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SANTRAUKA

Darbo metu buvo siekta i$siaiSkinti optimalias biopolimery iSgavimo sglygas i$ bakteriniy
lasteliy. Augintos Xanthomonas campestris ir Azotobacter vinelandii bakterijy biomasés. Norint
jvertinti ksantano ir alginato gavimo proceso salygas, prie kuriy biopolimery i$skyrimas biity
optimalus, buvo atlikti tyrimai su skirtingais anglies $altiniais, fenolinémis rtigstimis, skirtingais
azoto Saltiniais, antioksidacinis aktyvumas, DPPH slopinimo tyrimas. Darbe pateikiama

ksantano, i§ Xanthomonas campestris bakterijy, iSskyrimo proceso aparattriné schema.

Enuksonaite, Lina. OPTIMIZATION OF BIOPOLYMERS PRODUCTION BY BACTERIAL
CELLS: Master's thesis in industrial biotechnology/ supervisor assoc. prof. Ilona Jonuskiené.
The Faculty of Chemical Technology, Kaunas University of Technology.

Research area and field: Biotechnology, Technological sciences
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SUMMARY

The purpose of this thesis was to find optimal conditions for biopolymers synthesis by
bacterial cells. Xanthomonas campestris and Azotobacter vinelandii bacteria biomass were
cultured. Optimal conditions for alginate and xanthan synthesis using different carbon sources,
phenolic acids, nitrogen sources were examined. Also antioxidant activity, DPPH inhibition was
determined. The principal flowsheet for xanthan production from Xanthomonas campestris is

presented in this thesis.



SANTRUMPOS

FDA - Jungtiniy Amerikos Valstijy Maisto ir vaisty administracija;

DMSO — dimetilsulfoksidas;

DPPH - 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas;

YM - terpé (gliukozé — 3,0 g/L, peptonas — 3,0 g/L, mieliy ekstraktas - 3,0 g/L, agaras
—20 g/L, pH=7);

YM-T — terpé (gliukozé — 12 g/L, peptonas — 2,5 g/L, mieliy ekstraktas — 2,5 g/L,
(NHs)HPO4— 1,5 g/L, KoHPO4—2,5g/L, MgSO4 - 0,05 g/L, Ph=7);

NRP — terpé (gliukozé — 20 g/L, sacharozé — 20 g/L, peptonas — 2 g/L, MgSO4-7H20 — 2
g/L, NHsNOs - 1,5 g/L, KoHPO4—1,2 g/L, CaCl,—0,03 g/L, pH=7,2).



IVADAS

I$ bakterijy iSskiriami biopolimerai yra vis dazniau naudojami jvairiose pramoneés srityse.
Jie yra naudojami farmacijoje, maisto, tekstilés, kosmetikos, popieriaus, dazy, naftos pramongje.
Biopolimerai iSsiskiria jvairiomis savo savybémis, kurios plecia jy panaudojimo galimybes. Taip
pat Sie polimerai tampa vis populiaresni dél savo i§gavimo budo.

Vieni i§ biopolimery, kuriy panaudojimo galimybés sparciai pleCiasi yra ksantanas ir
alginatai. Sie bioplimerai yra gaunami naudojant Azotobacter vinelandii (alginatams) ir
Xanthomonas campestris (ksantanui) bakterijas.

Alginatai yra polisacharidai sudaryti i§ jvairiais santykiais sujungty p — D- manurono
rugsties (M) ir jos C — 5 epimero — a — L- gulurono (G). Alginaty i§skyrimui optimizuoti yra
naudojamos skirtingos terpés. Norint pagerinti i§skyrimo rezultatus yra tiriama skirtingy anglies
ir azoto saltiniy jtaka iSgaunamo alginato koncentracijai. Taip pat iStiriamas nesunaudoty
angliavandeniy kiekis fermentacijos terpése.

Ksantanas — heteropolisacharidas, sudarytas 1§ pentasacharidy vienety, kuriuose yra du
gliukozes, du manozes ir vienas gliukurono riigSties struktiiriniai vienetai. Ksantano isskyrimo
optimizavimui taip pat yra naudojamos skirtingos terpés, skirtingi anglies Saltiniai ir skirtingos jy
koncentracijos. Taip pat pagerinti i§skyrima naudoti skirtingi tirpikliai.

Atradus kuo optimalesnes biopolimery gamybos salygas ir metodus, biopolimerai tapty
lengviau pritaikomi dél gamybos kainy sumazéjimo ir trumpesnio i§gavimo laiko, lengvesnio
apdirbimo.

Darbo tikslas yra optimizuoti biopolimery (ksantano ir alginato) gamyba.

Siam tikslui pasiekti buvo keliami §ie uzdaviniai:

e Jvertinti Azotobacter vinelandii ir Xanthomonas campestris bakterijy augima
Jvairiose maitinamosiose terpése.

e Optimizuoti alginato isskyrimg naudojant fenolines ragstis, skirtingus azoto
Saltinius, palyginti i$siskyrusio alginato kiekius.

o Nustatyti likusiy angliavandeniy kiekj gautame alginate.

e Optimizuoti ksantano iSskyrima naudojant skirtingus anglies Saltinius, jvertinti
ksantano antioksidacines savybes;

e [vertinti tirpikliy jtaka iSskiriamo ksantano kiekiui;

e Sudaryti ksantano gamybos principing technologing schema.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Biopolimerai i§skiriami i§ bakteriju

Naujausi biosintezés tyrimai atvéré naujas galimybes biopolimery, i§gaunamy i§ bakterijy,
sintezei. Per pastarajj deSimtmetj buvo atliekami molekuliniy biopolimery sintezés mechanizmy
ir reguliavimo procesy tyrimai. Sios Zinios lémé bakterijy, kurios gali gaminti ne tik
biopolimerus, bet ir modifikuotus nenattiralius polimerus, pridétinés vertés bei platesniy
naudojimo galimybiy pritaikyma. Siekiama, kad iSgaunamy bioplimery gamyba bity
ekonomiskai naudinga, o atitinkamo biopolimero gamybos sgnaudos biity mazZesnés uz
sugeneruojamg pelng [1].

Bakterijos sugeba paversti skirtingus anglies $altinius | jvairiausiy savybiy ir cheminés
sudéties biopolimerus. Lastelés viduje gali buti sintetinami keliy ri§iy polimerai, taciau lastelés
iSoréje sintetinamy biopolimery kiekis yra didesnis. Bakterijy sintetinami polimerai skirstomi j
keturias pagrindines klases: polisacharidus, poliesterius, poliamidus ir neorganinius
polianhidridus (polifosfatus). Sie polimerai turi jvairias biologines funkcijas. Jie naudojami kaip
rezervinés medziagos ar apsauginés iSoriniy lgsteliy struktiiry dalys, kurios apsaugo nuo
nepalankiy salygy [1].

Keli i$ bakterijy iSgaunami polimerai yra gaminami vidutine ar didele gamybos apimtimi
(nuo 2000 iki 100000 tony dekstrano ir ksantano per metus). Svarbus rodiklis lyginant
polimerus gautus i§ bakterijy ir 1§ neatsinaujinan¢iy gamtos Saltiniy yra jy gamybos sgnaudos.
Biopolimerai, kilg i§ bakterijy ar atsinaujinanéiy gamtiniy iStekliy yra pranasesni dél savo tvariy
gamybos istekliy, biologinio skaidumo. Biopolimerai, pateke | aplinkg, kurioje yra
mikroorganizmy (dirvozemis, vanduo), visiskai degraduoja iki vandens ir anglies dvideginio.

Biopolimery netoksiskos sudedamosios dalys lemia ju auks$ta biosuderinamuma. Sis
suderinamumas yra naudingas medicininiuose procesuose (audiniy inzinerijoje, Zaizdy gydyme,

veikliyjy medziagy pernesime), kuriy metu biopolimerai yra naudojami kaip matricos [1].

1.2 Azotobacter vinelandii apibiidinimas

Azotobacter vinelandii yra Azotobacter genties bakterija. Bakterijos yra lazdelés formos,
gali bati vienos, grandinélése ar bakterijy gumuléliuose. Gramneigiamos, aerobinés — augimui ir

dauginimuisi reikalaujancios deguonies. Jas galima rasti dirvozemyje ar gélame vandenyje. Kai



kurios Azotobacter bakterijy grupés juda pasitelkdamos kiinelio gale esantj ziuzelj, gamina
pigmentus, kurie nudazo dirvozemj geltona, zalia, raudona, violetine ar rusva spalva [2].

Lyginant su kitomis bakterijomis Azotobacter yra gana didelés. Sios bakterijos gali bati
beveik tokio pac¢io dydzio kaip mieliy lastelés - apie 2- 4 um diametro [2].

Azotobacter turi keleta savybiy, kurios padeda joms iSgyventi atSiauriomis salygomis [2].
Azotobacter nesuformuoja endospory, tac¢iau suformuoja cistas (zr. 1.1 pav.), kurios apsaugo nuo
dehidratacijos, cheminiy ir fiziniy poveikiu, ultravioletinés ir jonizuojan¢ios spinduliuotés. Sios
cistos néra atsparios aukStoms temperatiiroms. Cistos biisenoje bakterijos nefiksuoja azoto. Cisty
dydis apie 3 pwm [3]. Prisitaikyti prie aplinkos salygy padeda gleiviy pavidalo medziaga, Kuri
pasiskirsto aplink bakterijg ir i§laiko vandenj [2].

Bakterijos auga 20 — 30 °C laipsniy temperatiiroje, pH 7,0 — 7,5 aplinkoje. Jos gali augti

naudojant jvairius angliavandenius, alkoholius ir organines rugstis, karbamida, nitratus.

1.1 pav. Susidariusios Azotobacter cistos

A. vinelandii - azotg fiksuojancios bakterijos. Kadangi deguonis slopina nitrogenazés
fermenta, tai bakterijy tikslas yra metabolizmo metu fiksuoti deguonj. Nitrogenazé yra
apsaugoma dviem budais: 1. Deguonis sulaikomas Iastelés pavirSiuje; 2. Jei nepavyksta
deguonies sulaikyti lastelés pavirSiuje, tada vyksta reakcija, kurios metu yra panaudojama dalis

nitrogenazes, kuri sureaguoty su deguonimi ir apsaugoty likusig neaktyvintos nitrogenazes dalj

[4].
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1.3 Alginatai i§ dumbliy ir bakterijy

Alginatai pirma kartg buvo atrasti rudyjy dumbliy sudétyje. Nuo pat jy atradimo jie tapo
svarbiu produktu. I$ rudyjy dumbliy iSgauti alginatai turi skirtingas struktiiras, kurias lemia
sezoniSkumas ir aplinkos poky¢iai [5].

Iki $iol zinomos tik dvi bakterijy gentys, kurios gamina alginatus — Pseudomonas ir
Azotobacter. Abi Sios gentys alginatus i$skiria polisacharidy pavidalu vegetatyvinéje augimo
fazéje [5].

Alginaty, kurie buvo isskirti i§ bakterijy ir i§ dumbliy, biologinés savybés skiriasi.
Ruduosiuose dumbliuose alginatai yra struktiirg palaikantys komponentai. Tarplastelinis alginaty
matriksas suteikia dumbliams mechaninio stiprumo ir lankstumo (panaSiai kaip pektinai
auksStesnés klasés augaluose) [5].

Bakterijose alginatai atlieka jvairesnes funkcijas. Gramneigiamose dirvozemio bakterijose
Azotobacter vinelandii alginatai supa kapsule, dél kurios bakterijos neiSdzitsta. Kitos alginatus

gaminancios bakterijos — Pseudomonas aeruginosa isskiria alginatus gleiviy pavidalu [6].

