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Akademinio saziningumo deklaracija

Patvirtinu, kad mano, Ievos Kerutytés, baigiamasis projektas tema ,Ksantano gavimo i$
Xanthomonas campestris optimizavimo tyrimai yra paraSytas visiSkai savarankiSkai ir visi pateikti
duomenys ar tyrimy rezultatai yra teisingi ir gauti saziningai. Siame darbe nei viena dalis néra
plagijuota nuo jokiy spausdintiniy ar internetiniy Saltiniy, visos kity Saltiniy tiesioginés ir
netiesioginés citatos nurodytos literatiiros nuorodose. [statymy nenumatyty piniginiy sumy uz §j
darba nickam nesu mokéjes.

AS suprantu, kad iSaiSkéjus nesgziningumo faktui, man bus taikomos nuobaudos, remiantis Kauno
technologijos universitete galiojancia tvarka.
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Kerutyté, Ieva. Ksantano gavimo i§ Xanthomonas campestris optimizavimo tyrimai. Magistro
baigiamasis projektas / vadové doc. dr. Ilona Jonuskiené; Kauno technologijos universitetas,
Cheminés technologijos fakultetas.

Studijy kryptis ir sritis (studijy krypciy grupé): biotechnologijos, technologijy mokslai.
Reik$miniai zodziai: ksantanas, Xanthomonas campestris, substratas, tirpiklis, iSeiga.
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Santrauka

Ksantanas — tai mikrobinis polisacharidas, sudarytas i§ D — gliukozés, D — manozés ir D — glukurono
ragsties likuGiy, santykiu 2:2:1, bei i§ kintandiy O — acetilo ir piruvato likuéiy. Sis biopolimeras
pasizymi iSskirtinémis fizikinémis savybémis — gerai tirpsta ir Saltame, ir karStame vandenyje, esant
mazoms koncentracijoms sudaro didelio klampumo tirpalus, stabilius esant dideliems pH,
temperataros ir druskos koncentracijos pokyc¢iams.

Sio baigiamojo projekto tyrimo metu buvo atlikti ksantano gavimo i§ Xanthomonas campestris
optimizavimo tyrimai, kuriy metu panaudoti 9 skirtingi anglies Saltiniai, 1§ kuriy 2 laikomi
alternatyviais — glicerolis ir kokosy palmiy ziedy cukrus, taip pat iSbandyti ir 4 skirtingi tirpikliai.

Didziausia ksantano iSeiga gauta naudojant substrata maltoze, tai yra 11,06 g/l. I$ alternatyviyjy
anglies Saltiniy polisacharido gamybai labiau tinkamas kokosy palmiy Ziedy cukrus. Visais atvejais
geriausi rezultatai nustatyti naudojant tirpiklj acetong, maziausiai tinkamas tirpiklis pasirodé
metanolis.



Kerutyte, leva. Optimisation research of xanthan derivation from Xanthomonas campestris. Master's
Final Degree Project / supervisor assoc. prof. llona Jonuskiene; Faculty of Chemical Technology,
Kaunas University of Technology.

Study field and area (study field group): biotechnology, technological sciences.
Keywords: xanthan, Xanthomonas campestris, substrate, solvent, yield.
Kaunas, 2019. 51 p.

Summary

Xanthan is a microbial polysaccharide, composed of D-glucose, D-mannose and D-glucuronic acid
residues in a ratio of 2:2:1 and variable proportions of O-acetyl and pyruvyl residues. This biopolymer
has exceptional physical properties - dissolves in both cold and hot water, even in low concentrations
xanthan forms high viscosity solutions, which are stable in high variations of pH, temperature and
salt concentration.

In this project there was made optimisation research of xanthan synthesis by Xanthomonas
campestris. There were used 9 different carbon sources, from which 2 are considered to be alternative
- glycerol and coconut tree sugar. Also there were used 4 different solvents.

The highest xanthan yield obtained when using maltose as a substrate — 11.06 g/l. Coconut palm sugar
as alternative carbon source is better choice for xanthan production than glycerol. In all cases the
results show that acetone fits the best for xanthan precipitation and the methanol on the contrary.



SANTRUMPOS

X. campestris — Xanthomonas campestris;
ATP — adenozino trifosfatas;

UDP — uridino difosfatas;

GDP — guanozino 5-difosfatas;
Acetil-CoA — acetilo kofermentas A;

pv. — patovaras.



IVADAS

Polisacharidai — tai paprastyjy cukry, sujungty glikozidiniais rysiais, polimerai, nattiraliai randami
gamtoje. Augalai ir mikroorganizmai produkuoja jvairios struktiiros ir skirtingomis savybémis
pasizymincius polisacharidus. Dél savo fizikiniy savybiy Sie junginiai naudojami jvairiose pramongés
srityse, siekiant pakeisti skysciy tekéjimo charakteristikas, stabilizuoti suspensijas, gaminti emulsijas,
inkapsuliuoti tam tikras medziagas. Taip pat $ios medZziagos naudojamos kaip jony mainy agentai ar
net molekuliniai sietai.

Vykstant nuolatinéms jvairiose pramonés Sakose naudingy polisacharidy paieskoms, ksantanas pirma
kartg iSgautas 1950 m. i§ griez¢io augalo. Labai greitai buvo nustatyta, kad tai biopolimeras,
pasizymintis potencialiai vertingomis fizikinémis savybémis, todé¢l jau 1964 m. pradéta komercine
ksantano gamyba. Tai vienintelis mikrobinis polisacharidas, patenkantis tarp 10 — ties pasaulyje
daugiausiai sunaudojamy polisacharidy [1].

