mg.

pH metras (Winlab) — pH riba nuo 1,0 iki 15,0.

Centrifuga (Universal 320 R) — temperatiiros intervalas nuo -20 °C iki 4 °C.

Termostatas (Binder BD23) - temperattiros intervalas nuo 5 °C iki 100 °C.

Termostatas — maiSyklé (Biosan ES — 20) - temperatiiros intervalas nuo 5 °C iki 42 °C.
Spektrofotometras (Shimadzu UV — 1280) - bangos ilgio intervalas 190 - 1100 nm.
Magnetiné maisyklé (Heidolph Mr Hei — Tec) - maiSymo greitis 100-1400 aps./min.
Autoklavas (Certoclav CV — EL) - maksimali temperatiira 140 °C, maksimalus slégis 2,7 bar.
Laminaras (Telstar BV 100) - oro greitis 0,4 m/s; apSvietimas > 800 lux; triuk§mas < 60 dB.

Vandens vonelé (Memmert WNE 7) — talpa 71, temperatiiros intervalas nuo 5 iki 95 °C.
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24.1.

Purtyklé (Biosan BioVortex V1) - maiSymo greitis 500-3000 aps./min.
Tyrimy metodai

Dehidratuoty Xanthomonas campestris bakterijy ampulése paruoSimas

Tyrimui buvo naudotos iSdZiovintos Xanthomonas campestris bakterijy kulttros i§ tiekéjy gautos
ampulése. Tolimesniam naudojimui bakterijos tur¢jo biiti ruoSiamos pagal pateikta instrukcija:

1.

2.

3.

pasalinama stikliné¢ ampulé i§ antrinés pakuotes;

ampulés galiukas atsargiai kaitinamas virs liepsnos;

uzlasinami 2-3 lasai vandens ant kaitinamo galo, jog stikliné ampulé jskilty;
atsargiai paSalinamas stiklinis galas su atitinkamu jrankiu (pincetu);
pasalinama izoliaciné medZziaga ir iSimama vidiné kapsulé;

iStraukiamas medvilninis kaistis naudojant pincetg, viskas vykdoma sterilioje aplinkoje, prie
liepsnos $altinio. Ampulés virSuting vidiné dalis nudeginama;

pridedama 0,5 ml specialios terpés ir pakeiiamas kaiStis, ampulé palickama 30 minuciy
rehidratavimuisi;

turinys atsargiai sumaiSomas su mikrobiologine kilpele arba Pastero pipete. Jis gali buti
perkeliamas ] mégintuvélj su 5 ml rekomenduojamos skystos terpés arba gali biiti s€¢jamas agaro
terpéje [21].
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ISoring sienelé
Izoliaciné stiklo vata
Vidiné sienelé
———— Medvilninis kaistis

| o— Dziovintlos granulés
Vala

Silikagelis (su raudonu
arba mélynu drégmes indikatoriumi)

2.2 pav. Dehidratuoty Xanthomonas campestris bakterijy paruo$imo schema
2.4.2. Xanthomonas campestris inokuliato paruoSimas

Xanthomonas campestris bakterijos yra sé¢jamos pavirsiniu biidu naudojant mikrobiologing kilpele | LB
terp¢ ir inkubuojamos 37 °C temperatiroje 1 para. ISaugusi kolonija paimama steriliu méginiy émimo
jrankiu ir perkeliama j kolbg su YPD terpe, kuri yra sudaryta i§ peptono, mieliy ekstrakto ir gliukozés.
Kolba su paruostu inokuliatu laikoma kratomajame inkubatoriuje iki fermentacinés terpés ruosimo.

2.4.3. Atsinaujinanciy Saltiniy, celiuliozés pavertimas j redukuojancius cukrus

Pasveriama 3% tiriamosios Zaliavos ir jpilama 0,1 citratinio buferio (4,8 pH), 3% ,,Cellustar XL*
fermentinio miSinio. MiSinys inkubuojamas 50 °C temperatiiroje 50 min. Méginiai centrifuguojami 10
min.

2.4.4. Fermentacinés terpés ruoSimas

Ksantano fermentacijai i§ Xanthomonas campestris bakterijy yra naudojama YPD terpé su pasirinktu
anglies Saltiniu.
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I 250 ml Erlenmejerio kolbg yra pasveriama ir jdedama 5 g peptono, 2 g mieliy ekstrakto ir 4 g pasirinkto
anglies Saltinio (gliukozé, sacharozé, avokady Zieveliy hidrolatas ir kt.). | kolbg su terpés sudétinémis
maistinémis medziagomis jpilama 150 ml vandens ir gerai iSmaiSoma, kol medziagos iStirpsta.
Pagamintos YPD terpés pH sureguliuojamas iki 7,0 pH su 1N NaOH. Papildoma vandens iki 200 ml ir
paruosta terpé inkubuojama 37 °C.

2.4.5. Fermentacija

7 ml paruosto inokuliato jpilama j 250 ml Erlenmejerio kolba, kurioje yra 200 ml YPD terpés su pasirinktu
anglies Saltiniu. Fermentacijos terpé inkubuojama termostate-maisykléje, 37 °C temperatiiroje 72 val,
esant 180 rpm maisyklés greiciui. Kas 24 val imami méginiai biomasés ir ksantano kiekiams nustatyti.

2.4.6. Biomasés iSskyrimas i§ fermentuojamos terpés

IS fermentuojamo tirpalo yra paimamas 5 ml méginys | i§ anksto pasverta mégintuveli. Meginys
centrifuguojamas 10 min 9000 aps./min. Po centrifugavimo skystis atskiriamas ksantanui nusodinti, o
likusios nuosédos dziovinamos 45 °C biomasés kiekio jvertinimui. [8dzitives méginys pasveriamas ir
atimamas mégintuvélio pradinis svoris.

Mpiomases = M1 — Mg, g/5ml; (2.1)
¢ia:

Mbiomases — biomasés masé, g/Sml;

m1— meégintuvelio su i§dziovintomis nuosédomis mase, g;

Mo — tus¢io mégintuvélio mase, g.

2.4.7. Ksantano i§skyrimas i$ fermentuojamos terpés

I$ fermentuojamo tirpalo yra paimamas 5 ml méginys ir centrifuguojamas 10 min 9000 aps./min.
Supernatantas nupilamas ] pasverta mégintuvélj. I supernatanta jpilama 5 ml 25% KCI ir 35 ml
izopropanolio ir sumaiSoma purtykle. Po paros méginiai nucentrifuguojami ir nuosédos dziovinamos 45
°C ksantano kiekiui jvertinti. ISdZiives méginys pasveriamas ir atimamas meégintuveélio pradinis svoris.

Mysantano = My — Mg, g/45ml; (2.2)
¢ia:

Mbiomases — ksantano mase, g/45ml,

mi1— mégintuvélio su iSdziovintomis nuosédomis mase, g;

Mo — tus¢io mégintuvélio mase, g.

2.4.8. Ksantano redukciniy savybiy nustatymas

Siuo metodu galima nustatyti ksantano redukuojanéias savybes.
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Meéginiai paruoSiami 1 mg/ml koncentracijos, istirpinus 0,01 g ksantano méginius 10 ml H20. 0,5 ml
méginio yra sumaiSoma su 1,25 ml 0,2 M fosfatinio buferio ir 1,25 ml 1%. Ks[Fe(CN)s]. Sumaisius,
inkubuojama 50 °C temperatiiroje 20 min. Po to pridedama 1,25 ml 10% trichloracto rugsties ir
pakartotinai sumaiSoma. Jei susidaro nuosédos, galimas centrifugavimas.