1.4 Alginaty struktira

Alginatai yra polisacharidai sudaryti i$ jvairiais santykiais 1,4 — jungtimis sujungty p — D-

manurono ragsties (M) ir jos C — 5 epimero — a.— L- gulurono (G) [6].

coo- OH

HC"*A.--"J\\\_,#;G\/\ﬁT / xo}fﬁi\ OH f/
coo- OH
\/
Coo-
M M G G

1.2 pav. Chemin¢ alginaty struktiira. M — manuronaty, G — guluronaty struktaros [6]

Skirtingas monomery proporcijas ir iSsidéstyma struktiiroje turintys alginatai pasizymi
skirtingomis cheminémis ir fizikinémis savybémis [6]. Alginaty struktiiroje gali vyrauti tiek G,
tieck M blokai, tiek jy kompleksai — MG. G blokai yra svarbis dél savo galimybiy sudaryti gelius
reaguojant su Ca?*/H* jonais Zemoje temperatiiroje [7]. Tie polisacharidai, kuriy struktiiroje yra
daugiau G elementy, intensyviau sujungia dvivalencius katijonus, to pasekoje susidarg geliai

biina standesni [6]. MG blokai lemia polisacharidy grandinés lankstuma, tirpaly klampuma [7].
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1.5 Fizikiniai parametrai, turintys jtakos alginaty iSgavimui

Tyrimy metu kolbos su auginama bakterijy kultira buvo inkubuojamos skirtingose
temperatirose (nuo 25 iki 45 °C) ir skirtingus laiko intervalus (nuo 10 iki 120 val.). Geriausi
rezultatai buvo gauti, kai inkubacijos laikotarpis buvo 110 val., o temperatira 30 °C. Siuos
rezultatus 1émé tai, jog bakterijos yra jautrios temperatiiros pokyc¢iams ir aukstoje temperattiroje
sutrikdomas bakterijy metabolizmas [8].

Bakterijy augimas ir alginaty gavyba priklauso nuo terpés pH. Tiriant skirtingas augimo
terpés pH vertes buvo pastebéta, jog esant pH 7,0 gaunama didZiausia alginaty koncentracija. pH
ver¢iy pokyciai lemia sumazéjusia alginaty koncentracija, kas parodo, jog bakterijos yra jautrios
pH poky¢iams [9].

Tinkamas maiSymo greitis yra svarbus tinkamam oro padavimui ir terpés komponenty
pasiskirstymui. Greitis priklauso nuo mikroorganizmy ir fermentacijos terpés sudeéties. Tyrimy
metu buvo nustatyta, kad didziausias kiekis alginaty buvo gautas, kai terpés maiSymo greitis
buvo 200 apm. Naudojamas intensyvesnis mai§ymas mazina alginaty koncentracija, nes
bakterijy sienelés gali biiti pazeidziamos. Naudojant mazesni nei 200 rpm greit] alginaty

koncentracija taip pat yra maza, nes terpés elementai tinkamai nei§maisomi [10].

1.6 Alginaty biosintezé

Pirmosios alginaty biosintezés, kurios metu alginatai buvo iSskiriami 1§ bakterijy, metu
buvo naudojamos bakterijos A. vinelandii. Biosintezés modelis buvo suskirstytas j keturias dalis:
1. Pirmtako sintezé; 2. Polimerizacija ir citoplazminés membranos transformacija; 3.

Periplazminé transformacija ir modifikacija; 4. ISskyrimas per iSoring membrang [11].

12
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1.3 pav. Bakterinés alginaty biosintezés schema

Pirmtako sintezés procesa sudaro penki etapai. BVP — manuro rigsties sintezé vyksta
bakterijy lasteliy citozolyje. Sioje biosintezéje tiesiogiai dalyvauja trijy rusiy fermentai.
Bakterijose anglies Saltinis yra oksiduojamas j acetil-Coa, kuris patenka j TCA cikla, kuriame
gliukogenezés metu i§ oksalacetato gaunamas fruktozés-6-fosfatas. Jis, veikiant fosfomanozés
izomerazei (AlgA), paveriamas | manozés-6-fosfata, o toliau, veikiant fosfomanomutazei
(AlgC), manozés-6-fosfatas paveréiamas j manozés-1-fosfatg. Tolesniame etape GMP ir AlgA
fermentai manozés-1-fosfata paver¢ia | GDP-manozg¢. Reakcijoje fermentai yra linke sukti
reakcijg atgal, taCiau guanozino-difosfomanosés dehidrogenaz¢ veiksmingai paSalina GDP
manozg ir reakcija baigiasi i§gavus GDP—manuronatg. Tarpininkaujant AlgD, GDP—manuronatas
yra negriztamai oksiduojamas iki BVP—manurono riigsties — pirmtako [11].

Antrajame alginaty biosintezés etape pirmtakas yra transportuojamas j citoplazming
membrang, kur yra polimerizuojamas iki polimanuronato. Tyrimy metu buvo pastebéta, jog
lasteliy citoplazmos membranoje, periplazmoje ir iSorinéje membranoje yra aktyviy alginaty
polimeraziy, kurios kartu su baltymy neSé¢jy kompleksais, citoplazminés membranos ir

periplazmos baltymais transportuoja pirmtaka j citoplazming membrang [11].
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Trecio etapo metu vyksta periplazminé trasformacija ir modifikacija. Kadangi alginaty
savybés labiausiai priklauso nuo jy struktiiros, tai Sio etapo metu vyksta svarbus gulurono ir
manurono rags¢iy pasiskirstymas alginate. Bakterijy gaminamy alginaty modifikacijos vyksta tik
periplazmoje [11].

Alginaty iSskyrimas per iSoring membrang pirmg karta buvo aprasytas 1990 m. ir
prilygintas P. aeruginosa iSorinés membranos gleivéms. Naudojant biocheminius ir
elektrofiziologinius tyrimus buvo nustatyta, kad alginatai iSskiriami pro anijonus atskirianéias

poras iSorinéje lastelés sieneléje [11].

1.7 Alginaty panaudojimas

Alginatai placiai naudojami kaip tirstikliai, stabilizatoriai, emulsikliai ir gelio struktiirg
suteikiantys agentai. Sios alginaty savybés yra panaudojamos maisto, tekstilés, popieriaus

pramonése ir farmacijoje [12].

1.7.1 Alginaty panaudojimas farmacijoje

Alginatai farmacijoje naudojami kaip tirStikliai, stabilizavimo agentai. D¢l Siy savybiy
alginatai naudingi kuriant naujas vaisty atpalaidavimo sistemas. Alginaty hidrogeliy
panaudojimas vaisty perneSimo sistemose sparciai pleciasi [13].

Mazamolekuliniy cheminiy vaisty perneSime yra svarbus alginato ir vaisto cheminés
jungties stiprumas, per kurig galima valdyti vaisty atsiskyrimg. Geliy nanoporos yra apie 5 nm
dydzio. D¢l Sios priezasties maZos molekulés i§ gelio pasiSalina greiciau. Kaip pavyzdys gali biiti
flurbiprofeno issiskyrimas i§ dalinai oksiduoto skersiniais rySiais susijungusio gelio. Galutinai
flurbiprofenas i§ gelio issiskiria per 1,5 val. Jeigu siekiama ilgesnio iSsiskyrimo laiko yra
naudojami granuliy pavidalg jgave oksiduoti kalcio jony ir adipo riigSties hidrazido alginaty
junginiai [14].

Alginaty geliai naudojami pernesti baltymy pagrindo vaistines medziagas. PernaSos metu
baltymy molekulés lieka nepaZzeistos, j gelius baltymai jkomponuojami labai Svelniomis
saglygomis. Tokiu biidu baltymai apsaugomi nuo denattracijos [15].

Zaizdos padengtos alginatais yra apsaugomos nuo patogeny, bakterijy ir kity

mikroorganizmy, kurie galéty sukelti uzdegima. Taip pat Sis sluoksnis neleidzia zaizdai isdziati,
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zaizda gyja be audiniy surandé¢jimo. Pridejus i $i geli sidabro jony, gaunamas antimikrobinis
preparatas, turintis antioksidacinj poveikj [16].

Alginatai naudojami kaip priemoné pernesti ne tik baltymus, taciau ir jvairaus pobiidzio
lasteles | pageidautinas organizmo vietas. Si alginaty savybé lemia spartesnj audiniy
regeneravimg. Lastelés atsilaisvinimas i§ gelio priklauso nuo jos dydzio. Atsilaisvinimas i§ gelio
gali jvykti jam irstant, difuzijos buidu ar atsiskiriant i§ gelio pory [17].

Alginato geliai padeda naujy kraujagysliy formavimuisi. Geliai lokalizuotai iSlaiko
heparina, kuris veikia kaip antikoaguliantas. Sios procediiros metu alginaty geliai j§virk§¢iami
tiesiai ] raumens audinj, kuriame siekiama atkurti kraujotaka. Vyksta 14 — os dieny procesas,
kurio metu gaminasi endotelis, leidziantis susiformuoti naujiems kraujotakos kapiliarams. Taip
yra uzkertamas kelias audiniy iSemijai [18].

Geliai yra naudojami osteoindukciniy ir kaulus formuojanciy lasteliy pernasai j lazusiy
kauly vietas. Alginatai yra tinkami S§iam procesui dél gebéjimo uzpildyti jvairiy formy
pazeidimus ir dél lengvo aktyviyjy medziagy ir geliy sukibimo bei atpalaidavimo. Buvo atlikti in
vivo tyrimai, kuriy metu Ziurkiy osteoblastai buvo jterpti j peliy organizmus. [terpimui naudoti
alginaty ir medziagos turin¢ios fibronektino junginiai. Sio tyrimo metu peliy organizmuose
alginaty junginiai pradéjo formuoti ,ploksteles”, kurios gali buti panaudojamos naujoms

kaulinéms strukttiroms susidaryti [19].

1.7.2 Alginaty panaudojimas maisto pramonéje

Maisto pramongje alginatai naudojami kaip gelio struktirg suteikiantys agentai. Gelinés
struktiiros stiprumas ir tankumas gali biiti reguliuojami keic¢iant Ca?* ir H koncentracija. Daznai
alginatai yra naudojami perdirbty maisto gaminiy gamyboje [20].

Alginatai naudojami kaip tirStikliai, stabilizatoriai, emulsikliai jvairiuose dzemuose,
marmeladuose, vaisiy tyrése. Alginaty ir pektino miSiniai yra termiskai patvariis junginiai ir
suteikia produktams klampa. Tokiy junginiy naudojimas yra paplitgs gaminant mazo
kaloringumo apdirbtus produktus [20].

Dél savo stabilumo esant aukstai temperatiirai ir zemam pH, alginatai naudojami kaip
stabilizatoriai kepyklose naudojamiems kremams. Siems kremams alginatai neleidZia suskystéti,
pavandenyti. Alginatai stabilizuoja valgomuosius ledus, neleidzia juose atsirasti vandens
kristalams [20].
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1.7.3 Alginaty panaudojimas pléveléms

Greitai suyrantys ir netoksiski maisto produkty jpakavimai yra sparciai besiplecianti
technologijy dalis. Alginaty plévelés suteikia gaminiams stabiluma, apsauga, pailgina galiojimo
laikg. Natrio alginato plévelé pasizymi dideliu elastingumu, lankstumu, atsparumu pazeidimams,
nepralaidumu aliejams, pralaidumu vandeniui ir deguoniui. Sios maistinés plévelés gali biti
panaudojamos placiame maisto produkty spektre. Plévelése jkomponuoti antimikrobiniai agentai
sukuria efektyvy barjera mikrobiniam mésos, darzoviy, zuvies uzterStumui. Pakuotes i§ alginaty
pléveliy galima formuoti Zemoje temperatiiroje. Taip apsaugomi produktai ir antimikrobiniai

plévelés agentai, kurie jautriis aukstai temperatarai [21].