Siuo metu, ksantanas gaminamas mikrobinés fermentacijos metu, panaudojant Xanthomonas
campestris risies bakterijas. Tai augalams patogeniski mikroorganizmai, sukeliantys juodajj puvinj,
ypa¢ pavojingi bastutiniy genties augalams. Pagrindiniai anglies Saltiniai naudojami ksantano
gamyboje — gliukozé ir sacharozé. Deja, jie stipriai pabrangina produkta, todél vis ieSkoma
alternatyviy substraty, dazniausiai tai yra Zemés tikio ar kity pramonés Saky atliekos [2]. Nors kei¢iant
substratg fizikinés ksantano savybés labai nekinta, taciau tai daro didelg jtaka produkto iSeigai [3].
Remiantis §ia problema, Siame baigiamajame magistro projekte apraSomas tyrimas, kurio metu
vykdyta ksantano gamyba naudojant 9 skirtingus substratus, pateikiamos iSvados bei rekomendacija
optimaliausio proceso vykdymui.

Tyrimo tikslas — optimizuoti ksantano gavimo i§ Xanthomonas campestris bakterijy procesa.

UZzdaviniai:

1. optimizuoti ksantano gavimo procesg, mitybinéje terpéje panaudojant skirtingus anglies
Saltinius;

2. optimizuoti ksantano gavimo procesa, mitybinéje terpéje panaudojant alternatyvius anglies
Saltinius;

3. istirti ir palyginti skirtingy tirpikliy poveikj ksantano nusodinimui bei galutinei produkto
iSeigai;

4. pateikti optimalig ksantano gavimo biidg bei aparatiiring ksantano gavimo schema.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1 Ksantano charakteristika

Ksantanas — tai mikrobinés kilmés rtigstinis polisacharidas, sudarytas i§ D — gliukozés, D — manozés
ir D — glukurono raigsties likuciy, santykiu 2:2:1, bei i§ kintan¢iy O — acetilo ir piruvato liku¢iy [4].
Egzopolisacharido pagrindas toks pat kaip ir celiuliozés, kur B-1,4-glikozidiniu rySiu sujungtos
gliukozés molekulés, su prie kas antros molekulés 3 — iojo anglies atomo prijungtomis Soninémis
trisacharidy grandinémis. Sios grandinés sudarytos i§ glukurono riigities, p-1,4-glikozidiniu rysiu
besijungian¢ios su terminaline manozés molekule, turin¢ia piruvato pakaita, ir -1,2-glikozidiniu
rySiu — su acetilo pakaitg turin¢ia vidine manozés molekule, kuri, savo ruoztu, a-1,3-glikozidiniu
ry$iu yra prisijungusi prie egzopolisacharido molekulés pagrindo [5]. Soninése grandinése esanciy
acetilo ir piruvato pakaity kiekis priklauso nuo bakterijy auginimo salygy bei kity proceso parametry
[4]. Kuo ksantano molekuléje maZiau piruvato grupiy, tuo klampesnis ir takesnis polisacharido
vandeninis tirpalas [7]. Taip pat, acetilo ir piruvato grupés daro jtaka konformacinéms ksantano
molekulés savybéms. Acetilo grupé stabilizuoja polisacharido molekulés struktiirg net stipriai
padidéjus praskiesty vandeniniy tirpaly joninei jégai, kai, tuo tarpu, piruvato grupé pasizymi
destabilizuojanciomis savybémis. Greifiausiai, tokj poveikj lemia neigiama elektrostatika, atsiradusi
dél abiejy neigiamg kravj turin¢iy grupiy tarpusavio atostimio [1].

Ksantano molekulé gali buti dviejy konformacijy — spiralinés ir netaisyklingos vijos. Kai
polisacharidas yra kictos bisenos, jo molekulinés struktiira yra spiraliné, tirpaluose, kuriuose esama
drusky, ksantano grandinés transformuojasi i§ viengubos spiralinés struktiiros j dviguba, o tirpalus
kaitinant vyksta konformaciniai pokyc¢iai ir molekulés struktira tampa lankscios, netvarkingos
formos [7].

1.1 pav. Struktarinis ksantano fragmentas

1.2 Fizikinés — cheminés savybés

Ksantanas pasizymi iSskirtinémis fizikinémis savybémis — gerai tirpsta tiek Saltame, tiek karStame
vandenyje, sudaromi didelio klampumo tirpalai naudojant mazas koncentracijas, stabilumas esant
dideliems pH, temperataros ir druskos koncentracijos pokyciams [6]. Pavyzdziui, 0,5 — 1,5 %
koncentracijos ksantano tirpalai klampumg iSlaiko temperatiiros intervale nuo 0 °C iki 100 °C, taip
pat esant 0,1 % ar didesnei druskos koncentracijai, 0 pH vertei svyruojant nuo 2 iki 11. Ksantano
tirpaly klampumg ir geb¢jima iSlaikyti tokig konsistencija lemia stabili dvigrandé spiraliné
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polisacharido struktira. Verta paminéti, kad vandeniniai ksantano tirpalai pasizymi itin aukstu
cheminiu stabilumu. Pavyzdziui, vandeninj polisacharido tirpala sumaiSius su 5 % sieros ar azoto
rugsties, su 25 % fosforo riigSties ar su 5 % natrio hidroksido, kambario temperatiiroje i§laikomas
stabilumas net iki keliy ménesiy. Tokj cheminj stabilumg aukstoje temperatiiroje, stipriai riigséio je ar
stipriai $arminéje terpéje lemia trisacharidy grandiniy apsauginis efektas. Soninés grandinés
saveikauja su pagrindine ksantano molekulés grandine taip apsaugodamos labilius glikozidinius
rySius nuo hidrolitinio skilimo [1].