1,25 ml gauto tirpalo sumaiSoma su 1,25 ml distiliuoto vandens ir 0,25 ml 0,1 % FeCls. Tus¢ias meginys
ruoSiamas su 1 ml 0,2 M fosfatinio buferio ir Iml Ks[Fe(CN)s]. Meéginiai iSmatuojami
spektrofotometriskai esant 700 nm bangos ilgiui. Didesné Sviesos sugertis nusako didesnes redukcines
savybes.

2.4.9. Antioksidacinio aktyvumo nustatymas pagal FRAP metoda

Siuo metodu galima nustatyti ksantano redukuojanéias savybes. Jis paremtas Fe3* virsmu j Fe?* (melsva
spalva) esant 593 nm.

FRAP reagentas buvo ruosiamas su 75 ml 300 mM acetate buferiu, 7,5 ml 10 mmol TPTZ (2.,4,6-
tripiridil-s-triazinu) ir 7,5 ml FeCls x 6H20 (20 mmol/l).

Kalibraciné kreivé buvo ruosiama su skirtingais FeSOa4x 7H20 kiekiais (5, 10, 15, 20, 25 pmol/l). Pridéjus
po 3 ml FRAP reagento, méginiai buvo iSmatuojami spektrofotometriskai 593 nm bangos ilgyje. Tusc¢iu
meéginiu laikomas meéginys su 3 ml FRAP reagento ir 7 ml H20. Pagal gautas reikSmes bréziama
kalibracine kreivé.

Meéginiai paruosiami 1 mg/ml koncentracijos iStirpinus 0,01 g tiriamosios medziagos 10 ml H20. Tyrimo
metu meéginiai 50 pL buvo sumaiSomi su 1,5 ml FRAP reagento. Reakcijos miSinys spektrofotometriskai
buvo matuojamas 593 nm bangos ilgyje. Tus¢iu meéginiu laikomas meéginys su 1,5 ml FRAP reagento ir
3,5 ml H20.

2.4.10. Ksantanas/Zelatina hidrogelio ruoSimas

Siuo tyrimo metodu buvo siekiama nustatyti ar i§ skirtingy anglies $altiniy gautas ksantanas pasizymi
tokiomis paciomis savybémis kaip ir komercinis ksantanas formuojant hidrogelius kompozicijoje su
Zelatina.

1,25 g zelatinos yra iStirpinama 50 g vandens. Kitame meégintuvelyje paruoSiamas ksantanas, 0,6 g
ksantano iStirpinama 50 g vandens. IStirpus abejoms medZziagoms, jos sumaiSomos santykiu 1:1.
Paruostas hidrogelis iSpilamas j Iékstele ir palickamas parai. Vizualiai jvertinamas plévelés susidarymas

[28].
2.4.11. Ksantano kaip agaro pakaitalo jvertinimas brokoliy sékloms daiginti

Siuo tyrimo metodu buvo sickiama nustatyti ar ksantanas yra tinkamas standiklis vietoj agaro brokoliy
augalams daiginti.

Ruosiamos 2 terpés: Murashige-Skoog (MS) terpé su 1% ir MS terpé su 1 % ksantanu, pH reguliuojamas
su 0,1 N NaOH arba HCI iki 5,8 pH. Terpés sterilizuojamos autoklave 121 °C temperatiiroje 15 min.

Eksperimentui pasirinktos brokoliy s¢klos buvo pasodintos j terpes papildytas 2 % sacharozés, 1 % agaro
arba 1 % ksantano. Brokoliy séklos daiginamos 25 °C temperatiiroje ir stebimas jy daigumas [57].
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2.4.12. Chlorofilo A ir B bei karotinoidy koncentracijos nustatymas brokoliuose

Karotinoidy ir chlorofilo a ir b bei nustatymas augaluose yra paremtas $viesos sugerties nustatymu
spektrofotometru atitinkamuose bangos ilgiuose:

. Chlorofilui a (662 nm);

Chlorofilui b (644 nm);
. Karotinoidams (441 nm).

Chlorofilo a ir b bei karotinoidy koncentracijos nustatymui tiriamos augalinés medziagos (0,05-1 g) yra
susmulkinamos griistuvéje. Papildomai pridedama 5 ml 96% C2HSOH ir viskas susmulkinama iki
vientisos masés. Gauta mas¢ centrifuguojama 10 min. 9000 aps./min, o nucentrifuguoto ekstrakto tiiris
iSmatuojamas cilindru. Véliau ekstraktas praskiedziamas etanoliu, kad praskiesty tirpaly Sviesos sugertis
bity nuo 0,1 iki 0,8. Matavimai atlickami spektrofotometru 662 nm (chlorofilo a), 644 nm (chlorofilo b)
ir 441 nm (karotinoidai) bangy ilgiuose.

Pigmenty koncentracija apskai¢iuojama pagal formules:

Chlorofilo a koncentracijos apskai¢iavimas (mg 11): C; = 9,784 - Dggp, — 0,99 * Dgya;
Chlorofilo b koncentracija (mg I'Y): C, = 21,426 * Dgsq — 4,65 * Dggy;
Co+Cp=5134"Dggr + 20,436 - Dgyy;

Karotinoidy koncentracija (mg I'Y): Cxarotinoidai = 4695 * Dysq — 0,268 - (C, + Cp);

Pigmenty kiekis mg/100g apskai¢iuojamas:

100 1000;
V J

X=C-V-V,-
n- 1

v

¢ia:
C - pigmenty koncentracija mg/l;

V - pradinis ekstrakto tiiris;

V1 - pradinis ekstrakto tairis, ml, paimtas praskiedimui,
V2 - praskiesto ekstrakto tiiris, ml;

n - augaliné mase, g.
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3. Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas
3.1. Fermentacijos proceso jvertinimas

Ksantano biotechnologiné gamyba naudojant Xanthomonas campestris bakterijas reikalauja didelio
démesio detaléms, jog procesas s¢kmingai vykty ir biity gaunamas didesnés iSeigos galutinis produktas.
Sis procesas reikalauja optimalios temperatiiros, pH ir didele maistine verte turinéio substrato.

Tyrimo metu buvo jvertintas fermentacijos proceso efektyvumas pagal fermentuojamy méginiy Sviesos
sugert]. ParuoStos terpés su atitinkamais anglies Saltiniais ir inokuliatu i§matuotos 600 nm bangos ilgyje
pradzioje ir po 24 val, 48 val bei 72 val fermentacijos. Bendrai visy bandymy metu vertinta 20 skirtingy
terpiy. IS jy 7 jau yra naudojamos pramoningje gamyboje arba intensyviai tiriamos. Kita dalis terpiy (i$
viso 13) buvo maziau tyrinétos ir didZioji dalis jy yra antrinés Zaliavos, todél jos bendrai vadinamos
alternatyviais anglies Saltiniais.