1.8 Ksantanas

Ksantanas yra natiiralus polisacharidas ir svarbus pramoninis biopolimeras. Ksantana,
gamina bakterijos Xantomonas campestris. Jis jdémiai tiriamas dél savo savybiy, kurios leisty
praplésti natiiraliy ir sintetiniy gumy panaudojimg ir gamyba [22].

Ksantanas — heteropolisacharidas, sudarytas 1§ pentasacharidy vienety, kuriuose yra du
gliukozés, du manozés ir vienas gliukurono riigSties struktiriniai vienetai. Molinis $iy vienety
santykis yra 2.8:2.0:2.0. Pagrindiné ksantano grandiné yra sudaryta i§ p—D - gliukozés sujungtos
1 ir 4 padétyse. Pagrindinés grandinés struktiira yra identiska celiuliozés grandinei. Trisacharido
grandiné sudaryta i§ D - glukurono riigsties vieneto, kuris yra tarp dviejy D — manozés vienety,
prijungty O - 3 padétyje, kiekvienoje gliukozés dalyje. VidutiniSkai pus¢je D — manoziy vienety
yra piruvo riigSties likutis. D — manozés vienetas su pagrindine grandine sujungtas acetil
grupémis O — 6 pozicijose. Acetato ir piruvo riig§ciy buvimas lemia polisacharido anijoniSkuma
[23].

Trisacharidai yra iSsidéste netoli pagrindinio polimero struktiiros ,,kamieno*. Gauta standi
grandiné gali bati vienguba, dviguba, triguba. Sios grandinés jungiasi su kitomis polimery
molekulémis ir sudaro kompleksus. Molekulinis ksantano svoris priklauso nuo grandiniy
susijungimo, kompleksy susidarymo, atskiry grandiniy. Taip pat molekulinj svorj lemia ksantano

fermentacijos ir produkcijos salygos [24].
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1.4 pav. Ksantano strukttriné formulé

Ksantano biosintezés metu gali kisti ne tik acetiliniy junginiy ir piruvato kiekis, taiau ir
$iy struktiiriniy vienety padétys. Siuos poky¢ius lemia pakitusios fermentacijos salygos [24].

Ksantano toksiSkumas ir saugumas yra intensyviai nagrinéjami. Ksantanas yra netoksiskas,
neskatina augimo, yra nekeliantis jautrumo, nekelia odos suerzinimo ir akiy sudirgimo. Sie
pozymiai lémé, kad ksantanas buvo pripazintas saugiu Jungtiniy Amerikos Valstijy Maisto ir
vaisty administracijos (FDA), kaip saugus naudoti farmacijoje ir maisto pramonéje. Taip pat
nebuvo nustatyta specialiy naudojimo kiekiy apribojimy [25].

D¢l savo gebéjimo stabilizuoti emulsijas, stabilumo jvairiose temperatiirose,
suderinamumo su maisto ingredientais, pseudoreologiniy savybiy, ksantanas yra naudojamas
maisto produktuose [26].

Kaip dispersinis agentas ir emulsijy ir suspensijy stabilizatorius ksantanas naudojamas
kosmetikoje, agrokultiiriniuose produktuose, tekstilés spausdinimo pastose, keramikos glaztrose,

rudziy naikikliuose [26].

1.9 Xanthomonas campestris apibtidinimas

Xanthomonas campestris - Pseudomonaceae Seimos bakterijos. Visi $ios Seimos
mikroorganizmai pasizymi patogeninémis savybémis. Sios bakterijos gali uzkrésti augalus
(kopustus, pupeles, paprikas) [27]. Xanthomonas campestris isskiria polisacharidg — ksantang
[28]. Bakterijos yra aerobinés, Gramneigiamos, jy kamienas yra zinomas dél savo sukeliamy
juody puviniy ir patamséjimy ant augaly lapy ir stieby (zr. 1.5 pav.).
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Sios bakterijos yra mezofilinés, optimali ju augimo temperatira yra 25 — 30 °C,

zemesnéje negu 10 °C jos tampa nebeaktyvios [29].

1.5 pav. Xanthomonas campestris sukelti lapo pakitimai

Bakterijos yra lazdelés formos 0,4 — 0,7 um plocio ir 0,7 - 1,8 um ilgio (Zr. 1.6 pav.). Jos
turi sidilines struktiiras, kurios yra labai jautrios aplinkai ir yra atsakingos uz bakterijos patogeny
perdavimg per augalo lasteliy pavirSiy ir judéjima vandenyje, kurios yra 1.7 - 3 um ilgio [30].

Bakterijy kolonijos dazniausiai yra geltonos spalvos, tasios [31].

1.6 pav. Xanthomonas campestris
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Sios aerobinés bakterijos atlicka daugelio angliavandeniy metabolizma. Metabolizmo metu
vyksta glikolizeé, gliukoneogenaze, citrato ciklas ir kt. Vykdydamos oksidacinj fosforilinima,
anglies fiksacijg, metano, azoto ir sieros metabolizmo procesus bakterijos jgauna energijos [32].

Bakterijos turi Ill tipo sekrecijos sistemas, kurios reikalingos importuoti efektorinius
baltymus ] augalo lasteles ir taip sumazinti jo pasipriesinima. Taip pat Xanthomonas campestris
sukuria bioplévele ant augaly pavirSiaus per kurig, palaiko rysj. Sis ryys palaikomas
difunduojanciais signalais [27].

Sios bakterijos yra patogeniskos ir lengvai plintancios. Jos gali iSgyventi dirvozemyje
metus ir plisti per judantj poZzeminj ar lietaus vandenj. Siy bakterijy plitima stabdo sveiky augaly
purskimas fungicidais turinciais vario [33].

Bakterijos turi tris pagrindines padermes: L — didelés, Sm - maZos, Vs — labai mazos
apimties. L padermés bakterijos dazniausiai sudaro ryskiai geltonos spalvos kolonijas, kuriy
skersmuo 4 - 5 mm. I§ Sios padermés yra iSskiriama daugiausiai ksantano ir jo piruvato. Sm
padermé biina tamsiai geltonos spalvos, kolonijy dydis iki 2 mm. I$ jy iSskiriamas mazesnis
ksantano ir jo piruvato kiekis negu i§ L padermeés. Vs padermés kolonijos yra Sviesiai geltonos

spalvos ir jy kolonijy diametras siekia vos 1 mm. Si padermé ksantano nei3skiria [34].

1.10 Ksantano sintezé

Gaminant ksantang yra pasirenkama mikroorganizmy kultiira, kuri atitinkamai paruoSiama.
Nedidelis kiekis pasirinktos mikroorganizmy kultiiros yra paséjamas | kieta arba skystg
maitinimosi ir augimo terpe. Sioje terpéje mikroorganizmy skai¢ius iSauga. Mikroorganizmy
augimas ir ksantano produkcija priklauso nuo naudojamo bioreaktoriaus tipo, reaktoriaus
pamaitinimo tipo (periodinis ar nepertraukiamas pamaitinimas), terpés sudéties, temperatiiros,
pH, istirpusio deguonies koncentracijos [35].

Tipiniame komerciniame produkcijos procese naudojamos Xanthomonas campestris
bakterijos, kurios yra paruoSiamos tinkamoje terpéje ir reaktoriuje. Aeruojama mikroorganizmy
kultira fermentuojama 28 — 30 °C temperatiiroje, pH 7, aeracijos jsotinimas 0,3 v/v [36].
Fermentacijos procesas atlickamas vidutiniskai apie 100 valandy, kol j produkta konvertuojama
apie 50% gliukozés [37].

Fermentacijos pabaigoje augimo terpéje yra bakterijy lasteliy, ksantano ir kity cheminiy
junginiy miSinys. Siekiant iSgauti ksantang i§ S$io miSinio pirmiausia yra pasalinamos bakterijy
lastelés. Jos yra centrifuguojamos arba nufiltruojamos. Svaresniam ksantanui gauti yra

vykdomas nusodinimas naudojant izopropanolj, etanolj, acetong, tam tikras druskas bei pH
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nulemiancias medziagas. Po nusodinimo produktas mechaniskai nuvandeninamas ir
i8dziovinamas. Sausas produktas sumalamas ir supakuojamas ] pakuotes, nepraleidZiancias

drégmés [37].

1.11 Veiksniai, turintys jtakos ksantano iSgavimo procese

1.11.1 Anglies Saltiniai

Gliukozé ir sacharozé yra labiausiai paplite¢ anglies Saltiniai, kurie naudojami ksantano
gamyboje. Anglies Saltiniy koncentracija yra vienas i§ veiksniy, kurie nulemia ksantano iSeiga.
Efektyviausia anglies Saltiniy koncentracija yra nuo 2 iki 4%, didesné koncentracija slopina
augima [38].

Atliekant fermentacijg, kurios metu buvo naudotos X. campestris, terpéje anglies Saltinis
buvo gliukozé. Sio proceso metu buvo naudojamas periodinio pamaitinimo reaktorius,
periodiskai ] terpe buvo tiekiama gliukozé. Proceso rezultatai parodé, kad Sis anglies Saltinis
zymiai pakelé ksantano iSeigg [38].

Kiti atlikti tyrimai parodé, kad sacharozé taip pat yra efektyvus anglies Saltinis. Tyréjai
nustaté, kad sukcinatai ir 2 - oksogliutaratai turi stimuliacinj efekta gaminant ksantang, kai
terpéje yra sacharozés [39].

Terpeje, kurioje naudojama laktozeé, bakterijy kiekis yra mazas ir ksantano iSeiga yra

mazesné, negu proceso metu naudojant gliukoze ar sacharoze (zr. 1.1 lentelé).

1.1 lentelé. Ksantano iSeiga naudojant jvairius anglies Saltinius

Anglies Saltinis Ksantano iSeiga (g L)
Gliukozé 14,744
Sacharozé 13,234
Maltozé 12,321
Fruktozé 5,232
Ksiloze 5,531
Arabinozé 10,958
Galaktozé 7,129
Laktozé 1,008
Inozitolis 1,502
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1.1 lentelés tesinys

Sorbitolis 1,401
Krakmolas 12,10

1.11.2 Azoto Saltiniy jtaka

Azotas yra vienas i§ pagrindiniy maistiniy medziagy, naudojamy ksantano gamyboje.
Azotas terpéje blina organiniy arba neorganiniy molekuliy pavidalu. Azoto Saltiniai gali bti
dviejy tipy - NH4Cl arba NaNOs. Terpéje, kurioje buvo nitrato, 1gstelés augo 1é¢iau, negu terpéje
su amoniako junginiu. Azota i§ amoniako junginiy atpalaiduojancioje terpéje vyko geresnis

biomasés augimas, tac¢iau didesné ksantano iSeiga buvo kaip azoto Saltinj naudojant nitratg [40].

1.11.3 Temperaturos itaka

Temperatiiros jtaka ksantano gamyboje yra intensyviai nagrinéjama. Keli $altiniai teigé,
kad tinkamiausia temperatiira ksantano gamybai yra 28°C. Buvo istirta, kad didziausia ksantano
1Seiga gauta mazinant temperatiirag nuo 30°C iki 25°C arba didinant nuo 33°C iki 35°C. Didesné
temperatiira auginant bakterijy kultiirag lemia didesnj ksantano kiekj, ta¢iau mazina ksantano
piruvato kiekj. Optimalu, kai mikroorganizmy augimui yra naudojama 25°C temperatiira, o

produkcijos metu - 30°C [41].