Ksantano vandeniniai tirpalai pasizymi dideliu pseudoplastiSkumu tekant, tai reiskia, kad veikiant
deformacinéms jégoms tirpalai praranda klampuma, o panaikinus $ias jégas, tirpalo klampumas staiga
sugrizta. Taip nutinka d¢l to, kad Slyties jégos suardo standziy ksantano molekuliy tinklg. Ksantano
molekuliy tinklas susidaro esant didelei molekuliy koncentracijai tirpale, kai pastarosios nebegali
laisvai judéti ir jungiasi viena su kita [7].

1.3 Ksantano biosintezé

Polimeras iSgaunamas pasitelkiant biotechnologinius procesus, t. y. fermentuojant gliukoze,
sacharoze, krakmolg ar melasg X. campestris bakterijomis [4].

Ksantano biosinteze galima suskirstyti j 3 etapus:
e paprastyjy cukry jsisavinimas ir jy konversija j nukleotidinius darinius;
e pentasacharidy subvienety pernesSimas izopropilpirofosfato nesikliu;
e pentasacharidy polimerizacija ir jy iSskyrimas.

Polimero pagrindas suformuojamas jungiant D-gliukozés-1-fosfatg ir D—gliukoze i§ UDP—gliukozés.
Tada i§ GDP—manozés ir UDP—gliukurono ragsties prijungiama D—manozé ir D—gliukurono raigstis.
Acetilo grupé prie vidinés manozés likuCio perkeliama nuo acetil-CoA, o piruvato grupé nuo
fosfoenilpiruvato perkeliama prie terminalinés manozés likucio. Kiekvienas i$ $iy etapy reikalauja
specifiniy substraty ar fermenty, tad jei néra bent vieno i$ reikalingy faktoriy, proceso etapas yra
uzblokuojamas.

Kaip jau minéta, visas sintezés procesas prasideda nuo paprastyjy angliavandeniy jsisavinimo ir
skaidymo. Entner — Doudoroff ciklas, kartu su trikarboksirtig§¢iy ciklu, yra dominuojantis gliukozés
katabolizmo mechanizmas. Juo remiantis ir sickiant ant akceptoriaus molekulés suformuoti polimera
panaudojami jvairiis aktyvinti angliavandeniy donorai. Susidar¢ pasikartojantys oligosacharidy
vienetai, prie jy prisijungiant monosacharidams, fosforiliniais rysiais konstruojami prie
izoprenoidinio lipidinio neSiklio. Tuo pat metu, i§ atitinkamo aktyvuoto donoro prijungiami acilo
pakaitai. Susiformavus pasikartojantiems pentasacharidy vienetams, inaktyvuotas lipidinis nesiklis
yra defosforilinamas, siekiant gauti izoprenilfosfata, kuris toliau gali dalyvauti polimero grandinés
biosintezeje. Pasikartojanciy vienety struktiirg lemia monosacharidy ir acilo grupiy perneSimas nuo
donory bei nuo polimerazés fermento, atsakingo uz pentasacharidy polimerizacija 1 makromolekule.
Paskutiniame etape egzopolisacharidas i§ citoplazminés membranos per periplazming ir iSoring
membranas i§skiriamas j ekstralasteline aplinkg. Sis procesas reikalauja energijos Saltinio ir gali biiti
analogiskas lipolisacharidy eksportavimui per iSoring membranag, kur energijos tiekéjas yra ATP [3].
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1.2 pav. Ksantano biosintezés schema

Pagrindiniai kriterijai, kuriy siekiama proceso metu — auksta iSeiga ir tinkamos polisacharido fizikinés
— cheminés savybés. Dazniausios priezastys, kodél ksantanas neatitinka kokybiniy reikalavimy ir

gaunama prasta fermentacijos iSeiga:

e tam tikry funkciniy grupiy trukumas anglies Saltinio molekulése gali nulemti nenumatyty
metabolizmo reakcijy vyksma, kuriy metu susidaro kitokios struktiiros egzopolisacharidas;

e maistiniy medziagy sudétis varijuoja dél naudojamo skirtingo anglies Saltinio, todél ne

visada gaunamas produktas yra tinkamos kokybés;
e Salutiniy produkty formavimasis;

e jei naudojamas nemodifikuotas krakmolas, kai kurie jo komponentai gali tapti proceso

inhibitoriais;

e csant didelei nesureagavusiy komponenty koncentracijai gaunama maza iSeiga ir

komplikuojamas galutinio produkto gryninimo procesas [3].