Fermentacijos proceso efektyvumas vertinamas pagal Sviesos sugerties pokycius ir pagal skirtingg laiko
trukme. Jeigu méginio Sviesos sugertis didéja, laikoma, jog procesas vyksta, sunaudojamos terpéje
esancios maistinés medziagos ir Xanthomonas campestris bakterijos i$skiria ksantang.

OD 600
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3.1 pav. Xanthomonas campestris bakterijy augimo jvertinimas terpése su sacharozés, gliukozés, fruktozés,
laktozés ir galaktozés anglies Saltiniais

Vertinant tyrimo rezultatus, galime palyginti 3.1 pav. pavaizduoty anglies Saltiniy sugerties rezultatus ir
nustatyti fermentacijos proceso efektyvumg esant skirtingai laiko trukmei. Visuose 5 méginiuose,
kuriuose buvo augintos Xanthomonas campestris bakterijos su skirtingais anglies Saltiniais buvo
nustatytas Sviesos sugerties didé¢jimas po 24 val ir 48 val fermentacijos, lyginant su pradiniais Sviesos
sugerties rezultatais.
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Terpése su gliukoze ir sacharoze buvo fiksuojamas Sviesos sugerties padidéjimas iki 48 val fermentacijos.
Didziausias pokytis buvo pastebétas po 24 val Procesui vykstant 72 val Sviesos sugertis sumazejo. Todél
naudojant Siuos anglies Saltinius fermentacijos trukmé turéty biti iki 48 val, proceso ekonomiSkumui ir
efektyvumui uztikrinti.

Meéginiuose su fruktoze ir laktoze Sviesos sugertis didéjo visos fermentacijos metu. DidZiausias pokytis
buvo gautas po 48 val fermentacijos. lyginant su pradine Sviesos sugertimi. Procesui vykstant 24 val ir
72 val nebuvo pastebéti dideli poky¢iai, lyginant su praéjusiais laiko momentais. Siekiant uZztikrinti
didZiausiag ekonomiSkuma ir naSumg naudojant Siuos anglies Saltinius, reikéty pasirinkti 48 val
fermentacija.

Terpéje su galaktoze Sviesos sugertis didéjo visos fermentacijos metu, taciau pokytis buvo maziausias,
lyginant su kitais anglies Saltiniais. DidZiausias pokytis buvo gautas po 72 val fermentacijos, lyginant su
pradine sugertimi. Pagal gautus rezultatus galime spresti, jog $is substratas bus maziausiai ekonomiskas
del ilgos fermentacijos trukmés bei mazo Sviesos sugerties pokycio, kuris leidzia spresti apie maZesnj
proceso intensyvuma.

2.5
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3.2 pav. Xanthomonas campestris bakterijy augimo jvertinimas terpése su arabinozes, celiuliozés, ksilozés,
ksilitolio ir eritritolio anglies Saltiniais

Tyrimy rezultatai (3.2 pav.) vaizduoja kitus 5 anglies Saltinius, kurie buvo panaudoti ksantanui pagaminti.
Arabinozes, celiuliozées, ksilitolio ir eritritolio terpése rezultatai buvo panasiis ir palaipsniui did€jo visais
laiko momentais. Ksilozés terp¢je stebimas staigus sugerties sumaz¢jimas po 24 val fermentacijos.

Pagal celiuliozés ir ksilitolio kreives matome didZiausig Sviesos sugerties pokytj po 48 val fermentacijos.
Bakterijos, augusios arabinozés ir eritritolio terpése didziausig pokytj turéjo nuo fermentacijos pradzios
iki 24 val , o ksilozés terpése augusiy bakterijy Sviesos sugertis kito didZiausiai, lyginant su pradiniais
Sviesos sugerties rezultatais ir reikSmingiausias pokytis jvyko po 48 val fermentacijos. Bakterijos,
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augusios ksilozes terp¢je skirtingai nuo visy kity 4 terpiy tur¢jo didelj Sviesos sugerties sumazéjima po
24 val fermentacijos. Xanthomonas campestris bakterijos, augusios §iose 5 terpése neparodé reik§mingo
sugerties pokyc¢io po 72 val fermentacijos.
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3.3 pav. Xanthomonas campestris bakterijy augimo jvertinimas terpése su cukranendriy ir kokosy palmiy Ziedy,
D-manitolio, D-sorbitolio anglies $altiniais

Grafike (3.3 pav.) yra vaizduojamos 4 alternatyviy anglies Saltiniy terpés, kuriose buvo augintos
Xanthomonas campestris bakterijos. Bakterijy augimas visose 4 terpése turéjo tokig pacig tendencija,
taCiau Sviesos sugertis intensyviausiai keitési po 24 val bakterinés fermentacijos.

DidZiausiais pokyciais iSsiskyré bakterijos, kurios buvo inokuliuotos D-sorbitolio terpéje. Po 24 val
fermentacijos Sviesos sugertis pasikeité intensyviausiai ir taip pat Sviesos sugerties padid¢jimas buvo
uzfiksuotas po 72 val Taciau nuo 24 val iki 48 val fermentacijos terpés $viesos sugertis beveik nepakito.
Siekiant optimizuoti fermentacijos procesg su D-sorbitolio substratu, vertéty rinktis trumpesne
fermentacijos trukme.

Nustatyta, kad bakterijy, augusiy kokosy palmiy Ziedy cukraus ir D-manitolio terpése, bandiniuose
Sviesos sugertis didéjo visais laiko momentais. Kaip ir kituose méginiuose intensyviausi pokyciai
pastebéti po 24 val fermentacijos. Kitais laiko momentais Sviesos sugertis nekito arba nereikSmingai kilo.

Cukranendriy cukraus terpéje Sviesos sugerties padidéjimas buvo fiksuojamas iki 48 val fermentacijos.
Intensyviausias pokytis — po 24 val Vykdant tolimesne¢ fermentacijg ir iSmatavus rezultatus po 72 val
buvo pastebétas Sviesos sugerties sumazéjimas. Renkantis §j substrata, kaip ir kokosy palmiy Ziedy
cukraus, D-manitolio bei D-sorbitolio substratus, reikéty rinktis trumpiausig fermentacijos trukme.
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3.4 pav. Xanthomonas campestris bakterijy augimo jvertinimas terpése su apelsiny, mandariny, citriny, avokady,
meliony ir obuoliy Zieveliy hidrolaty anglies Saltiniais.

Anglies Saltiniy, i$ 6 alternatyviy atlieky t.y. zieveliy hidrolizaty, rezultatai pavaizduoti 3.4 pav. Apelsiny,
mandariny, avokady, meliony bei obuoliy zieveliy hidrolizatai pasizyméjo panasiu Sviesos sugerties
kitimu ir laipsniSku rezultaty did¢jimu skirtingais laiko momentais. Citriny Zieveliy hidrolizato terpé
turéjo reikSmingiausig Sviesos sugerties pokytj, lyginant su kitomis alternatyviomis terpémis.