1.11.4 pH jtaka

Optimaliausias pH X. campestris augimui yra neutralus. Ksantano produkcijos metu, dél
susidaranciy rugsties funkciniy grupiy, pH kinta nuo neutralaus iki 5. Atlikti tyrimai nustaté, jog
po 24 val. terpés misinio pH reik§més buvo nuo 7 iki 8, po 48 val. - nuo 8 iki 9,5, 0 po 72 val.
—nuo 8 iki 10. Sio tyrimo metu taip pat buvo nustatyta, jog optimalus pH yra nuo 6 iki 7,5. Taip
pat buvo nustatyta, jog pH reikSmés turi jtakos lgsteliy augimui miSinyje, taciau neturi jokio

poveikio ksantano iSgavimui [42].
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1.12 Ksantano panaudojimas

1.12.1 Maisto pramonéje

Ksantanas yra naudojamas maisto pramoné¢je kaip suspendavimo agentas, tirstiklis.
Reikalaujama, kad daugelis maisto produkty turéty tam tikras savybes — tekstira, klampuma,
skonio atsiskleidima, i§vaizda, vandens suri§imo kontrolg. Ksantanas reguliuoja Sias savybes.

Ksantanas naudojamas kepiniuose atlieka vandens suri§imo funkcija, jis pailgina kepty
gaminiy ir uzSaldyty tesly galiojimo laikg. Taip pat jis gali biiti naudojamas kaip kiauSiniy
pakaitalas minksStiems kepiniams gaminti, nejtakojantis produkto iSvaizdos ir skonio. Ksantanas
suteikia kepiniams puruma, tekstiirg, sumazina kaloringuma, gali biiti naudojamas gaminiuose be
gliuteno. Jo naudojimas tiek Saltuose tiek karStuose kepiniy uzpilduose pailgina jy galiojimo
laika [43].

Gaiviuosiuose gérimuose, kuriuose yra naudojami vaisiy ir uogy ekstraktai ar gabaléliai,
ksantanas padeda palaikyti suspensija. Taip pat jis naudojamas siekiant i§saugoti skonio savybes
ir tekstlirg. Ksantanas suteikia malony jausma burnoje ir yra suderinamas su daugeliu gérimuose
naudojamy komponenty. Gérimams, paruoSiamiems i§ milteliy ksantanas suteikia klampos,
sustiprina skonj [44].

Ksantanas naudojamas kaip stabilizatorius desertiniuose leduose, Saltuose pieno
kokteiliuose, Serbetuose. Metilkarboksimetilceliuliozé kartu su ksantanu yra naudojama
Saldytiems pieno produktams, o metilkarboksiceliuliozés ir ksantano miSinys — rigStiems
jogurtams. Sie medziagy misiniai suteikia produktams optimaly klampuma, ilgalaikj stabiluma,

apsaugg nuo staigiy temperatiiros poky¢iy ir vandens kristaly susidarymo [45].

1.12.2 Pramoniniai panaudojimo budai

Ksantanas pramon¢je naudojamas palaikyti ilgalaikes suspensijas, emulsijy stabilumg
rugstinéje, Sarminéje aplinkoje ar druskos tirpaluose, palaikyti atsparumg temperatirai,
plastiSkuma [46].

Reologinés ksantano savybés lemia ksantano naudinguma naftos pramonéje. Degaly
industrijoje jis yra naudojamas gr¢Ziniams naudojamy grazty sutepimui, kaip greZimo skysciy

priedas [46].
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Agrokultiiroje ksantano derva naudojama pagerinti fungicidy, herbicidy, insekticidy
i§siskyrimg 1§ kiety daleliy. Taip pat ji padeda prikibti ir iSsilaikyti purSkiamoms medziagoms
and paséliy virSiaus [45].

Ksantano stabilumas esant jvairioms pH vertéms padaro jj puikiu tirStikliu stipriai
Sarminiuose vamzdziy, plyteliy valikliuose ir riigStiniuose tirpaluose ridims valyti [46].

Plastinés ksantano savybés yra panaudojamos uztikrinti stabilig tekstiirg luby, plyteliy, kity
dangy dazuose. Taip pat ksantanas lemia $iy dazy aplikacijos lengvumg ir iSsilaikyma. Jis

sutirstina latekso pagrindo dazus ir stabdo cinko, vario ir kity metaly korozijg [46].

1.12.3 Ksantano panaudojimas farmacijoje

Ksantanas yra puikus stabilizatorius, kuris gali biiti naudojamas farmacijoje. Jis geba
suspenduoti vandenyje netirpias medziagas, tokias kaip bario sulfatg, kuris naudojamas rentgeno
tyrimams, taip pat stabilizuoti jvairios paskirties medicinines emulsijas. Ksantanas pailgina
pastiliy galiojimo laikg ir iSsaugo aktyvaus ingrediento savybes tabletése. Taip pat jis

naudojamas kurti 1éto vaisty atpalaidavimo sistemas [47].

1.13 Ateities tikslai

Bakteriniai polisacharidai, tokie kaip ksantanas ar alginatai, yra alternatyva
polisacharidams, gaunamiems i$ neatsinaujinanciy zaliavy. Kol kas polisacharidai, isskiriami i$
bakterijy yra gana brangis, taciau turi savy privalumy: produkto kokybé gali biiti reguliuojama
keiciant fermentacijos salygas. Gamyboje didelis privalumas yra tai, jog bakterijos gali daugintis
ir augti daugelyje substraty.

Ateities tikslai yra gauti ksantang ir alginatus su naujomis savybémis, kei¢iant jy grandiniy

strukttrg. Svarbus yra ir bakteriniy biopolimery panaudojimo sri¢iy plétimas.
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2. MEDZIAGOS IR TYRIMU METODAI

2.1 Medziagos ir tyrimy metodai naudoti alginato iSgavimo

optimizavimui

2.1.1 Alginato iSgavimo optimizavimui naudotos terpés ir medzZiagos

Alginato iSgavimo procese buvo naudotos trys terpés (Zr. 2.1, 2.2, 2.3 lenteles). Terpiy
paruoSimui buvo atsverti tam tikri medziagy kiekiai, uzpilti atitinkamu kiekiu distiliuoto vandens
(priklausomai nuo reikalingo terpés kiekio). Sureguliuotas atitinkamas terpiy pH. Terpés
autoklavuojamos.

Tyrimui, kurio metu noréta suzinoti kokia jtaka turi i§ skirtingy Saltiniy gautas peptonas
buvo naudojami peptonas 1§ mésos ir 1§ sojy. I NRP terp¢ buvo dedami vienodi abiejy peptony
kiekiai, kita terpés sudétis nesikeité.

Tyrimo su fenolinémis rigstimis metu buvo naudotos produkcijos ir NRP terpés. | abi
terpes papildomai buvo jdéta po 0,01 M 4- hidroksifenilacto ir 3,4- dihidroksibenzoinés riigsciy.
Toliau tyrimas buvo vykdomas su NRP terpe, kurioje keitési abiejy riig8éiy koncentracija.
Naudotos riigsciy koncentracijos — 0,01 M, 0,025 M, 0,05 M.

2.1 lentelé. Produkcijos terpé

Medziaga: Kiekis, g/L
Gliukozé 20
(NH4)2S04 0,6
NaHPO4 2
MgSO4 0,3
Mieliy ekstraktas 6
pH=7,2

Anglies Saltiniai autoklavuojami atskirai.
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2.2 lentelé. NRP terpé

Medziaga: Kiekis, g/L
Gliukoze 20
Sacharozé 20

Peptonas (i§ mésos ir sojy) 2,0
MgSO4 -7H0 2,0
NHsNOs3 15
K2HPO4 1,2
CaClz 0,03

pH=7,2

Anglies Saltiniai autoklavuojami atskirai.

2.3 lentelé. Azotobacter terpé

Medziaga: Kiekis, g/L
Gliukozé )
Manitolis 5

CaClz- 2H.0 0,1

MgSO4-7H20 0,1

Na:MoOs -2H20 0,005

K2HPO4 0,9
KH2PO4 0,1

FeSO4-7H20 0,01
CaCOs 5
Agaras (Kietai terpei) 16

pH=7,3

Anglies Saltiniai autoklavuojami atskirai.

Azotobacter terpé buvo gaminama kietos ir skystos biisenos. Norint iSgauti kietg terpe |

misinj buvo jmaiSyta agaro.

Medziagos: lzopropanolis, Na>-EDTA, H2SOs4 95%, antronas, NaOH, HCI, Na>COsg,
NaCl, 4- hidroksifenilacto ragstis, 3,4- dihidroksibenzoiné ragstis.
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2.1.2 Alginato gamybos optimizavimo metodai

Inokuliato gamybos procesas

Inokuliato paruoSimui atgaivintos Azotobacter vinelandii bakterijos pasétos j 5 ml
Azotobacter terpg. Bakterijos terpéje auginamos 24 valandas, palaikant 28 °C temperatiirg ir 160
aps/min sukimo greitj. Bandinys buvo laikomas termostatuojamame kratytuve. Po 24 valandy i$
bandinio buvo paimta po 100 pl bakterijy inokuliato ir supilta j $esis mégintuvélius, kurie buvo
inkubuojami tokiomis pa¢iomis sglygomis Kaip ir pirminis bandinys ir buvo pripildyti po 5 ml
Azotobacter terpés. Prie§ gautus inokuliatus naudojant fermentacijai buvo iSmatuotos Kiekvieno
inokuliato Sviesos sugertys 540 nm bangos ilgyje. Fermentacijai buvo naudojami panaSiausias
Sviesos sugertis turintys inokuliatai. Fermentacijos proceso metu j vieng produkcijos terpés kolba

buvo pilamas vienas mégintuvélis (5,1 ml) inokuliato.

Fermentacija

Fermentacijos procese buvo naudota 100 ml produkcijos ir NRP terpiy, j kurias supilta po
5,1 ml inokuliato. ISmatuojama pradin¢ terpés Sviesos sugertis 540 nm bangos ilgyje. PO
pradinés terpés Sviesos sugerties iSmatavimo kolbos su inokuliatais patalpinamos |
termostatuojama kratytuva, kuriame palaikoma 28 °C temperatiira ir 160 aps/min sukimo greitis.
Fermentacijos trukmé - 168 valandos. Fermentacijos metu buvo periodi$kai matuojama $viesos

sugertis (po 24, 96 ir po 168 valandy).

Alginato iSskyrimas

Norint i$skirti alginatg visy pirma reikia suZinoti lgsteliy kiekj inokuliate. Jam nustatyti 20
ml inokuliato buvo praskiesta 100 ml distiliuoto vandens, j praskiesta méginj buvo jpilta 6 ml
20% Na-EDTA tirpalo. Suspensija buvo centrifuguota 9000 aps/min jégos lauke 30 minuciy.
Gautos nuosédos buvo praplautos 120 ml distiliuoto vandens ir centrifuguotos 15 minuciy 9000
aps/min jégos lauke. Norint suzinoti biomasés kiekj (naudojama (1) formul¢), nuosédos buvo

perkeltos i pasvertus mégintuvelius ir dziovinamos 105 °C temperatiiroje tol, kol masé nebekito.

Mpio = Misaziovinto megintuvelio mase — Mtustio megintuvélio mase 1)
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ISskyrin¢jant alginatg j 20 ml inokuliato buvo jpilta I ml 20% NaCl tirpalo ir 40 ml 95
% izopropanolio. Norint, kad misinyje nebelikty vandens nuosédos buvo dehidratuotos 10 ml
tos pacios koncentracijos izopropanoliu. Nuosédos centrifuguotos 9000 aps/min jégos lauke 15
minuciy. Centrifuguotos nuosédos buvo perkeltos j Zinomos masés mégintuvélj ir dziovinamos
105 °C temperatiiroje iki tol, kol masé nebekito. Alginato koncentracija apskaiciuojama pagal (2)

formule.