1.4 Xanthomonas campestris bakteriju charakteristika

X. campestris pv. campestris — tai geltonos pigmentacijos, judrios, aerobinés, gram-neigiamos,
lazdelés formos bakterijos, turin€ios vieng polinj Ziuzelj, originaliai i§skiriamos i§ griez¢io augalo.
Tai augalams patogeniSki mikroorganizmai, sukeliantys juodajj puvinj — rim¢iausig bastutiniy (lot.
Brassicaceae) seimos augaly liga. Epifitinés bakterijos per poras jsiskverbia j vidinius audinius ir

migruodamos po gysling sistema sukelia chloroze — chlorofilo destrukcija, gysly juodavima ir,
galiausiai, puvima [1]. X. campestris bakterijas paséjus ant selektyviosios YM agaro (angl. Yeast and

Mold agar) terpés pastebimos ryskiai geltonos spalvos, 4-5 mm skersmens kolonijos [6].
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1.3 pav. a: X. campestris pv. campestris mikroskopinis vaizdas; b: X. campestris pv. campestris bakterijy
kolonijos YM terpéje

1.5 Genetiskai modifikuoti Xanthomonas campestris mikroorganizmai

Ksantano gamyba yra genetiSkai kontroliuojama geny grupés, susidedancios i§ 12 geny, zymimy:
gumaB,-C,-D,-E,-F,-G,—H, - 1,-J,— K, — L ir — M. Genetinis bakterijy modifikavimas
galimas norint pagerinti gaunamo produkto savybes ar iSeigg, pritaikyti bakterijas prie tiekiamos
mitybinés terpés, padidinti proceso nasumg, sumazinant jo trukme, ar siekiant palengvinti tolimesnj
produkto gryninimo procesg. Vienas i§ apraSyty genetinio modifikavimo pavyzdziy, kai tai atlikta
norint supaprastinti pasikartojanciy vienety struktiirg, taciau pastebéta, kad, tokiu atveju, gaunama
kur kas mazesné ksantano iSeiga nei naudojant jprastas X. campestris bakterijas.

Siekiant praplésti ksantano gamyboje efektyviy substraty diapazona, atliktas dar vienas genetinio
bakterijy modifikavimo bandymas. Jprastai, dél B-galaktozidazés fermento trikumo X. campestris
mikroorganizmai neskaido laktozés, taciau mokslininkai bakterijose jdiegé minétajj fermentg
koduojantj geng. Tuo pavyko pasiekti, kad X. campestris bakterijos vykdyty ksantano sintezg, kai
mitybinés terpés sudétyje yra iSriigy, kas leisty stipriai atpiginti gamybos procesg [3].

ISriigos — varSkeés, sirio, kazeino gamybos $alutinis produktas, gaunamas i$ surauginto pieno atskyrus
sutrauka. Tai didele biologine verte pasizymintis produktas, kadangi po perdirbimo jame licka apie
50 % visy pieno maistiniy medziagy. Priklausomai nuo to, ar iSrtigos gautos riigstinio (riigscios), ar
fermentinio (saldZios) traukinimo metu, jy sudétis labai nezymiai skiriasi [54]. Isrtigy sudétis pateikta
1.1 lenteléje:

1.1 lentelé. Isriigy sudétis [54]

Komponentas SaldzZios iSriigos, % Rugscios iSriigos, %
Vanduo 93,6 93,5
Sausosios medziagos 6,4 6,5
Baltymai 0,55 0,55
Nebaltyminis azotas 0,18 0,18
Riebalai 0,05 0,04
Laktozé 4,8 49
Pelenai 0,5 0,8
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Didziausi pasiekimai mikrobinés genetikos srityje yra paremti mutacijy, kurias gali sukelti cheminiai
ir fiziniai mutagenai, pvz., ultravioletiné spinduliuoté, tyrimais.

1.6 Komerciné ksantano gamyba

Pramoninéje gamyboje gali biti taikoma tiek perioding, tiek nepertraukiama fermentacija. Deja,
taikant perioding fermentacijag gaunama prastesné iSeiga dél mazo lasteliy gyvybingumo, kai, tuo
tarpu, nepertraukiamos fermentacijos metu net iki 80 % substrato bakterijos gali paversti ksantanu.

Tipiné komerciné ksantano gamyba periodiniu biidu prasideda nuo X. campestris pv. campestris
inokuliato paruoSimo ir perkélimo j bioreaktoriy, j fermentacijos terpe. Inokuliato paruosimas apima
kelis etapus, kuriy metu reikalingi bioreaktoriai nuo 10 litry talpos — pradinéms kulttiroms, iki 100
m?® — fermentacijai. Fermentacijos metu uztikrinamas ne mazesnis kaip 1kW/m?® nuolatinis maiSymas,
palaikoma 28-30 °C temperatiira, pH verté svyruoja apie 7. Kadangi naudojami aerobiniai
mikroorganizmai, fermentacijos terpé¢ aeruojama ne mazesniu kaip 0,3 v/v (turio vienetas/ tlirio
vienetas). Fermentacijos procesas trunka apie 100 valandy, per §j laikg apie 50 % gliukozés yra
paver¢iama ] produkta. Proceso pradzioje greitai suvartojamas azoto Saltinis, bakterijy skaicius auga
geometrinés progresijos seka, véliau pradedamas vartoti gliukozés Saltinis ir produkuojamas
polisacharidas [3]. Gliukozés koncentracijos mazéjimo bei biomasés ir produkto augimo schema
vykstant fermentacijai iki 60 valandy pateikta 1.4 paveiksle.