Apelsiny, mandariny, avokady, meliony ir obuoliy Zieveliy terpése augancios bakterijos didziausius
Sviesos sugerties pokyCius parodé po 48 val fermentacijos. Tacdiau Sie pokyciai nebuvo labai ryskus
lyginant su praeituose grafikuose aptartais substratais. Citriny Zieveliy terpéje augusiy bakterijy matomas
labai intensyvus pokytis po 24 val

Gauti rezultatai parodé, jog visose tirtose terpése vyko fermentacija ir anglies Saltiniai buvo naudojami
kaip maistiné medziaga Xanthomonas campestris bakterijoms. Didziausi Sviesos sugerties pokyciai
uzfiksuoti naudojant gliukozés ir sacharozés anglies Saltinius, kadangi jie yra vieni i§ pagrindiniy
substraty komercinéje ksantano gamyboje. Visose terpése, iSskyrus galaktoze, geriausi rodikliai gauti
vykdant 24 val arba 48 val fermentacija. Nei vienas i$ substraty nei$siskyré didele Sviesos sugertimi po
72 val fermentacijos.

3.2. Ksantano koncentracijos jvertinimas

Ksantano biotechnologinei gamybai optimizuoti vienas i§ svarbiausiy rodikliy yra iSsiskyrusio
bioprodukto koncentracija. Kei€iant ksantano gamybos salygas ir vertinant iSsiskyrusio ksantano
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koncentracija, galime nustatyti, kurios salygos yra optimalios. Tai gali biti vykdoma vertinant skirtingus
anglies Saltinius bei tirpiklius, jvairias bakterijas ir jy padermes bei kitus kintamuosius.

Sio tyrimo metu buvo vertinama i$siskyrusio ksantano koncentracija po 24 val, 48 val ir 72 val naudojant
skirtingy anglies Saltiniy terpes. Véliau i$ fermentacinés terpés nuo biomasés atskirtas ksantanas buvo
i8skirtas izopropanoliu.
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3.5 pav. Ksantano koncentracija (g/1) po 24 val, 48 val ir 72 val gliukozés, sacharozés, fruktozés, laktozés,
galaktozés, arabinozes ir ksilozes terpése

Gauti rezultatai parodé (3.5 pav.), jog didZiausia ksantano koncentracija buvo gauta, naudojant ksilozg
po 24 val fermentacijos (27,20 g/l). Ilgesné fermentacijos trukmé teigiamo poveikio iSskirtai ksantano
koncentracijai neturéjo.

Laktozés terpéje didziausia ksantano koncentracija nustatyta po 72 val fermentacijos (25,63 g/l). Taciau
lyginant su koncentracija po 24 val (24,93 g/1) ir 48 val (24,31 g/1) padidéjimas néra didelis, o ilgesné
fermentacija padidina kaStus. Galaktozés terpéje didZiausia ksantano iSeiga buvo po 24 val (24,017 g/1),
Lyginant su Kkitais tyrimais [58] laktozés turintys substratai daznai nepasizymi didele iSeiga dél
Xanthomonas campestris esancios beta-galaktozidazés, kuri slopina ksantano i$skyrimg terpése su
vieninteliu laktozés Saltiniu.

Komercijoje naudojamuose gliukozés ir sacharozés substratuose, bakterijos tyrimo metu nepasizyméjo
iSskirtinai didesne ksantano iSeiga. Naudojant gliukoze, didziausia koncentracija buvo gauta po 72 val
(23,43 g/1), o sacharoze — po 24 val (23,21g/l) fermentacijos.

Fruktozés ir arabinozés terpés, kurios buvo naudotos Xanthomonas campestris bakterijoms auginti,
pasizyméjo maziausiomis iSskirto ksantano koncentracijomis i§ iStirty terpiy. Atitinkamai didZiausia
ksantano iSeiga i§ fruktozés terpés buvo po 24 val (23,36 g/l), o arabinozés po 72 val (23,66 g/1)
fermentacijos.
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3.6 pav. Ksantano koncentracija (g/1) po 24 val, 48 val ir 72 val cukranendriy cukraus, kokosy palmiy ziedy
cukraus, D-manitolio, D-sorbitolio, apelsiny, mandariny, citriny, avokady, meliony, obuoliy Zieveliy hidrolizaty,
eritritolio bei ksilitolio terpése

DidZiausia ksantano koncentracija buvo gauta i$ bakterijy, augusiy kokosy palmiy Ziedy cukraus terpeje,
po 48 val fermentacijos (26,37 g/l). Kiekybiskai kitais fermentavimo laikais gautos iSeigos neissiskyré
nuo kity alternatyviy anglies $altiniy. D-sorbitolio terpéje po 24 val ir 48 val buvo gautos labai mazos
iSeigos, taciau padidéjimas buvo po 72 val fermentacijos gavus 26,46 g/l ksantano. Kai Xanthomonas
campestris bakterijos, buvo augintos terpéje su avokady zieveliy hidrolizatu buvo gauta didziausia
koncentracija per trumpiausig fermentacijos 24 val laikotarpj (26,11 g/1). Atsizvelgus j didziausias iSeigas
turin€ius, kokosy palmiy ziedy cukraus, D-sorbitolio bei avokady zieveliy hidrolizaty, alternatyvius
anglies Saltinius svarbu jvertinti ir fermentacijos trukme. Nors D-sorbitolio terpéje ir buvo iSgauta didelé
ksantano koncentracija, ta¢iau tai jvyko tik po 72 val fermentacijos ir tai bty neekonomiska, lyginant su
kitais substratais, kurie i$skiria panasius kiekius per trumpesn; laika.

Taip pat didelés iSeigos buvo gautos naudojant celiulioze bei citriny zieveliy hidrolizatg. Celiuliozés
terpéje didziausia koncentracija buvo gauta po 48 val fermentacijos (25,56 g/1). Citriny zieveliy
hidrolizato terpéje didelés iSeigos buvo fiksuojamos tiek po 24 val (25,132 g/l), tiek po 48 val (25,339
g/l) fermentacijos.

39



Maziausios iSeigos gautos meliony ir obuoliy Zieveliy hidrolizaty, eritritolio bei ksilitolio terpése.
Nepriklausomai nuo fermentacijos laiko, nei vienas i§ rezultaty neparodé reikSmingos ksantano iSeigos,
lyginant su kitais alternatyviais anglies Saltiniais.

Vertinant gautus rezultatus i$ skirtingy anglies $altiniy, didziausia ksantano iSeiga buvo, kai Xanthomonas
campestris bakterijos buvo augintos terpése su ksiloze po 24 val, su kokosy palmiy ziedy cukrumi po 48
val, avokady zieveliy hidrolizatu po 24 val fermentacijos. Taip pat dideles ksantano iSeigas turéjusios
terpés su D-sorbitoliu ir laktoze yra neekonomiskos dél ilgo 72 val fermentacijos laiko.

Lyginant literatiiroje aprasytus tyrimus ir jy metu gautas koncentracijas su $iuo tyrimu, buvo pastebéta,
jog literatiroje aprasytos koncentracijos naudojant tuos pacius anglies Saltinius yra mazesnés. Gliukozés
terp¢je, auginamy bakterijy, iSskirto ksantano koncentracija literattiros Saltiniuose gali svyruoti nuo 14
iki 18 g/L priklausomai nuo proceso salygy ir bakterijy padermés [59]. Siame darbe tyrimu metu
naudojant gliukoze kaip anglies Saltinj buvo gauta 23,43 g/l koncentracija, kuri gauta didesné negu
apraSoma Saltiniuose. Kiti anglies Saltiniai taip pat pasizymejo iSskiriamomis didesnémis ksantano
koncentracijomis lyginant su literatiiroje pateiktais duomenimis.