__ Mpiomase ir alginatas— Mbiomase )

X =
alg v

Pamaitinimas
v

Azotobacter vinelandii

!

Auginimas
!

Inokuliatas

v

Produkcijos arba Bioreaktorms [£— Oras
NRP terpe \l/

W

Mai$ymas [€— Na: - EDTA

\

Centrifugavimas,
lasteliy nusodinimas

Lastelés |< > Supernatantas

J

Atskyrimas <—| Nusodinimas [€— NaCl

Supernatantas [ —

(centrifugavimas) /I\
y Izopropanolis
Alginatas

2.1 pav. Alginato isskyrimo principiné schema
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Angliavandeniy kiekio nustatymas

Nustatant angliavandeniy kiekj gautame alginate buvo naudojamas antrono reagentas, kuris
buvo paruostas 200 mg antrono reagento iStirpinus 100 ml 95 % sieros rigsties (H2SOa). Tai pat
kalibravimo kreivei buvo paruostas standartinis gliukozés tirpalas, kuriame 100 mg gliukozés
buvo istirpinta 100 ml distiliuoto vandens. Paémus 10 ml Sio standartinio tirpalo ir praskiedus ji
iki 100 ml buvo gautas darbinis tirpalas. Standartiniai kalibracinés kreivés tirpalai buvo paruosti
naudojant 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 ir 1 ml darbinio gliukozés tirpalo, visi méginiai buvo uzpildyti iki 1
ml tdrio distilivotu vandeniu. 1 ml distiliuoto vandens buvo kaip kontrolinis palyginamasis
tirpalas. I mégintuvélius supilta po 4 ml antrono reagento ir kaitinta 8 minutes verdancio vandens
voneléje. Po to, kai méginiai buvo atvésinti jie iSmatuoti spektrofotometru 630 nm bangos
ilgyje, pagal gautus rezultatus sudaroma kalibraciné kreive.

Proceso pradzioje buvo atlikta hidrolizé. Jos metu 25 mg gauto alginato buvo jdéta i
mégintuvelj, kur buvo jpilta 0,625 ml 2,5 N HCI ir hidrolizuota 3 valandas. Po hidrolizés
mégintuveéliai atvésinti iki kambario temperatiiros. Gautas reakcijos misinys buvo neutralizuotas
Na,COs. Reagentas bertas 1 megintuveél] tol, kol nebesiskyré dujos. Po neutralizacijos 1
mégintuvélius buvo jpilta po 12,5 ml distiliuoto vandens ir centrifuguota 15 minu¢iy 9000
aps/min jégos lauke. Tolesniam tyrimui buvo imta po 0,5 ml gauto supernatanto. | supernatantg
buvo pilta po 4 ml antrono reagento ir kaitinta 8 minutes verdanc¢io vandens voneléje. Atvésintus
meéginius buvo iSmatuota Sviesos sugertis 630 nm bangos ilgyje. Méginiuose esanti

angliavandeniy koncentracija apskaiciuota pagal formule (3).

0D630még- — 0D63ostand.

3
Cmég. Cstand. ( )
¢ia: ODs3o,,,, — méginio Sviesos sugertis 630 M bangos ilgyje,
0Dg30.,,,, — Standartinio tirpalo Sviesos sugertis 630 nm bangos ilgyje,
Cmeg. — méginyje esanciy angliavandeniy koncentracija,

Cstana. — Standartiniame tirpale esanciy angliavandeniy koncentracija.
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2.2 Medziagos ir tyrimy metodai naudoti ksatano iSgavimo

optimizavimui

2.2.1 Ksantano iSgavimo optimizavimui naudotos terpés ir medZiagos

Ksantano gamybos procese buvo naudotos trys terpés (zr. 2.4, 2.5, 2.6 lenteles).

Tyrimui, kurio metu buvo noréta suzinoti kokig jtaka ksantano gamyboje daro skirtingi
anglies Saltiniai buvo naudota produkcijos terpé, kurioje vietoj sacharozés buvo jdéta gliukozée ir
kitame bandinyje — maltozé. Tolesniame tyrime buvo naudotos skirtingos sacharozés ir gliukozés

koncentracijos (30g/L, 40g/L, 50g/L).

2.4 lentelé. YM terpé

Medziaga: Kiekis, g/L
Gliukozé 3,0
Peptonas 3,0

Mieliy ekstraktas 3,0
Agaras 20
pH=7,0

Anglies Saltiniai autoklavuojami atskirai.

2.5 lentelé. YM-T terpé

Medziaga Kiekis, g/L
Gliukozé 12,0
Peptonas 2,5

Mieliy ekstraktas 15
Salyklo ekstraktas 1,5
(tamsiy mieziy)

(NH4)2HPO4 1,5
K2HPO4 2,5
MgSO4 0,05

pH=7

Anglies Saltiniai autoklavuojami atskirai.
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2.6 lentelé. Produkcijos terpé

Medziaga Koncentracija, g/L
Sacharozé 40,0
Citrinos rugstis 2,1
NH4NO2 1,14
KH2PO4 2,86
MgCl: 0,5
Na2SO4 0,08
H3BO3 0,006
Zn0O 0,006
FeCls 0,02
CoCO3 0,02
HCI 0,136
pH=7

Anglies Saltinis autoklavuojamas atskirai.

Medziagos: NaOH, izopropanolis, acetonas, bioetanolis, metanolis, bioetanolio ir acetono

misinys santykiu 1:1.

2.2.2 Ksantano gamybos optimizavimo metodai

Bakterijy auginimas

Bakterijos Xanthomonas campestris buvo pasétos ant kietos YM terpés. Bakterijos

inkubuojamos 3 dienas 27 °C temperatiiroje.
Inokuliato gamybos procesas

Bakterijos nuo kietos terpés buvo perkeltos j mégintuvélius su 7 ml YM terpés. Sie
mégintuvéliai buvo laikomi termostatuojamame kratytuve, kuriame palaikoma 28 °C
temperatiira ir 160 aps/min sukimo greitis. Mégintuvéliai buvo inkubuojami 12 valandy. Po

auginimo buvo iSmatuota méginiy Sviesos sugertis spektrofotometru 540 nm bangos ilgyje. Po
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12 — os valandy méginys, kuriame buvo didziausia §viesos sugertis buvo supiltas i kolba, kurioje
buvo paruosta 43 ml YM-T terpés. Si kolba, patalpinama termostatuojamame kratytuve palaikant
tokias pacias salygas kaip ir mégintuvéliams. Kolboje bakterijos auginamos 6 valandas.

Po 6 valandy yra matuojama inokuliato S$viesos sugertis 540 nm bangos ilgyje ir

apskaiciuojama biomasés koncentracija pagal formule (4).

CB = 0,2845 XODs,, (4)

¢ia: Cf — biomasés koncentracija (g/L),

0Ds,, — méginio Sviesos sugertis 540 nm bangos ilgyje.

Fermentacija

Fermentacijos metu j 200 ml produkcijos ir YM-T terpiy buvo jpilta po 10 — 15 %
uzauginto inokuliato. Fermentacijos miSiniai buvo inkubuojami termostatuojamame maiSytuve
28 °C temperatiroje, esant 160 aps/min sukimo greiciui. Bakterijy inokuliaty Sviesos sugertis
buvo matuojama 540 nm bangos ilgyje 48, 96 ir 144 valandomis. Po fermentacijos proceso buvo

jvertinta biomasés koncentracija pagal (4) formule.

Ksantano iSskyrimas

ISskyrin¢jant ksantang, gautas fermentacijos inokuliatas buvo kaitinamas 15 minuciy 90 °C
naudojant magnetine §ildandia mai$ykle. Sildymas buvo atlickamas siekiant paskatinti ksantano
tirpimg, suardyti bakterijy lasteles ir sumazinti klampumg. Po Sildymo fermentacijos miSinys
buvo centrifuguojamas 15 minuciy 9000 aps/min jégos lauke. Gautos nuosédos buvo perkeltos j
Zinomo svorio megintuvélius ir iSdZiovintos. Lasteliy biomasé buvo apskaiciuota pagal formule
(2).

| gautg supernatantg buvo jdéta 0,1 g (0,5 g/L) NaCl ir istirpinta maiSant. Norint nusodinti
ksantang, ] miSinj buvo jpilta izopropanolio. Ksantano nusodinimui buvo naudoti ir kiti tirpikliai
(izopropanolis, acetonas, bioetanolis, metanolis, bioetanolio ir acetono misinys santykiu 1:1).
Pilamo tirpiklio kiekis turi biiti didesnis uz fermentacijos miSinio kiekj tris kartus, iSskyrus
bioetanolj, kurio reikia SeSis kartus daugiau. Po nusodinimo miSinys buvo centrifuguotas 15
minu¢iy 9000 aps/min jégos lauke. Po centrifugavimo gautos nuosédos buvo praplautos

distiliuotu vandeniu ir vél centrifuguotos. Po centrifugavimo nuosédos perkeltos | zinomos
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masés meégintuvelj ir dziovinamos 105 °C temperatiiroje iki tol, kol masé nebekito. Ksantano

kiekis buvo nustatytas pagal (1) formule.

Pamaitinimas

Xanthomonas
campestris

)

Inokuliatas

!

> Bioreaktorius |€ Oras

v
Maisymas | Kaitinimas
v

Supernatantas € Centrifugavimas > Lastelés

NaCl [—>| Nusodimimas [€ Tarpikhs

!

Produkeijos arba
YM-T terpé

Nuosédos Centrifugavimas > Supernatantas
Praplovimas 2| Centrifugavimas [—>| Supernatantas

v

Ksantanas

2.2 pav. Principiné ksantano i§skyrimo schema

2.2.3 Ksantano DPPH rodiklio slopinimas

DPPH radikalo slopinimo tyrimo metu buvo norima suzinoti kiek 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazilo (DPPH) radikalo neutralizuoja ksantanas. Buvo paruosta emulsija, kurioje buvo
supilta 10 g saulégrazy aliejaus, 0,66 g Tween 20 reagento, kuris atliko emulsiklio funkcijg ir
22,3 g fosfato buferio, kurio pH buvo 7,0. Emulsija buvo maiSoma 1 minute.
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2 ml polisacharidy tirpalo buvo supilta | meégintuvélj, i ji taip pat jpilta 1 ml metanolio ir
DPPH tirpalo. Antioksidacinis aktyvumas buvo nustatytas iSmatavus méginiy $viesos sugertj 515
nm bangos ilgyje. Kaip kontrolinis bandinys buvo naudotas etanolio ir DPPH tirpalas. DPPH

slopinimas apskaiciuotas pagal (5) formulg [48].

Ap—Agp

slopinimas (%) = ( ) X100 (5)

¢ia: A — palyginamojo tirpalo Sviesos sugertis 515 nm bangos ilgyje,

A, — tiriamojo tirpalo Sviesos sugertis 515 nm bangos ilgyje.