Glucose
Xanthan

Cell (10x)
L0

Concentration (g/liter)

a0 T 60
lime (hours)

1.4 pav. X. campestris bakterijy augimas, gliukozés suvartojimas ir ksantano formavimasis [1]

Po fermentacijos terpé pasterizuojama. Sio etapo metu inaktyvuojami fermentai ir sunaikinamos
bakterijy lastelés. Polisacharido iSskyrimui dazniausiai naudojamas didelis kiekis alkoholio. Po
nusodinimo ksantanas i$dziovinamas purkstuvingje dziovykloje ar liofilizatoriuje arba papildomai
praplaunamas vandeniu, pakartotinai nusodinamas alkoholiu ir tik tada iSdZiovinamas. Papildomas
plovimas uztikrina kietyjy daleliy, tokiy kaip mikroorganizmy lasteliy likuciai, organiniai likuciai ir
pigmentai, pasalinima. I8dziovintas ksantanas susmulkinama j miltelius [3].

Jei gaminama ksantang numatoma naudoti maisto pramongje, reikalinga neutralizacijos reakcija.
Soniniy grandiniy sudétyje esanti glukurono rigstis bei piruvato likugiai stipriai sumazina produkto
pH, todel rugstys neutralizuojamos naudojant natrio, kalio ar kalcio jonus [7]. Fizikinés komercinio
ksantano savybés pateikiamos 1.2 lenteléje.
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1.2 lentelé. Fizikinés komercinio ksantano savybés

Savybé Verteé

Fiziné busena Kreminés spalvos milteliai
Drégme, % 8-15

Peleny kiekis, % 7-12

Azoto kiekis, % 0,3-1,0

Acetato kiekis, % 1,9-6,0

Piruvato Kkiekis, % 1,0-5,7
Vienvalenciy drusky kiekis, g/l 3,6-14,3
Dvivalenc¢iy drusky kiekis, g/l 0,085-0,17
Klampa, cP 13-35

1.7 Faktoriai, turintys jtaka gamybos procesui

Siekiant iSgauti didziausig produkto iSeigg ir geriausias savybes, biitina jvertinti bioreaktoriaus
parametrus, t. y. nustatyti fermentacijos tipa, terpés sudétj, proceso parametrus — temperatira, pH
verte, maiSymo greitj, aeravimo bei pacios fermentacijos trukme [5].

1.7.1 Anglies Saltinio jtaka

Atlikti bandymai naudojant fruktoze, laktoze, sorbitolj, maltoze, ksiloze ir kitas medZziagas, bet
nustatyta, kad geriausia ksantano iSeiga bei auksciausia kokybé gaunama, kai anglies Saltinis yra
gliukoz¢ arba sacharozé. Atlikus tyrimus nustatyta, kad naudojant gliukozg gaunama 14,744 g/l
ksantano iSeiga, kai, tuo tarpu, naudojant fruktoze — 5,232 g/1, o sorbitolj — 1,401 g/l [3]. Remiantis
mokslininky atliktais tyrimais, optimaliausia iSeiga pasickiama naudojant mitybing terpe, kurios
sudétyje yra 4 % sacharozes ar gliukozés [8]. Vis délto, kylanti gliukozés kaina ver€ia gamintojus
ieSkoti alternatyviy zaliavy ksantano gamybai. Dél Sios priezasties, substratais naudojami mieziai,
hidrolizuoti ryziai, kukurtizy miltai, kvieciai, cukranendriy cukrus, persiky pulpa. Pakeitus substrata
galutinis produktas kardinaliai nepasikeiia, kadangi anglies Saltinis neturi jtakos produkuojamo
polisacharido molekulés pagrindui, taciau pastarasis lemia Soniniy grandiniy struktiirg, molekuline
mase, iSeigg [3].

1.7.2 Azoto Saltinio jtaka

Pramoningje ksantano gamyboje naudojama 0,05 — 0,1 % medziagos, veikiancios kaip azoto Saltinis,
pvz., mieliy ekstrakto, peptono, amonio nitrato ar uréjos, natrio nitrato. D¢l tinkamiausio azoto
Saltinio mokslininky nuomonés iSsiskiria. Vieni tvirtina, kad klampesni ksantano tirpalai gaunami,
kai polisacharido gamyboje pritaikomy terpiy sudétyje naudojamas amonio hidrofosfatas, kitiems
tyréjams tinkamesnis azoto Saltinis glutamatas [9].

Taip pat, atlikus tyrimus nustatyta, kad naudojant amonio jonus X. campestris bakterijy lasteliy
augimo greitis 0,52 mmol/g per valanda, o naudojant nitrato jonus — 0,79 mmol/g per valanda, o
acetilo ir piruvato pakaity kiekis molekuléje sudaro atitinkamai 4,6 % ir 6 %. Biomasé geriausiai auga
kaip anglies Saltinj naudojant amonio jonus, o didziausia iSeiga gaunama, kai naudojamas nitratas.
Pastebéta, kad kai mitybingje terpéje yra abu minétieji komponentai, pirmiausia i$eikvojamos amonio
druskos. Taip pat tyrimy metu nustatyta, kad azoto Saltinio koncentracija ksantano molekulinei masei
jtakos neturi [3].
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1.7.3 Temperatiiros jtaka

Temperatiira yra labai svarbus kintamasis. X. campestris bakterijy lastelés geriausiai auga esant 24-
27 °C temperatiiroje, kai, tuo tarpu, didziausia ksantano iSeiga gaunama esant 30-33 °C temperatiirai.
Atsizvelgiant j tai, pramoninéje gamyboje fermentacijos metu palaikoma 28 °C temperatiira [1].
Proceso metu palaikant 25 °C temperatiira gaunama didZiausia ksantano molekuliné masé, taciau
piruvato ir acetato pakaity molekuléje yra maziausias [3].