3.3. Biomasés koncentracijos jvertinimas

Tyrimai parodé¢, jog biomasés gamyba yra pana$i | ksantano gamybg, o tai leidzia spresti apie Sio
polisacharido iSeigos s3saja su biomasés koncentracija. D¢l §ios priezasties yra Zinoma, kad ksantano
gamybos procesas su didele biomasés koncentracija, uztikrins ir dideles ksantano iSeigas [60].

Siekiant rasti optimalius anglies Saltinius ksantanui pagaminti ir jvertinti ksantano priklausomybe nuo
biomasés koncentracijos buvo tirta fermentacijos terpéje likusi biomasé. Nucentrifugavus méginius po
24 val, 48 val ir 72 val fermentacijos, likusios nuosédos buvo dziovintos (T = 45°C) ir pasvertos palyginti
i$skirtos biomasés koncentracija.
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3.7 pav. Biomasés koncentracija (g/1) 24 val, 48 val ir 72 val laiko momentais gliukozés, sacharozés, fruktozés,
laktozés, galaktozés, arabinozés ir ksilozés terpése

I$ gauty rezultaty matyti (3.7 pav.), jog didziausia biomasés koncentracija buvo gauta terpéje su fruktoze
(1,28 g/l) ir laktoze (1,61 g/1) po 48 val fermentacijos. Lyginant $iy anglies Saltiniy rezultatus po 24 val
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ir po 72 val iSskirtos biomasés koncentracijos buvo daugiau nei per pus mazesnés. Tuo tarpu
maziausiomis biomasés koncentracijomis pasizyméjo terpés su ksiloze ir gliukoze, kuriy vertés
atitinkamai kito nuo 0,216 g/l iki 0,306 g/l ir nuo 0,156 g/l iki 0,321 g/l. Sacharozés, galaktozés ir
arabinozés anglies Saltiniy terpése augusios Xanthomonas campestris bakterijos nepasizyméjo didele
biomasés koncentracija, kuri kito nuo 0,29 g/1 iki 0,55 g/1.
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3.8 pav. Biomasés koncentracija (g/1) po 24 val, 48 val ir 72 val fermentacijos cukranendriy cukraus, kokosy
palmiy ziedy cukraus, D-manitolio, D-sorbitolio, apelsiny, mandariny, citriny, avokady, meliony, obuoliy
zieveliy hidrolizaty, eritritolio bei ksilitolio terpése

Vertinant gautus rezultatus galime matyti (3.8 pav.), jog 8 i§ 13 alternatyviy anglies Saltiniy terpiy
auginamas ksantanas isskyré didele biomasés koncentracijg tik po 72 val fermentacijos. Palyginus, didelé
biomasés koncentracija buvo iSskirta terpése su: avokady zieveliy hidrolizatu (0,536 g/1), ksilitoliu (0,524
g/1), citrinos Zieveliy hidrolizatu (0,426 g/l). MaZiausios biomasés koncentracijos buvo gautos i§, meliony
ir obuoliy zieveliy hidrolizaty terpiy, kuriose koncentracijos kito atitinkamai nuo 0,236 g/l iki 0,263 g/I,
nuo 0,207 g/l iki 0,287 g/l ir nuo 0,127 g/l iki 0,310 g/l. Terpé su eritritoliu iSskirtinai pasizymejo
maziausia biomasés koncentracija po 72 val fermentacijos (0,151 g/l). Likusios nejvardintos terpés
nepasizyméjo iSskirtinai didele ar maza biomasés koncentracija.

Vertinant visy anglies Saltiniy terpése bakterijy iSskirtas biomasés koncentracijas, didziausios jos buvo
gautos laktozés, fruktozés, citriny ir avokady zieveliy hidrolizaty, ksilitolio terpése. Biomasés
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koncentracijas, lyginant su ksantano koncentracijomis tiek laktozés, tiek avokady ir citriny Zieveliy
hidrolizaty méginiai turéjo abiejy produkty dideles koncentracijas. Taip pat meliony ir obuoliy zieveliy
hidrolizaty bei eritritolio terpése augusios Xanthomonas campestris bakterijos atitiko teorija, jog esant
dideléms biomasés koncentracijoms bus gauta didelé ksantano koncentracija ir atvirk$¢iai. Palyginus
rezultatus po fermentacijos buvo iSskirti tiek ksantano, tiek biomasés labai mazi kiekiai. Taciau ksiloze,
eritritolis ir ksilitolis neatitiko $io principo. Ksilozés terp¢je augusiy bakterijy buvo iSskirta nemazai
ksantano, taiau i$ Sios terpés iSskirta biomasés koncentracija buvo viena i§ maziausiy. Atvirkstiné
situacija buvo stebima, kai bakterijos augo terpése su eritritoliu, ksilitoliu, i§ kuriy terpiy buvo gauta
nemaza biomasés koncentracija, taiau pagaminto ksantano koncentracijos buvo vienos i§ maZziausiy.

3.4. Redukciniy savybiy jvertinimas
3.4.1. Ksantano redukciniy savybiy jvertinimas

Komercinis ksantanas jprastai nepasizymi didelémis redukcinémis savybémis. Sio tyrimo metu buvo
siekiama nustatyti ar naudojant skirtingus ir alternatyvius anglies $altinius jmanoma pakeisti ksantano
redukcines savybes, kurios leisty padidinti ksantano panaudojimg. Didesnis pritaikomumas iSauginty dar
didesn¢ paklausg ir taip sukurty aukstesne ksantano pridéting vertg.

Tyrimas buvo atlickamas matuojant paruosty méginiy $viesos sugertj 700 nm bangos ilgyje. Gauti §viesos
sugerties rezultatai buvo lyginami tarpusavyje pagal principa, jog kuo didesné Sviesos sugertis tuo
didesnés redukcinés savybés.
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3.9 pav. Ksantano, i$skirto pritaikant skirtingus anglies Saltinius terpése ir komercinio ksantano redukcinés
savybés 700 nm bangos ilgyje

Gauti rezultatai rodo, jog bakterijos, augintos 8 i§ 20 tirty anglies Saltiniy terpiy, leidzia nustatyti
didesnémis redukcinémis savybémis pasizymintj ksantang, lyginant su komerciniu. Komercinio ksantano

42



sugertis yra 0,18. Didesnémis redukcinémis savybémis pasizyméjo ksantanas i$skirtas i§ galaktozés (0,32
A), arabinozeés (0,33 A), ksilozes (0,31 A), cukranendriy cukraus (0,32 A), kokosy palmiy ziedy cukraus
(0,33 A), D-manitolio (0,32 A), apelsiny zieveliy hidrolizato (0,30 A) ir mandariny zieveliy hidrolizato
(0,33 A) terpiy.

Ksantanas i§gautas, naudojant 5 i§ 20 tirty anglies Saltiniy, pasizyméty panaSiomis savybémis kaip Siuo
metu pramoniniu biidu gaminamas ksantanas. Gliukozés (0,147), sacharozés (0,142), fruktozés (0,143),
laktozes (0,153) ir ksilitolio (0,143) anglies Saltiniy terpése iSskirtas bioproduktas pasiZymejo artimy
verciy redukcinémis savybémis, kaip ir komercinis ksantanas.