2.3 Ksantano ir alginato iSskyrimo metu naudotos aparatiuiros

sarasas

e Centrifuga ,,Universal 320 R*;

e Autoklavas ,,Certoclav*;

e Termostatuojamas kratytuvas ,,Biosan ES-20%;
e Spektrofotometras ,,Shimadzu UV-1280%;

e pH-metras ,,Winlab®;

e Termostatas ,,.Binder*;

e Laminaras,,Telstar BV-100%;

e 8.Termostatuojama vandens vonelé ,,Biosan®;
e Magnetiné maiSyklé ,,Heidolph*;

e Svarstyklés ,,Shimadzu®.
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3. TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1 Alginato gamybos optimizavimas

3.1.1. Azotobacter vinelandii bakterijy augimo Azotobacter terpéje

jvertinimas

Buvo atliktas tyrimas, kurio metu issiaiSkinome kokiu intensyvumu auga Azotobacter
vinelandii bakterijos Azotobacter terpéje. Tam buvo panaudoti keturi bakterijy méginiai, kurie
buvo perkelti ] mégintuvélius su Azotobacter terpe ir inkubuojami termostatuojamame kratytuve
7 paras, 28 °C temperatiiroje. Jy $viesos sugertis buvo matuota 540 nm ilgio bangoje, po 24, 96
ir po 168 valandy, o gauti rezultatai pavaizduoti paveiksle (zr. 3.1 pav.). I§ gauty rezultaty
matyti, kad bakterijy méginiy augimas skyrési, nors jos ir buvo augintos toje pacioje terpéje. Tai
galéjo nutikti dél netolygaus terpés medziagy pasiskirstymo mégintuvéliuose. Mikroorganizmy
koncentracija 1 méginyje, praéjus 168 val. nuo inkubacijos pradzios — 0,228 g/L, 0 2 méginyje —
0,225 g/L, 3 méginyje — 0,22 g/L, 4 méginyje — 0,177 g/L. Tolesniems tyrimams buvo pasirinkti

1 ir 2 méginiai, nes pagal Sviesos sugertj juose mikroorganizmy koncentracija iSaugo labiausiai.

03 r

025 r

o
N
T

—e—1 meéginys

—e—2 méginys

Koncentracija, g/L
o
|_\
($)]

01 ¢ .
3 méginys
0.05 —e—4 méginys
0 5 1 1 1 1 1 1 1 J
0O 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Laikas, val

3.1 pav. Azotobacter vinelandii augimas Azotobacter terpéje
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3.1.2 Azotobacter vinelandii augimo skirtingose terpése jvertinimas

Siekiant palyginti Azotobacter vinelandii bakterijy augimo intensyvumga ir susidariusio
alginato koncentracijg skirtingose terpése buvo pasirinktos NRP ir produkcijos terpés.

Tiriant abiejy terpiy poveikj buvo paimti 3 ml 1 méginio ir supilta j 100 ml NRP terpés ir 3
ml 2 méginio ir supilta j 100 ml produkcijos terpés. Terpés su inokuliatais buvo inkubuotos
termostatuojamame kratytuve 192 valandas, palaikant 28 °C temperatirg ir 160 aps/min
apsisukimo greitj. Bakterijy koncentracija buvo stebéta matuojant Sviesos sugertj 540 nm ilgio
bangoje. Produkcijos terpéje augusios bakterijos i§ 1 méginio per inkubacijos laikotarpj pasieke

0,53 g/L, o NRP terpéje augusios 2 méginio bakterijos — 0,49 g/L koncentracijas.

06 r
0.5
—e—Produkcijos
0.4 terpe, 1
meéginys

Koncentracija, g/L
o
w

0.2 —e—NRP terpe, 2
meéginys
0.1
0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 )
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220

Laikas, val

3.2 pav. Azotobacter vinelandii augimas NRP ir produkcijos terpése

NRP terp¢je dvi paras bakterijy augimas buvo gana intensyvus, taciau paskui jy augimas
pradéjo letéti ir 1étéjo iki pat tyrimo pabaigos.

Produkcijos terpéje augusiy bakterijy koncentracija intensyviai ir tolygiai didéjo nuo
antros iki SeStos paros. Taciau paskui buvo pasiekta stacionarioji augimo fazé ir bakterijy

koncentracija pradéjo mazéti.

I$ rezultaty (zr. 3.2 pav.) matyti, jog didesné bakterijy koncentracija tyrimo pabaigoje
buvo gauta naudojant NRP terpg.
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3.1.3 Alginato koncentracijos priklausomybés nuo terpés jvertinimas

Norint jvertinti alginato koncentracijos priklausomyb¢ nuo naudojamos terpés, i§ dviejy
méginiy, kurie buvo auginti skirtingose (NRP ir produkcijos) terpése vienodomis sglygomis,
buvo iSskirtas alginatas. I§ rezultaty (zr. 3.3 pav.) matyti, kad iSskirto alginato koncentracijos
skirtingose terpése skyrési. I$ 1 litro NRP terpéje augusiy bakterijy inokuliato buvo isgauta 4,1 g
alginato. I81 litro produkcijos terpéje augusiy bakterijy inokuliato - 2,4 g. Galime daryti iSvada,
kad naudojant NRP terpe buvo gauti geresni rezultatai.

4.5

2 4]
235 A
.Z,
g 57
€ 2.5 1
é 2 2.4
= :
~
o 1.5 1
o
S 1
=
< 0.5

0 - .

B NRP terpe O Produkcijos terpé

3.3 pav. Gauto alginato koncentracijos priklausomybé nuo skirtingy terpiy

3.1.4. Alginato gamybos optimizavimas naudojant skirtingy Saltiniy

peptona

Norint suzinoti, kokig jtakg alginato koncentracijai daro i$ skirtingy Saltiniy gautas
peptonas, buvo atliktas tyrimas, kurio metu buvo paruosti du NRP terpés méginiai. Viename
naudotas peptonas i mésos, o kitame - i§ sojy. Peptono koncentracija abiejuose méginiuose
buvo vienoda.

Méginyje, kuriame buvo naudojamas peptonas i§ mésos iki 48 val. bakterijy koncentracija
didéjo tolygiai, o po to buvo pasiekta stacionarioji augimo fazé. Galutiné bakterijy koncentracija

Siame meéginyje buvo 0,51 g/L.
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Terpéje su peptonu i§ sojy inkubavimo pradzioje bakterijy koncentracija did¢jo

létai,

taCiau paskui augimas vyko tolygiai. Galutin¢ bakterijy koncentracija Siame méginyje buvo 0,46

o/L.

buvo naudojamas peptonas i§ mésos buvo didesné.

IS rezultaty, pavaizduoty 3.4 pav. galime matyti, jog bakterijy koncentracija terp¢je, kurioje

Koncentracija, g/L
o o
N w

0.6

o
ol

N

peptonu i8
mesos

Laikas, val

/ NRP terpé su

/ —o—NRP terpé su
0.1 peptonu i$ sojy
0 ./l 1 1 1 1 J

peptono

3.4 pav. Azotobacter vinelandii bakterijy koncentracijos priklausomybé nuo NRP terpéje naudoto

o

4.1

w

-

Alginato koncentracija, g/L

o

N
o Ul T N U1 Ww ol & O

B NRP terpé su peptonu i§ mésos B NRP terpé su peptonu i8 sojy

3.4 pav. Alginato koncentracijos priklausomybé nuo NRP terpéje naudojamo peptono
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IS rezultaty pavaizduoty 3.4 pav. aiskiai matyti, jog didesn¢ alginato koncentracija gavome
naudodami peptong i§ mésos. Alginato, gauto i§ terpés su peptonu i§ mesos, koncentracija (4,1

g/L) buvo beveik du kartus didesné negu i$ terpés, kurioje buvo naudotas peptonas i$ sojy (2,06
g/L).

3.1.5 Alginato gamybos optimizavimas naudojant fenolines raigstis

Siekiant optimizuoti alginato gamyba buvo atlikti tyrimai su fenolinémis ragstimis. Sios
riigstys buvo naudotos kaip papildomi anglies $altiniai NRP ir produkcijos terpése. Siam tyrimui

buvo pasirinktos dvi fenolinés riigstys — 4- hidroksifenilacto ir 3,4- dihidroksibenzoiné rigstys.
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3.5 pav. Azotobacter vinelandii augimas NRP ir produkcijos terpése su 4- hidroksifenilacto rtigsties

0,01 M koncentracija
Bandiniuose su 4- hidroksifenilacto riigstimi pirmajg inkubavimo parg bakterijos abiejose

terpése augo labai panasiai, taCiau véliau galime matyti, jog NRP terpéje su fenolinés riigsties

priedu bakterijy augimas buvo intensyvesnis (zr. 3.5 pav.).
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3.6 pav. Azotobacter vinelandii augimas NRP ir produkcijos terpése su 0,01 M 3,4-

dihidroksibenzoine rugstimi

Bandiniuose, kuriuose kaip priedas buvo naudota 3,4- dihidroksibenzoiné riigstis ir
naudota NRP terpé parodé geresnius bakterijy koncentracijos augimo rezultatus (0,54 g/L). Nuo
pat inkubavimo pradzios bakterijy koncentracija Siame méginyje buvo didesné nei produkcijos
terpéje (0,50 g/L).

Ipylus 1 bandinius fenoliniy riig§¢iy tirpalus buvo pastebéta, jog didesné mikroorganizmy
koncentracija naudojant abi fenolines ragstis iSliko didesné NRP terpéje. Buvo nutarta

tolimesnius tyrimus su fenolinémis rigstimis atlikti naudojant NRP terpg.
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3.7 pav. Azotobacter vinelandii augimas NRP terpéje su skirtingomis

4- hidroksifenilacto riigsties koncentracijomis
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Tiriant alginato koncentracijos priklausomybe nuo fenoliniy riig§¢iy koncentracijos terpéje,
buvo pagaminti trys NRP terpés méginiai, j kuriuos buvo jpilti skirtingy koncentracijy ragsciy
tirpalai (0,01 M, 0,025 M, 0,05 M). Sio tyrimo metu buvo stebimas biomasés augimas $iuose
trijuose meéginiuose, taip pat buvo stebimas kontrolinis bandinys, kuriame NRP terpé buvo be
priedy (Zr. 3.7 pav.).

Gauti rezultatai rodo, kad bakterijy augimas méginiuose, kuriose yra 0,01 M ir 0,025 M 4-
hidroksifenilacto riigSties koncentracijos, buvo intensyvesnis negu kontroliniame bandinyje.
Meéginyje, kuriame fenolinés riigsties koncentracija buvo 0,01 M, po 120 valandy inkubacijos
buvo pasiekta 0,58 g/L bakterijy koncentracija. Méginyje, kuriame riigSties koncentracija buvo
0,025 M — 0,54 ¢/L. Didziausig ragsties koncentracijg (0,05 M) turinCiame méginyje Vyko
maziausias bakterijy koncentracijos augimas (0,29 g/L), jame bakterijy koncentracija buvo

mazesné negu kontroliniame méginyje — 0,51 g/L.
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3.8 pav. Alginato koncentracija méginiuose su skirtingomis 4- hidroksifenilacto rugsties

koncentracijomis

Isskiriant alginatg i§ méginiy, kuriuose buvo jmaiSyti skirtingy koncentracijy 4-
hidroksifenilacto riigsties, buvo gauti rezultatai, kuriuose galime jzvelgti désninguma, jog kuo
didesné bakterijy koncentracija uzaugo méginyje, tuo daugiau i§ méginiy iSskyréme alginato (zr.
3.8 pav.). Remiantis tuo, kad Azotobacter vinelandii geriausiai augo NRP terpéje, kurioje buvo
jmaisyta 0,025 M koncentracijos 4- hidroksifenilacto rigsties, iSskiriant alginatg i§ Sio méginio
jo koncentracija buvo gauta didZiausia — 6,49 g/L. Su méginiais, turin€iais savo sudétyje kity