1.7.4 pH jtaka

D¢l pH kontroliavimo fermentacijos metu specialisty nuomoné néra vieninga. Vienur teigiama, kad
pH reguliavimas proceso metu butinas, kadangi pH vertei sumazéjus iki 5, bakterijos nustoja
produkuoti ksantang. Tokia situacija galima todé¢l, kad vienas i§ fermentacijos produkty — ruigstys, tad
norint palaikyti pH kuo ar¢iau neutralios vertés papildomai pridedama natrio arba kalio Sarmo [1].
Kiti mokslininkai teigia, kad pH gali buti reguliuojamas arba nereguliuojamas. Kai proceso metu pH
kontroliuojamas, ksantano gamyba sustoja bakterijoms pasiekus stacionarig faze, nepriklausomai nuo
to, koks Sarmas naudojamas pH reguliavimui. Jeigu proceso metu pH nekontroliuojamas, ksantano
gamyba vyksta net ir bakterijoms pasiekus stacionarigjg faze [10].

1.7.5 Fermentacijos tipo jtaka

Kol kas néra vieningos nuomonés, kuris fermentacijos tipas yra tinkamesnis. Vieni specialistai
tvirtina, kad geriau naudotini periodinés fermentacijos tipg, kadangi tokiu atveju yra daug maziau
kontroliuojamy parametry. Kituose moksliniuose S$altiniuose labiau rekomenduojama taikyti
nepertraukiama fermentacija, kadangi periodinés fermentacijos metu aplinkos keitimasis bakterijy
augimo ciklo metu gali sukelti toksiniy medziagy produkavimg, ekstremaly pH arba maistiniy
medziagy iSsekimg. Tuo tarpu, nepertraukiamos fermentacijos metu terpé nuolat praskiedziama ir
pasalinama 1S fermentavimo talpy, todé¢l néra galimybés susidaryti jokioms ekstremalioms sglygoms.
Vis délto, vykdant nepertraukiamg fermentacija sudétinga iSlaikyti sterilumg ir yra tikimybé
mutavusiy X. campestris bakterijy, kurios negamina reikiamo polisacharido, atsiradimui. Nepaisant
to, nepertraukiamas procesas yra ekonomiskai tinkamesnis ir su tinkamai parinktais parametrais gali
vykti iki 2000 valandy [3].

Dar vienas periodinés fermentacijos trikumas — maiSymas. Tai biitina fermentacijos salyga — taip
padidinamas salytis su oru, kas paskatina deguonies jsisavinimg. Deguonis reikalingas
mikroorganizmams augti bei polimero komponenty sintezei, taip pat redukuoty piridino nukleotidy
oksidacijai. Dél ksantano strukttiros klampumo, periodinés fermentacijos metu mitybiné terpé tampa
itin tirSta, todél ja sudétinga maiSyti [1]. MaiSymo metu yra tikimybé suardyti bakterijy lasteles, taciau
atsiranda specialisty, sitilan¢iy naudoti perioding fermentacija, ir teigianciy, kad lasteliy suardymo
problema galima i$spresti pridedant medvilninés vatos ar kito audinio, ant kurio adsorbuojasi
mikroorganizmai ir taip uZtikrinama nattrali fizin¢ bakterijy ir skystosios fazes, kurioje yra maistiniy
medziagy bei fermentacijos produkty, atskirtis [3]. Vis délto, norint, kad metodas, kai naudojama
vilna, medvilné ar kitoks audeklas, visiSkai pasiteisinty reikalingi naujo dizaino bioreaktoriai,
kuriuose skysta terpé ir oras galéty judéti laisvai per poréta pluosSting matrica. Tokiu atveju, biity
uztikrintas geras mikroorganizmy, adsorbuoty ant audeklo, ir maisto medziagy kontaktas. Si strategija
turéty pagerinti deguonies pernasa, taip pat galéty padidinti reakcijos greitj bei sulétinti mutacijos
augimg [11].
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1.7.6 Kiti faktoriai

Tyrimy metu nustatyta, kad organinés riigstys, tokios kaip sukcinatas, piruvatas ar a-ketoglutaratas,
ksantano gamybos procese veikia kaip inhibitoriai. Vis délto, apie citrato naudojimg teigiama
priesingai — 0,09 — 0,18 % citrato paspartina procesg [9].

Magnio ir fosfato jony trilkumas lemia mazesnj piruvato grupiy susidaryma ksantano molekuléje, o
esant amonio jony trikumui — padidéja polisacharido iSeiga. Tuo paciu nustatyta, kad ilgéjant
fermentacijos trukmei didéja piruvato ir acetilo pakaity kiekis.

Didelé mieliy ekstrakto koncentracija padeda pasiekti didelj bakterijy tankj dar prie§ joms pasiekiant
stacionarig faze [3].

1.8 Panaudojimas

Déka savo fizikiniy savybiy, ksantanas, kitaip dar vadinamas ksantano guma ar ksantano derva,
placiai naudojamas jvairiose pramoneés Sakose — kosmetikos, naftos, Zemes iikio, maisto pramongéje.
Taipogi, be $io mikrobinio hidrokoloido neapsieinama ir medicinoje [6].

Siuo metu apie 65 % viso pasaulyje pagaminamo ksantano panaudojama maisto pramonéje, 15 %
naftos pramonéje ir 20 % kitos srityse [7]. Pagrindinés ksantano panaudojimo sritys,
rekomenduojama koncentracija bei atliekamos funkcijos pateiktos 1.3 lenteléje.