Like 7 anglies Saltiniai ksantano redukcines savybes sumazino dar labiau negu jomis pasizyméjo
komercinis ksantanas. D-sorbitolio (0,124), celiuliozés (0,124), citriny zieveliy hidrolizato (0,098),
avokady zieveliy hidrolizato (0,110), meliony Zieveliy hidrolizato (0,067), obuoliy Zieveliy hidrolizato
(0,119) 1r eritritolio (0,119) anglies Saltiniy terpése i$skirtas produktas turéjo maZesnes vertes, palyginus
su komerciniu ksantanu.

Remiantis atliktu tyrimu 8 terpése auginamos Xanthomonas campestris bakterijos leisty padidinti
ksantano pritaikomuma ir sukurti aukstesné pridéting vertg. Taciau svarbu yra, jog naudojamas anglies
Saltinis taip pat leisty iSskirti ir optimalig ksantano koncentracijg. Palyginus abu veiksnius yra potencialiis
keli anglies Saltiniai: ksiloze, kokosy palmiy Ziedy cukrus ir D-manitolis. Kokosy palmiy Ziedy cukrus ir
D-manitolis yra alternatyvis anglies Saltiniai, kurie yra pigesni ir ne tik sukurty auksStesn¢ pridéting verte
dél stipresniy redukciniy savybiy, bet ir patj gamybos procesg padaryty ekonomiskesniu.

3.4.2. Redukciniy savybiy jvertinimas FRAP metodu

Ksantano redukciniy savybiy nustatymas yra svarbus norint jj placiau pritaikyti sveikatos srityje, maistui
konservuoti ir kt. Redukcinémis savybémis pasiZymintis ksantanas gali biiti kaip antioksidantas ir
neutralizuoti laisvuosius radikalus bei sumazinti oksidacinj stresg. Naudojant sveikatos srityje galéty
papildomai apsaugoti nuo oksidaciniy pazeidimy, kurie skatina veézinius, kraujagysliy bei létinius
susirgimus. Taip pat minétame maisto konservavime redukcinémis savybémis pasizymintis ksantanas
padéty iSvengti produkty oksidacijos, kuri sukelia nepageidaujama skonj.

Sio tyrimo metu buvo vertinamos redukcinés savybés ksantano, gauto i§ skirtingy anglies 3altiniy,
lyginant su komerciniu ksantanu. FRAP metodas paremtas Fe3* virsmu j Fe?* (melsva spalva) 593 nm
bangos ilgyje. Ksantano redukcinés savybés vertinamos pagal FeSO4 koncentracijg, kuri nustatoma
iSmatavus Sviesos sugert] ir koncentracija apskaiciavus pagal kalibracing kreive. Gautos FeSOa
koncentracijos lyginamos tarpusavyje pagal principa, jog kuo didesné FeSO4 koncentracija tuo didesnés
redukcinés savybés.
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3.10 pav. Kalibraciné kreivé su skirtingais FeSO4 x 7H20 kiekiais redukcinéms savybéms nustatyti FRAP
metodu
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3.11 pav. Ksantano, isskirto pritaikant skirtingus anglies Saltinius ir komercinio ksantano redukcinés savybés
pagal Fe?* koncentracija

Gauti rezultatai parodé (3.11 pav.), jog 17 i§ 20 tirty anglies Saltiniy leidzia bakterijoms iSskirti
didesnémis redukcinémis savybémis pasizymintj ksantang uz komercinj. DidZiausios redukcinés savybés
pagal FRAP metoda, buvo nustatytos sacharozés (6,526 umol/l), laktozés (6,714 umol/l) ir kokosy palmiy
ziedy cukraus (5,915 umol/l) terpése iSskirtam ksantanui.
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Mazesnémis redukcinémis savybémis pasizymintis ksantanas uz komercinj buvo i$skirtas 3 i§ 20 terpiy.
Maziausios redukcinés savybés buvo nustatytos galaktozés (0,188 umol/l), arabinozés (0,563 pmol/l) ir
ksilozés terpése (0,188 pmol/l).

Pagal atliktg tyrima, 17 terpiy leisty padidinti ksantano pritaikomuma ir sukurti aukstesne pridéting verte.

Ksantanas iSskirtas naudojant kokosy palmiy ziedy cukry pasizyméjo stipresnémis redukcinémis
savybémis abiejuose tyrimuose.

3.5.  Ksantano kokybés vertinimas

Siekiant jvertinti gauto ksantano kokybe, naudojant skirtingus anglies Saltinius, Vilniaus universiteto VU
Gyvybés moksly centro, Biotechnologijos institutas, atliko Furjé transformacijos infraraudonyjy
spinduliy (FT-IR) spektroskopija, atrinktiems méginiams. Jos principas paremtas molekuliy, kurios
sugeria tik tam tikrus infraraudonosios spinduliuotés daznius ir energija, atominiai virpesiai [62]. Sis

metodas daznai yra naudojamas cheminiy junginiy analizei dél savo tikslumo, naudojimo paprastumo ir
greicio.

FT-IR spektroskopijos metu buvo istirti ksantano, gauto i§ gliukozés, kokosy palmiy ziedy cukraus, D-
sorbitolio ir avokady Zieveliy hidrolizaty, méginiai. Jie buvo pasirinkti pagal didesnes i$skirtas ksantano
koncentracijas, lyginant su kitais anglies $altiniais. Ksantanas gautas naudojant gliukoze kaip anglies
Saltinj buvo pasirinktas dél jos naudojimo pramoninéje ksantano gamyboje. Jy spektrai lyginami su
literattiroje pateiktu komercinio ksantano spektru [63].
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3.14 pav. Ksantano, gauto naudojant kokosy palmiy ziedy cukry kaip anglies $altinj, FT-IR spektras
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3.15 pav. Ksantano, gauto naudojant D-sorbitolj kaip anglies Saltinj, FT-IR spektras
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3.16 pav. Ksantano, gauto naudojant avokady zieveliy hidrolizatg kaip anglies $altinj, FT-IR spektras

I$ gauty rezultaty matome, jog komercinio ksantano FT-IR spektre yra plati juosta ties 3400 cm™.
Tiriamuosiuose ksantano méginiuose naudojant gliukozés, kokosy palmiy ziedy cukraus, D-sorbitolio ir
avokady zieveliy hidrolizaty terpes buvo taip pat fiksuojamos placios juostos intervale 3270 cm — 3296
cm™. Si juosta rodo junginiuose esan¢ias hidroksilo (-OH) grupes. Trumpa juosta stebima intervale nuo
2950 iki 2800 cm™! rodo alifatiniy angliavandeniliy (C-H) buvima tiek komerciniame, tiek tiriamuosiuose
ksantano méginiuose. Visuose 4 tirtuose méginiuose taip pat buvo fiksuojamos israiSkingos juostos
intervale 1641 cm™ — 1648 cm™, kurios vaizduoja C=0 rysj piruvato struktiiroje ir acetilo struktiroje.
Juostos aplink 1100 cm™ - 1000 cm™ atitinkamai gali vaizduoti simetrinio karboksilato (-COO-) grupes
arba acetalio (CO-) grupes.

Bendrame vaizde komercinio ksantano FT-IR spektras ir ksantano, naudojant gliukozés, kokosy palmiy
ziedy cukraus, D-sorbitolio ir avokady Zieveliy hidrolizaty anglies Saltinius, FT-IR spektrai yra labai
panasiis. Tai leidzia spresti apie kity anglies Saltiniy tinkamumag ksantano gamybai i§laikant komercinio
ksantano struktiirg.