koncentracijy rugsties, désningumas iSlieka — i§ bandinio, kur bakterijy koncentracija buvo
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maziausia (rugsties koncentracija 0,05 M), buvo iSskirtas maziausias alginato kiekis -1,76, o i$
bandinio, kuriame buvo maziausia riigties koncentracija i§skyréme alginato 2,89 g/L. Palyginus
gautus rezultatus su kontroliniu bandiniu, galime padaryti iSvadg, jog 0,025 M koncentracijos
rugstis bandinyje turéjo teigiamga jtaka alginato koncentracijai — ji padidéjo 2,39 g/L. Lyginant
kitus du meéginius su kontroliniu méginiu matosi, jog juose riigStis sumazino alginato

koncentracija.
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3.9 pav. Azotobacter vinelandii augimas NRP terpéje su skirtingomis 3,4- dihidroksibenzoinés

rugsties koncentracijomis

I$ rezultaty, pateikty paveiksle (zr. 3.9 pav.) galime matyti, jog didZiausia bakterijy
koncentracija buvo pasiekta naudojant 0,01 M koncentracijos 3,4- dihidroksibenzoinés rigsties
tirpalg (0,55 g/L), naudojant 0,025 M riigsties koncentracijg bakterijy kiekis méginyje buvo 0,42
g/L, o maziausia bakterijy koncentracija (0,33 g/L) gauta naudojant 0,05 M koncentracijos
ragst]. Visy trijy méginiy kreivés panasios j standartines mikroorganizmy augimo kreives — iKi
48 valandos vyksta gana intensyvus augimas, nuo 48 valandos iki 95 valandos augimas létas, o
po 95 val. vyksta stacionarioji fazé. Lyginant su kontroliniu bandiniu visi trys méginiai su
rugsties tirpalu stacionariaja fazg pasieké greiiau. Taip pat tik méginyje, kuriame rugsties

koncentracija buvo 0,01 M bakterijy kiekis buvo didesnis negu kontroliniame meéginyje.
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3.10 pav.Alginato koncentracija méginiuose su skirtingomis 3,4- dihidroksibenzoinés riigsties

koncentracijomis.

IS rezultaty (zr. 3.10 pav.) matome, kad alginato koncentracija, naudojant 3,4-
dihidroksibenzoine riigst] kaip papildoma anglies Saltinj, nei su viena rugSties koncentracija
nebuvo pasiekusi kontrolinio bandinio alginato kiekio. IS visy méginiy buvo gautas mazesnis
alginato kiekis. Lyginant skirtingy koncentracijy bandinius geriausi rezultatai buvo gauti
naudojant 0,05 M riigsties koncentracijg, i§ §io méginio buvo gauta 3,16 g/L alginato. Mazesnj
alginato kiekj (2,18 g/L) isskyréme naudodami 0,01 M koncentracija, o maziausig kiekj (2,00
g/L) - 0,025 M koncentracijos rugstj.

3.1.6 Angliavandeniy jvertinimas antrono reagentu

Buvo atliktas tyrimas, kurio metu siekta nustatyti likusiy anglies Saltiniy koncentracijas
isdZiovinto alginato méginiuose. Siam tyrimui buvo paruostas ir naudotas antrono reagentas.
Alginato méginiai buvo hidrolizuojami 3 valandas 2,5 N druskos riig§timi, atvésinti iki kambario
temperatiiros. Toliau méginiai neutralizuoti NaCOs ir praskiedus distiliuotu vandeniu
nucentrifuguoti. | 0,5 ml nucentrifuguoty meéginiy supernatantus buvo supilta po 4 ml antrono
reagento ir méginiai kaitinti verdancio vandens vonel¢je 8 minutes. Atvésinus meéginius
spektrofotometru buvo iSmatuota Sviesos sugertis 630 nm ilgio bangoje. Angliavandeniy kiekis
nustatytas naudojant kalibracing kreive (zr. 3.11 pav.), kaip standartg naudojant 0,1 g/L
gliukozeés tirpala.
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3.11 pav. Kalibracingé kreivé angliavandeniy nustatymui antrono reagentu

Buvo gautos likusiy angliavandeniy koncentracijos. Produkcijos terpéje i$ 40 g/L buvo like
0,32 g/L, NRP - 0,14 g/L, o terpéje, kurioje papildomai buvo naudota 0,25 g/L 4-

hidroksifenilacto riigsties - 0,63 g/L angliavandeniy.

3.2 Ksantano gamybos optimizavimas

3.2.1 Xanthomonas campestris bakteriju YM terpéje augimo jvertinimas

Buvo atliktas tyrimas, kurio tikslas buvo nustatyti kokiu intensyvumu auga Xanthomonas
campestris bakterijos YM terpéje. Sio tyrimo metu bakterijy méginiai buvo perkelti j YM terpe.
Keturi méginiai buvo laikomi termostatuojamame kratytuve, 28 °C temperatiiroje, terpés pH=7.
Sie méginiai kratytuve buvo laikomi 72 valandas, matuojant jy $viesos sugertj 540 nm bangos
ilgyje kas 24 val. Grafike (zr. 3.12 pav.) matyti, jog bakterijy augimas skirtinguose méginiuose
minimaliai skiriasi, nors méginiai ir buvo inkubuoti vienodomis salygomis, identiskos sudéties
terpéje. 1 méginyje po 72 valandy inkubavimo buvo nustatyta 0,392 g/L bakterijy koncentracija,
0 3 meginyje — 0,391 g/L. Dél Siuose meginiuose esanciy bakterijy koncentracijos panasumo

nutarta Siuos méginius naudoti tolesniuose tyrimuose.
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3.12 pav. .Xanthomonas campestris bakterijy augimas YM-T terpéje

3.2.2 Bakterijy koncentracijos nuo terpés priklausomybés jvertinimas

Tam, kad galétume nusakyti kokig jtakg Xanthomonas campestris bakterijy augimui turi
skirtingos augimo terpés buvo atliktas tyrimas su produkcijos ir YM-T terpémis. | YM-T terpg
buvo perkeltas 1 méginys, o j produkcijos terpe — 3. Bakterijy inokuliaty $§viesos sugertis buvo
matuojama 540 nm bangos ilgyje 48, 96 ir 144 valandomis. Paruosti inokuliatai laikomi
termostatuojamame  kratytuve, 28 °C temperatiiroje. Kadangi bakterijy koncentracijos
méginiuose buvo labai panasios, tyrimo metu buvo tikimasi, jog bakterijoms augant skirtingose
terpése bus galima nusakyti terpés jtaka jy koncentracijai. 3.13 pav. pateikti duomenys rodo, kad
bakterijos iki 48 valandos augo tolygiai, beveik vienodu intensyvumu ir jy koncentracija buvo
labai pana$i, praé¢jus daugiau laiko produkcijos terpéje koncentracija pradéjo didéti ir rodé
pranaSuma prie§ YM-T terpe. Galutiné bakterijy koncentracija YM-T terpéje buvo 0,52 g/L, o
produkcijos terpéje - 0,48 g/L.
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3.13 pav. Xanthomonas campestris bakterijy augimas YM-T ir produkcijos terpése

3.2.3 Ksantano gamybos optimizavimas naudojant skirtingus anglies

Saltinius

Buvo atliktas tyrimas, kurio metu buvo siekiama nustatyti kokj anglies Saltinj naudojant
galima gauti didziausiag Xanthomonas campestris bakterijy koncentracija. Siam tyrimui buvo
pasirinkta produkcijos terpé, paruosti trys méginiai, kuriuose skyrési tik anglies Saltinis taciau jo
koncentracija méginiuose buvo vienoda - 40 g/L. Kaip anglies $altiniai buvo naudojama
gliukoz¢, sacharozé ir maltozeé. | méginius buvo patalpinti bakterijy méginiai, jie stebéti 96
valandas, matuojant $viesos sugertj kas 24 val., 540 nm bangos ilgyje. Paruosti inokuliatai
laikomi termostatuojamame kratytuve, 28 °C temperatiiroje.

Tyrimas parodé, jog didziausia bakterijy koncentracija buvo gauta naudojant gliukoze —
0,59 g/L. Naudojant sacharoz¢ bakterijy koncentracija buvo 0,54 g/L, o maltoze 0,36 g/L (Zr.
3.14 pav.).
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3.14 pav. Xanthomonas campestris bakterijy koncentracijos priklausomybé nuo anglies Saltiniy

Norint suzinoti, kaip Xanthomonas campestris bakterijy augima lemia skirtingi anglies
Saltiniai ir jy skirtingos koncentracijos, buvo atliktas tyrimas, kurio metu bakterijy méginiai buvo
patalpinti produkcijos terpéje, kurioje skyrési anglies $altiniy koncentracija. Siam tyrimui, Kaip
anglies Saltiniai, buvo naudojamos gliukozé ir sacharozé. Buvo paruosti SeSi méginiai: 1 -
gliukozeés koncentracija terpéje 30 g/L; 2 — gliukozés koncentracija terpéje 40 g/L; 3 — gliukozés
koncentracija terpéje 50 g/L; 4 — sacharozés koncentracija terpéje 30 g/L; 5 — sacharozés
koncentracija terpéje 40 g/L; 6 — sacharozes koncentracija terpé¢je 50 g/L. Naudojant Sias terpes

buvo gauti rezultatai, kurie atsispindi 3.15 ir 3.16 paveiksluose.
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3.15 pav. Xanthomonas campestrisbakterijy augimas produkcijos terpéje, naudojant skirtingy

koncentracijy anglies Saltinj — gliukoze

46



Rezultatuose, kurie pavaizduoti 3.15 pav. matoma, kad naudojant gliukoze kaip anglies
Saltinj didziausia bakterijy koncentracija (0,56 g@/L) buvo pasiekta kai anglies Saltinio
koncentracija terpéje buvo 30 g/L. 30 g/L ir 40 g/L gliukozés koncentracijas turin¢iuose
meéginiuose bakterijos augo panasSiu pobiidziu, ta¢iau 2 meéginyje bakterijy koncentracija isliko
mazesné (0,49 g/L). 3 méginyje pirmaja para bakterijy koncentracija buvo panasi kaip ir 1 bei 2
méginyje, taciau po pirmosios paros bakterijy kiekis terpéje pradéjo mazéti, véliau vél Siek tiek

pakilo, taciau iSliko maziausias (0,34 g/L).
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3.16 pav. Xanthomonas campestris bakterijy augimas produkcijos terpéje, naudojant skirtingy

koncentracijy anglies Saltinj — sacharoze

Didziausia Xanthomonas campestris bakterijy koncentracija (0,34 g/L), naudojant
sacharozg¢ kaip anglies $altinj, buvo 5 méginyje, kuriame sacharozés koncentracija buvo 40 g/L.
Siame méginyje bakterijos augimo pradZioje dauginosi lé¢iau negu 4 ir 6 méginiuose. Nuo 48
valandos bakterijy koncentracija 5 méginyje smarkiai iSaugo. 4 ir 6 méginiuose bakterijy
koncentracija buvo maZesné ir ties trecia para buvo pasiekta stacionarioji augimo stadija ir
bakterijy dauginimasis ir augimas sustojo, o bégant laikui bakterijy pradéjo mazéti. Paveiksle
matyti, jog maziausia bakterijy koncentracija (0,1 g/L) buvo pasiekta ten, kur buvo didziausia

sacharozés koncentracija — 6 méginyje. 5 méginyje bakterijy koncentracija pasieke 0,17 g/L (Zr.
3.16 pav.).
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3.17 pav. Ksantano koncentracija naudojant skirtingas gliukozés koncentracijas produkcijos

terpéje

Kadangi produkcijos terpéje buvo naudotos skirtingos gliukozés koncentracijos, 1§ Siy
terpiy iSskiriant ksantang buvo gautos skirtingos jo koncentracijos. 3.17 pav. galima matyti, jog
didziausig (2,07 g/L) ksantano koncentracijg pavyko isskirti, kai terpéje buvo 40 g/L gliukozés
koncentracija, t.y. i§ 2 méginio. Maziausias ksantano kiekis (1,48 g/L) buvo iSskirtas naudojant
didZiausig gliukozés koncentracija - 50 g/L, tai atspindi méginys 3. IS 1 méginio buvo iSskirta

1,72 g/L ksantano.
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3.18 pav. Ksantano koncentracija naudojant skirtingas sacharozés koncentracijas produkcijos

terpéje
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Naudojant skirtingas sacharozés koncentracijas produkcijos terpéje galima matyti, jog
didziausig ksantano koncentracija pavyko iSskirti i§ 5 méginio, kuriame buvo 40 g/L sacharozés
(zr. 3.18 pav.). Isskirtas ksantano kiekis buvo 3,82 g/L. Panasis rezultatai buvo gauti ksantang
1§skyrin¢jant i§ 4 mégino, i§ jo iSskirta 3,65 g/L ksantano. Maziausias ksantano kiekis buvo
i$skirtas i§ 6 méginio, kuriame sacharozés koncentracijg - 50 g/L, jame ksantano koncentracija
buvo 1,82 g/L.