1.3 lentelé. Ksantano panaudojimo sritys [1, 7]

Panaudojimo sritis Koncentracija, % | Funkcija

Maisto pramoné:

Padazai 0,1-0,5 Emulsijy stabilizatorius, tirstiklis

Sirupai 0,05-0,2 Tirstiklis, uztikrina stabilumg kaitinant ir tolygy
klampuma

Gérimai 0,05-0,2 Stabilizatorius

Saldytas maistas 0,05-0,2 Pagerina stabilumg po uzsaldymo ir atSildymo

Greitai paruosiamos sriubos 0,3-0,5 Uztikrina didele klampa

Pieno produktai 0,05-0,5 Tirstiklis, emulsijy stabilizatorius, létina sinereze

Mésos produktai 0,05-0,5 Surisa laisva vandenj, 1étina sinerezg

Duonos gaminiai be glitimo 0,2-0,5 Imituoja viskoelastines glitimo savybes, suteikia

duonai ,,trupancig® struktiira

Farmacijos ir kosmetikos pramoné:

Kremai 0,1-1,0 Emulsijy stabilizatorius

Sampiinai, danty pasta, skystas muilas 0,2-1,0 Pagerina tekéjimo savybes ir putojimo stabilumag

Prailginto atpalaidavimo tabletés 0,2-1,0 Reguliuoja suirimo greitj

Zemés iikio pramoné:

Pasary priedai 0,03-0,4 Suspensijy stabilizatorius

Trasos 0,03-0,4 Suspensijy stabilizatorius, pagerina trasy
i8silaikyma

Naftos pramoné:
Naftos iSgavimas 0,05-0,4 Tirstiklis, jtrauktas j tirpaly, naudojamy grazto
apiplovimui, sudétj; padidina vandens klampa, taip
pagerinant naftos istraukima
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1.3 lentelés tgsinys

Kitos pramonés Sakos:

Tekstilés dazymas 0,2-0,5 Pagerina dazy tekéjimo savybes

Spausdinimas ant tekstilés 0,2-0,5 Pagerina spausdinimui naudojamy puty stabiluma
aukstoje temperatiiroje

Keraminé glaztra 0,2-,05 Stingdantis agentas

1.8.1 Maisto pramoné

Jungtinése Amerikos Valstijose maisto pramonéje ksantano pradétas naudoti 1969 m [3]. Siuo metu
Europos Sajungos maisto priedy sarase ksantanas zZymimas numeriu E 415. Daugumoje maisto
produkty gali biti naudojamas pagal poreikj (quantum satis), iSskyrus dzemus, Zelé, marmeladus ir
saldintg kaStainiy tyrg, perdirbtus griidinius maisto produktus bei maista ktdikiams, kuriuose
maksimalus leidziamas Sio priedo kiekis 10000 mg/kg ar mg/l. Griiddiniuose produktuose be glitimo
maksimalus leidziamas Sio priedo kiekis 20000 mg/kg ar mg/l. Maksimali dozé 1200 mg/kg arba mg/I
specialios medicininés paskirties maisto produktuose kiidikiams bei maziems vaikams [12].

De¢ka savo fizikiniy savybiy, ksantanas veikia kaip tirstiklis, emulsijy ir suspensijy stabilizatorius, kas
daro teigiamg jtakg maisto produkty reologinéms savybéms [6]. Dél savybés suteikti reikiamag
konsistencijg nepakeiciant galutinio produkto skonio, ksantanas naudojamas labai skirtingose maisto
pramonés srityse — saloty padazy, ledy, mésos, pieno produkty, duonos, gérimy gamyboje [8].
Dazniausiai maisto pramonéje naudojama ksantano koncentracija 0,05-0,5 %. Maisto pramonéje
naudojamas ksantanas turi biiti gaminama kaip natrio, kalio arba kalcio druska [7].

1.8.1.1 Duonos pramoné

Ksantanas prailgina duonos tinkamumo vartoti terming, kadangi 1étina krakmolo retrogradacijos
procesa. Taip pat ksantanas yra naudojamas duonos be glitimo gamyboje. Sis priedas suteikia norima
produkto konsistencijos, pavyzdziui, trupéjimo pojitj burnoje [7].

1.8.1.2 Meésos pramoné

Ksantanas yra milteliy pavidalo, tod¢l lengvai tirpsta vandenyje ir sirymuose. D¢l didelio tirpumo ir
gebéjimo sujungti laisva vandenj, mésos gaminiuose ksantanas naudojamas kaip drégme sulaikantis
agentas. Ksantano jsiterpimas tarp baltymy rySiy apibréziamas labiau kaip fizinis intarpas negu
cheminé¢ reakcija. Taip pat, dél geb¢jimo sudaryti didelés klampos skysc€ius bei sulaikyti kietgsias
daleles, pavyzdziui, prieskonius, §is maisto priedas naudojamas ir marinaty gamyboje. Dazniausiai
naudojama apie 0,5 % nuo receptiiros kiekio. Priklausomai nuo reikiamos gaminio iSeigos, ksantano
kiekis gali buti sumazintas ir iki 0,3-0,4 % [7].