3.6. Ksantano panaudojimas
3.6.1. Ksantano ir Zelatinos hidrogelio plévelés susidarymas

2021 metais Piola B. ir Sabbatini M. savo tyrimuose apras¢ bandyma sukurti hidrogeli, kuris bty
tinkamas 3D biologinéms konstrukcijoms spausdinti [55]. Kuriamo hidrogelio pagrindg sudaré
suderinami natiiraliis polimerai — Zelatina ir ksantanas. Sios medZiagos buvo maiSomos skirtingu
procentiniu dydziu siekiant gauti optimaly santykj.

Pagal apraSyta tyrima, buvo siekta nustatyti ar i§ skirtingy anglies Saltiniy terpiy gautas ksantanas taip pat
galéty biiti panaudotas hidrogeliy gamybai. Pagal literattira, buvo pasirinkti 1,25 g Zelatinos ir 0,6 g
ksantano kiekiai, kurie i§tirpinus vandenyje ir sumaisius tarpusavyje suformavo klampy miginj. Sis
misinys buvo iSlietas | Petri lékstele ir paliekamas parai, jog biity galima jvertinti plévelés susidaryma.
Kontroliniu pavyzdziu buvo pasirinktas komercinis ksantanas. Tiriamaisiais méginiais buvo ksantanas,
gautas naudojant gliukozes ir avokady zieveliy hidrolizato anglies Saltiniy terpes.
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3.19 pav. Hidrogelio plévelés méginys — Zelatina 1,25 g ir ksantanas 0,6 g, i$skirtas i§ avokady zieveliy
hidrolizaty terpés

Atlikus tyrimg ir jvertinus Iéksteles buvo pastebéta, jog visose l€kstelése hidrogelio plévelés susiformavo.
Lyginant kontrolinio komercinio ksantano ir Zelatinos hidrogelj su tiriamaisiais meéginiais buvo pastebéta,
jog kontrolés plévelé buvo maZiausiai skaidri. Tuo tarpu méginiai su i$skirtu ksantanu 1§ gliukozeés ir
avokady zieveliy hidrolizaty terpiy buvo labai skaidris ir tolygts.

Gauti rezultatai parodé, jog 1§ skirtingy anglies Saltiniy i§gauto ksantano ir Zelatinos hidrogeliai gali
suformuoti pléveles. Tai galéty biiti tolimesniy tyrimy kryptis siekiant pritaikyti §iuos hidrogelius 3D
biologiniam spausdinimui.
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3.6.2. Ksantano kaip agaro pakaitalo jvertinimas brokoliy sékloms daiginti

2005 metais Babbar S. B. ir Jain R. aprasé tyrimg [56], kurio metu sieké pritaikyti ksantang vietoj agaro
bakterijoms ir grybams auginti mitybinése terpése. Sio tyrimo metu buvo gauta, jog gryby auginimas
terp¢je su ksantanu buvo intensyvesnis, lyginant mikroorganizmus, augintus terpéje su agaru [56].

Pagal mokslinj straipsnj, atliktas tyrimas, kurio metu buvo siekta pritaikyti ksantang brokoliy sékloms
daiginti. Buvo paruostos 2 skirtingos terpés: MS ir agaro, MS ir ksantano. Tyrimy rezultatai palyginti
vizualiai.

3.21 pav. MS ir 1% agaro terpé su pasodintomis brokoliy séklomis
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3.23 pav. MS ir 1% agaro terpé su sudygusiomis brokoliy séklomis

Pagal gautus rezultatus matome, jog MS terpéje tiek su 1% agaru, tiek su 1% ksantanu, brokoliy séklos sudygo.
Lyginant terpe su agaru (3.18 pav.) ir terpe su ksantanu (3.17 pav.) galime pastebéti, jog ksantanas ne tik tinkamas
agaro pakaitalas dél sekmingo sékly dygimo, bet ir gauti daigai pasizymeéjo vizualiai geresnémis savybémis.
Terpéje su ksantanu daiginti brokoliai turéjo veslesnius ir didesnius lapus.

D¢l Siy priezasCiy galime teigti, jog ksantanas yra tinkamas pakaitalas agarui brokoliy sékly daiginime.
Sioje srityje galimi tolimesni tyrimai, bandant pritaikyti ksantana sékly daiginimui, gauta panaudojant
skirtingus anglies Saltinius.

3.6.3. Chlorofilo A ir B bei karotinoidy koncentracijos nustatymas brokoliuose

MS terpés su ksantanu tinkamumas brokoliy sékly daiginimui papildomai buvo jvertintas nustatant
chlorofilo a ir b bei karotinoidy koncentracijas bei iSaugintuose daiguose. Tyrimas buvo atliktas
brokoliams, kurie buvo iSauginti MS ir agaro terpéje bei MS ir ksantano terpéje.

Metodas yra paremtas sugerties nustatymu spektrofotometru atitinkamuose bangos ilgiuose: 662 nm
(chlorofilo a), 644 nm (chlorofilo b) ir 441 nm (karotinoidai). Pigmenty Kiekis naudojantis formulémis
iSreikStos mg/100 g.
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Gauti rezultatai parodé, jog chlorofilo a koncentracija MS ir agaro terpéje daiginto brokolio (26,40
mg/100 g) yra Siek tiek aukstesné uz brokoliy daigus augusius MS ir ksantano terpéje (21,08 mg/100 g).
Chlorofilo b koncentracija taip pat buvo nustatyta didesné MS ir agaro terp¢je daiginto brokolio (10,93
mg/100 g) negu brokoliy augusiy MS ir ksantano terpéje (8,08 mg/100 g). Karotinoidy koncentracijos
skirtumas panasus kaip ir chlorofilo. MS ir agaro terpéje auginto brokolio - 9,84 mg/100g, MS ir ksantano
terpéje auginto brokolio - 7,86 mg/100g.

Taigi, 1§ gauty rezultaty galime spresti, jog nors vizualiai MS ir ksantano terpéje brokoliai iSaugo grazesni
ir veslesni, taciau pigmenty juose yra maziau lyginant su brokoliais daigintais jprastoje MS ir agaro
terpéje.
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4. Rekomendacijy dalis

Ksantano gamybai su Xanthomonas campestris bakterijomis rekomenduojama naudoti antriniy zaliavy
Saltinius: ksiloze, kokosy palmiy Ziedy cukry, avokady Zieveliy hidrolizata. Fermentacijos trukmé
neturéty virSyti 48 val, 0 temperatiira turéty bati palaikoma apie 37 °C. Viso proceso metu labai svarbus

stabilus maiSymas. Gamybos procesas gali buti atlickamas pagal Zemiau pateikta aparatiirine schema
(4.1 pav.)

Siekiant pakelti ksantano pridéting verte galimas redukciniy savybiy didinimas. Rekomenduojama
bakterijy mitybinei terpei naudoti kokosy palmiuy Ziedy cukry, kuris pasizyméjo didesnémis
redukcinémis savybémis uz komercinj ksantana, dviejy tyrimy metu. Taip pat §is substratas pasizymi ir
didele iSeiga, todé¢l tai biity optimali zaliava ksantano gamyboje.