Apibendrinant 3.17 pav. ir 3.18 pav. paveikslus galima teigti, jog didziausia bakterijy
koncentracija terpéje nebiitinai lemia didziausig i8skirto ksantano kiekj. Taip pat aiskiai matyti,
jog didesnés ksantano koncentracijos buvo gautos naudojant sacharozg. Tinkamiausia anglies

Saltinio koncentracija, kurig naudojant buvo isskirti didziausi ksantano kiekiai - 40 g/L.

3.2.4 Ksantano gamybos optimizavimas naudojant skirtingus tirpiklius

Norint suzinoti Su kokiu reagentu i$ inokuliaty buvo isskirtas didesnis ksantano kiekis,
buvo atliktas tyrimas su skirtingais tirpikliais (izopropanoliu, acetonu, bioetanoliu, metanoliu,
bioetanolio ir acetono miSiniu Santykiu 1:1). Tyrimui buvo naudoti méginiai, kurie buvo
auginami standartingje produkcijos terpéje naudojant sacharoze kaip anglies Saltinj.

I§ rezultaty, pavaizduoty grafike 3.19 pav. galima daryti i§vadg, jog didZiausias ksantano
kiekis buvo i$skirtas naudojant acetong (4,8 g/L), toliau — izopropanolj (2,41 g/L), bioetanolj
(2,76 g/L). Maziausiai ksantano buvo isskirta naudojant metanolj (0,35 g/L) ir bioetanolio ir
acetono misinj (0,54 g/L).

Koncentracija, g/L
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3.19 pav.Ksantano koncentracija naudojant skirtingus reagentus iSgavimo metu
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3.2.5 Isskirto ksantano DPPH radikalo slopinimo jvertinimas

Norint nustatyti ksantano aktyvuma buvo atliktas DPPH radikalo slopinimo tyrimas. Sio
tyrimo metu ankstesniuose tyrimuose iSskirtas ksantanas naudojamas matuojant ir jvertinant kiek
procenty stabilaus 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo (DPPH) radikalo jis neutralizuoja.

Siam tyrimui buvo naudoti ksantano milteliai, kurie buvo i§gauti naudojant skirtingus
reagentus — acetong, bioetanolio ir acetono miSinj santykiu 1:1, bioetanolj, izopropanolj ir
metanolj. Rezultatuose (zr. 3.20 pav.) matoma, jog didziausias antioksidacinis aktyvumas
(93,4%) buvo gautas tyrimui naudojant ksantang iSskirta su bioetanolio ir acetono mis$iniu.
Ksantano, kuris i$skirtas naudojant metanolj antioksidacinis aktyvumas buvo 89,1%, ksantano,

i§skirto naudojant bioetanolj - 77,1%, acetona - 68,8%, izopropanolj - 47,2 %.
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3.20 pav. Ksantano DPPH radikalo slopinimas

50



4. REKOMENDACIJOS

Atlikus tyrimus ir jvertinus optimalias ksantano iSskyrimo sglygas sudaryta aparatiiriné
gamybos schema. Sig schema rekomenduojama naudoti pramoniniam ksantano i§skyrimui.

Schemoje (zr. 4.1 pav.) pavaizduotas ksantano iSskyrimas i§ Xanthomonas campestris
bakterijy. ISskyrimo proceso pradZioje yra paruoSiamos YM, YM - T, produkcijos terpés. YM
terpé yra sumaiSoma magnetine maiSykle (M-1), sterilizuojama autoklave (ST-1). Po
sterilizacijos YM terpé jpilama j kolba (KB), i kurig tickiama bakterijy suspensija. I$ $ios kolbos
inokuliatas iScentriniu siurbliu (S-1) yra tiekiamas | talpg (M- 4), kurioje vyksta maiSymas ir
inokuliato augimas. | tg paCig kolbg yra tiekiama YM -T terpé, kuri prie§ tickiant yra
sumaiSoma maiSykle (M-2) ir sterilizuojama autoklave (ST-2). I$ talpos (M- 4) yra imami
meéginiai (MG -1), kuriuos periodiskai imant reikalingas voztuvas (V-1). Pasiekus reikalinga
bakterijy koncentracijg, inokuliatas iScentriniu siurbliu (S-2) yra tiekiamas j bioreaktoriy (B). |
bioreaktoriy taip pat yra tiekiama produkcijos terpé, kuri pries tai yra iSmaiSoma maiSykle (M-3)
ir sterilizuojama autoklave (ST-3). | bioreaktoriy yra tickiamas oras. Oras yra iS§valomas filtru
(F). Oro tiekimui yra naudojamas voZtuvas (V-4). IS bioreaktoriaus imant meéginius yra
naudojamas voztuvas (V-2), méginiai surenkami talpoje (M-2). Kai méginiuose pasickiama
reikalinga bakterijy koncentracija, inokuliatas, naudojant voztuva (V-3) ir iScentrinj siurblj (S-3),
yra transportuojamas ] kaitinimo jrenginj (K). Kaitinimo jrenginyje inaktyvuojamos bakterijy
lastelés. I$ kaitinimo jrenginio, iScentriniu siurbliu (S-4), terpé yra perkeliama j centrifuga (C-1),
kurioje nusodinamos inaktyvuotos bakterijy lastelés ir kitos dalelés. Nuosédos perkeliamos |
atliekas (A-1). Supernatantas, likes po centrifugavimo iScentriniu siurbliu (S-5) yra tickiamas j
maisykle (M-5), | kurig tiekiamas tam tikras kiekis NaCl. Taip pat j ta pacig maisykle
iScentriniu siurbliu (S- 10) 18 talpos (T-2) yra tiekiamas acetonas. MiSinys iScentriniu siurbliu (S-
6) yra tiekiamas j centrifuga (C-2), kur atskiriamas nusodintas ksantanas. Panaudotas acetonas
1Scentriniu siurbliu (S-7) yra tiekiamas ] distiliatoriy, kuriame iSgryninamas ir naudojant siurblj
(S-9) grazinamas | talpg (T-2) pakartotiniam naudojimui. Po centrifugavimo ir distiliavimo
likusios atlickos yra pasalinamos (A-2). I8sédes ksantanas sraigtiniu transporteriu (TS-1) yra
transportuojamas j plovimo masing (P), kur i$ talpos (T-1), naudojant voztuva (V-5), yra
tiekiamas acetono ir vandens miSinys. Po plovimo likes acetonas ir vanduo siurbliu (S-8) yra
tiekiami ] distiliatoriy ir i§grynintas acetonas yra graZinamas ] proces3. ISplautas ksantanas
sraigtiniu transporteriu yra transportuojamas | dziovinimo masing (DZ), kurioje yra
i8dZiovinamas ir juostiniu transporteriu ( TJ-1) tiekiamas j smulkintuvg (SM). I§ smulkintuvo
juostiniu transporteriu (TJ-2) ksantanas tickiamas ] dozavimo masSing (DOZ), sudozuotas

ksantanas pakuojamas (PK).
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4.1 lentelé. Aparatiirinés schemos jrengimy zyméjimas

Zyméjimas Irenginys
M-1 - M-3 Magnetinés maisyklés
M-4 Rezervuaras su maisykle
M-5 Rezervuaras su maisykle
ST-1-ST-3 Autoklavai
KB Kolba
S-1-S10 IScentriniai siurbliai
V-1-V-5 Voztuvai
MG-1, MG-2 Méginiy talpos
B Bioreaktorius
F Filtras
K Kaitinimo jrenginys
C-1,C-2 Centrifuga
A-1, A-2 Atlieky rezervuarai
T-1, T-2 Talpos
TS-1, TS-2 Sraigtiniai transporteriai
TJ-1, TJ-2 Juostiniai transporteriai
P Plovimo jrenginys
D Distiliacinis jrenginys
Dz Dziovinimo jrenginys
DOZ Dozavimo jrenginys
PK Pakavimo jrenginys
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ISVADOS

Nustatyta, jog Azotobacter vinelandii bakterijos geriausiai augo NRP terpéje, o
Xanthomonas campestris — produkcijos terpéje.

Optimizuojant alginato iSskyrimag geriausi rezultatai buvo pasiekti naudojant 0,025 M
koncentracijos 4-hidroksifenilacto riigstj, ja naudojant buvo i3skirta 6,49 g¢g/L alginato, o
naudojant 0,05 M koncentracijos 3,4-dihidroksibenzoing ragsti - 3,16 g¢/L alginato.
Naudojant peptona, iSskirtg i§ mésos, gauta alginato koncentracija 4,1 g/L - beveik du
kartus didesné negu i$ terpés, kurioje buvo naudotas peptonas i$ sojy - 2,06 g/L.
Nustatyta i$skirtame alginate lik¢ angliavandeniy kiekiai. Produkcijos terpéje i§ 40 g/L
angliavandeniy buvo like 0,32 g/L, NRP terpéje - 0,14 g/L, o terpéje, kurioje papildomai
buvo naudota 0,25 g/L 4-hidroksifenilacto rugsties - 0,63 g/L.

Didziausig ksantano koncentracija pavyko iSskirti i§ méginio, kuriame buvo 40 g/L
sacharozés - 3,82 g/L, o naudojant tos pacios koncentracijos gliukoz¢ buvo iSskirta 2,07
g/L ksantano. Didziausias antioksidacinis aktyvumas (93,4%) buvo gautas naudojant
ksantang i$skirta su bioetanolio ir acetono mi$iniu. Ksantano, kuris i$skirtas naudojant
metanolj antioksidacinis aktyvumas buvo 89,1%, ksantano, i§skirto naudojant bioetanol; -
77,1%, acetong - 68,8%, izopropanolj - 47,2 %.

Nustatyta, jog didziausias ksantano kiekis buvo iSskirtas naudojant acetong (4,8 g/L),
toliau — izopropanolj (2,41 g/L), bioetanolj (2,76 g/L). Maziausiai ksantano buvo i$skirta
naudojant metanolj (0,35 g/L) ir bioetanolio ir acetone misinj (0,54 g/L).

Atlikus tyrimus buvo sudaryta aparattiriné ksantano iSskyrimo schema. Pagal $ig schemg
i8skirtas ksantanas gali bliti panaudojamas kaip tirStiklis stipriai Sarminiuose vamzdziy,
plyteliy valikliuose ir rugstiniuose tirpaluose riidims valyti, taip pat ksantanas gali biiti

panaudojamas daZuose ir dangose, kurios stabdo korozija.
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