Rekomenduojami papildomi tyrimai su laktoze ir galaktoze, kuriy terpése augusios bakterijos iSskyré
didesnes ksantano koncentracijas lyginant su literatiiros 3altiniais. Siuos junginius turintys substratai
daznai nepasizymi didele iSeiga dél Xanthomonas campestris esancios beta-galaktozidazés, kuri slopina
ksantano iSskyrimg terpése su vieninteliu laktozés Saltiniu.

Platesniam ksantano pritaikymui rekomenduojami tolimesni tyrimai. Reikalingas ksantano ir Zelatinos
hidrogeliy tyrimas, kurio metu biity galima patikrinti ar tai yra tinkama kompozicija 3D biospausdinimui
ir naudojimui sveikatos srityje zaizdoms gydyti. Ksantano kaip agaro pakaitalo terpés turéty biiti istirtos
su didesniu kiekiu ksantano méginiy.
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4.1 lentelé. Ksantano gamybos aparatiirinés schemos zyméjimy reikSmés

Zyméjimas Irengimo pavadinimas
OF-1 Oro filtras

IF-1 Inokuliato fermentatorius
T-1 Zaliavy tiekimo talpa
$-1,S-2,5-3,S-4,S-5,S-6, | Siurblys

S-7,5-8

F-1,F-2 Fermentatorius

P-1 Pasterizatorius

cC-1,C-2 Centrifuga

D-1 Distiliatorius

TSR-1 Tirpalo surinkimo rezervuaras
ASR -1 Atlieky surinkimo rezervuaras
AR-1 Alkoholio rezervuaras

PR-1 Praplovimo rezervuaras
PD-1 Purks$tuviné dziovykla

M-1 Maliinas

Atlikus tyrimus ir jvertinus bei iSanalizavus gautus rezultatus, remiantis Lopes B. M. ir kt. [14] pateiktu
ksantano gamybos aprasymu, rekomenduojama taikyti pateikta aparatiiring gamybos schema (4.1 pav.) |
inokuliato fermentatoriy IF — 1 yra tickiama padauginty Xanthomonas campestris bakterijy kultiira bei
skysta YDP terpé. Fermentatoriuje rekomenduojama palaikyti 37 °C temperatiirg ir nuolatinj maiSyma.
Paruostas inokuliatas bei sumaiSytas substratas su maistinémis medziagomis T - 1 yra tiekiami iScentriniu
siurbliu S — 1 ir S — 2 j fermentatorius F — 1, F — 2. Taip pat | juos pro oro filtrg OF — 1 tiekiamas
aerobinéms bakterijoms reikalingas oras. Fermentacija rekomenduojama vykdyti 48 val palaikant 37 °C
temperatiirg ir nuolatinj maiSyma. Po fermentacijos iScentriniu siurbliu S — 3 terpé su bakterijomis yra
transportuojamos j pasterizatoriy P — 1 ir pasterizuojamos 5 min 90 °C temperatiroje [61]. Po
pasterizacijos iScentriniu siurbliu S — 4 vyksta terpés su bakterijomis transportavimas j centrifugg C — 1,
kurioje yra atskiriama Igsteliy biomasé taikant 9000 aps./min greitj. Gauta lasteliy biomasé pasalinama j
atlieky surinkimo talpg ASR — 1. Likusi skystoji terpé iScentriniu siurbliu S — 5 yra tiekiama j nusodinimo
rezervuarg NR — 1, kuriame palaikoma 25 °C temperatira. | §j rezervuarg papildomai yra tiekiamas NaCl
ir iScentriniu siurbliu S — 7 izopropanolis i§ distiliatoriaus D — 1. Po ksantano nusodinimo misinys
transportuojamas ] centrifugg C — 2. Joje atskiriamas ksantanas nuo tirpiklio atlieky, kurios yra Salinamos
iScentriniu siurbliu S — 8 j tirpalo surinkimo rezervuarg. Atskirta ksantano dalis yra perkeliama j
praplovimo rezervuarg PR — 1. Po praplovimo ksantanas yra dZiovinamas purkStuvingje dziovykloje PD
— 1 ir smulkinamas j miltelius maline M — 1. Gautas produktas supakuojamas ir transportuojamas
klientams.
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ISvados

Ksantano gamybai su Xanthomonas campestris bakterijomis buvo iSbandyta 20 skirtingy
substraty. Jvertinus iSskirto ksantano koncentracijas didziausia iSeiga pasizyméjo bakterijos,
augusios laktozés terpéje po 72 val fermentacijos (25,63 g/1), ksilozés terpéje po 24 val (27,20
g/l), kokosy palmiy ziedy cukraus terpéje po 48 val (26,37 g/l), avokady Zieveliy hidrolizato
terpéje po 24 val (26,11 all) fermentacijos.
Ivertinus biomaseés koncentracijg buvo pastebéta, jog didziausios buvo gautos laktozes (1,61 g/l),
fruktozés (1,28 g/l), citriny (0,426 g/1) ir avokady zieveliy hidrolizaty (0,536 g/1), ksilitolio (0,524
g/l) terpése. O biomasés koncentracijas, lyginant su ksantano koncentracijomis tiek laktozés, tiek
avokady ir citriny zieveliy hidrolizaty méginiai turéjo dideles abiejy produkty koncentracijas.

I$ 20 tirty skirtingy anglies Saltiniy 13 yra priskiriami antrinéms zaliavoms. Palyginus pramonéje
naudojamus anglies Saltinius (gliukoze - 23,43 g/l) su antriniais anglies Saltiniais (kokosy palmiy
ziedy cukrus - 26,37 g/1), galima pastebéti, jog antriniai anglies $altiniai pasizyméjo panasia arba
didesne ksantano iseiga.

Optimizuojant ksantano i$skyrima, geriausi iSeigos rezultatai ir didZiausios redukcinés savybés
buvo gautos, naudojant kokosy palmiy ziedy cukraus anglies Saltinj (26,37 g/I). Taikant 48 val
fermentacija, 37 °C temperatiirg ir nuolatinj mai§yma, i§skyrimui naudojant tirpiklj - izopropanol;.
Pagal atlikta FT-IR spektroskoping analiz¢ Sis ksantanas beveik nesiskyré nuo komercinio
ksantano.

IStyrus ksantano, gauto i§ skirtingy anglies $altiniy, antioksidacines savybes buvo nustatyta, jog
didZiausiomis redukcinémis savybémis pasizyméjo ksantanas iSskirtas i§ galaktozés (0,32 A),
arabinozés (0,33 A), ksilozés (0,31 A), cukranendriy cukraus (0,32 A), kokosy palmiy ziedy
cukraus (0,33 A), D-manitolio (0,32 A), apelsiny zieveliy hidrolizato (0,30 A) ir mandariny
zieveliy hidrolizato (0,33 A) terpiy. FRAP metodu tirtuose meéginiuose didziausiomis
redukcinémis savybémis pasizyméjo sacharozés (6,526 umol/l), laktozés (6,714 pmol/l) ir kokosy
palmiy ziedy cukraus (5,915 pmol/l) terpése i$skirtas ksantanas.

Tyrimy metu ksantanas buvo sékmingai pritaikytas hidrogeliy kompozicijai su Zelatina, bei kaip
agaro pakaitalas brokoliy sékloms daiginti.
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