1.8.2 Kosmetikos pramoné

Dauguma kiino prieziiiros priemoniy yra sudarytos i§ vandeniniy ir riebaliniy komponenty. Taigi,
siekiant, i§vengti faziy susisluoksniavimo naudojami emulsijy stabilizatoriai. Siuo atveju, ksantanas
yra vienas dazniausiy pasirinkimy. Polisacharidas taip pat naudojamas kaip tirstiklis kremy, Sampiiny
bei kity higienos priemoniy gamyboje [7]. TaCiau bene svarbiausia ir pagrindiné ksantano
panaudojimo kosmetikos pramonéje sritis — danty pastos gamyba. Polisacharido fizikinés savybés
lemia galimybe pastg iSspausti i§ tiibelés, taip pat uZtikrina standy pastos iSsilaikymg ant danty
Sepetuko [13].
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1.8.3 Farmacijos pramoné

Déka savo reologiniy savybiy ksantanas naudojamas suspensijy gamyboje, kaip tirStiklis,
stabilizatorius ar medziaga, suspenduojanti kietas daleles. Taip pat ksantanas naudojamas prailginto
veikimo vaisty gamyboje, kur polisacharidas naudojamas hidrogeliui sudaryti. Prailginto veikimo
vaisty veikimas pagrijstas veikliosios medziagos iSsiskyrimu tik po kurio laiko suvartojus vaistg [14].
D¢l biologinio suderinamumo ir struktirinio panasumo ] hialurono rugstj, esancig kremzlése,
ksantanas naudojamas kaip biomimetinis vaistas, skirtas zmoniy, serganciy osteoartritu, audiniams
atkurti [15].

Dar viena sritis, kur naudojamas ksantanas — auksiniy nanodaleliy, taikomy véziui gydyti, gamyba.
Cia biopolisacharidas pritaikomas kaip stabilizatorius ir redukuojantis agentas. Moksliniais tyrimais
nustatyta, kad padengus auksines nanodaleles polisacharidu, jy koloidinis stabilumas padidéja [16].

1.8.4 Zemeés iikio pramoné

Zemés iikio pramonéje minétasis polisacharidas naudojamas siekiant pagerinti fungicidy, herbicidy
ir insekticidy tirpaly galimybe tekéti [8]. Taip pat net ir maza ksantano koncentracija Zemés iikio
pramon¢je naudojamuose tirpaluose uztikrina tolygy netirpiy ingredienty pasiskirstymag net po ilgo
laikymo. Taip pat Sio priedo naudojimas pagerina medziagy, pavyzdZiui, traSy, iSpurSkimg ir
iSsilaikymg ant augaly [13].

1.8.5 Naftos pramoné

Suspensijy stabilizavimas net ir esant ekstremalioms temperatiiros sglygoms, dideléms druskos
koncentracijoms yra pagrindiné priezastis, dél ko ksantanas naudojamas naftos grezimo skys¢iuose
kaip naftos iSstiimimo agentas. Naftai iSgauti naudojamas ksantanas, kurio molekuléje néra piruvato
pakaity, kadangi Siuose procesuose nereikalingas mikrogeliy susidarymas [13]. Naftos pramonéje
sunaudojamas labai didelis gr¢zimo skys¢io kiekis, kurio sudétyje yra 4,28 g/l ksantano, todél nuolat
ieSkomas pigesnis polisacharido pakaitalas. Vis délto, néra lengva rasti ,,draugiska“ aplinkai,
vandenyje tirpy, didelés molekulinés masés ir Sakotos grandinés polimera, pasizymintj tokiomis pat
reologinémis savybémis kaip ir ksantanas. Bandyta ksantang pakeisti ksilogliukanu, taciau bandymas
nepasiteisino, kadangi gauto grezimo skyscio reologinés savybés kur kas prastesnés [17].

1.9 Ekonominiai aspektai

Pasaulyje didéjant gaminiy be glitimo paklausai, didéja ir ksantano paklausa, todél jau iki 2022 m.
planuojama perzengti 418 tikst. tony sunaudojimo ribg, kas sudarys 972 min. JAV doleriy apyvarta,
kai, tuo tarpu, 2016 m. buvo sunaudota vos 250 ttikst. tony. Kaip jau minéta, pagrindiné ksantano
panaudojimo sritis — maisto pramoné. Bitent $ioje srityje pastebimas kasmetinis 6 % maisto priedo
sunaudojimo augimas [18].

Ksantanas yra pakankamai brangus, t. y. 4,95-5,50 JAV doleriy uz kilograma, dél gamyboje
naudojamos gliukozés arba sacharozés, todél vis dazniau siiiloma §j polisacharidg gaminti
panaudojant zemés tkio ir pramonés atliekas, pavyzdziui, cukry melasas, poliolius. Vienas is
patraukliausiy varianty — glicerolio, susidarancio biodyzelino gamybos metu, panaudojimas. Tokiu
budu pagamintas ksantanas negali biiti naudojamas kaip maisto priedas [2]. Pagal pateikta
informacija, $io baigiamojo magistro projekto tyrimas atliktas taip pat panaudojant alternatyvius
anglies Saltinius — glicerolj ir kokosy palmiy ziedy cukry.
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2. MEDZIAGOS IR TYRIMU METODAI
2.1 Tyrimo metu naudota jranga

2.1 lentelé. Naudota laboratoriné jranga ir inventorius

Irengimo pavadinimas Modelis/Gamintojas Charakteristikos
Laminariné traukos spinta Telstar BV 100 Oro greitis 0,4 m/s, apSvietimas > 800 lux, triuk§mas
<60dB
Autoklavas Certoclav CV — EL Maksimali temperattira 140 °C, maksimalus slégis
2,7 bar
Svarstyklés Shimadzu ATX 8400 Padala 0,1 mg, svérimo riba 82 g
pH metras Winlab pH riba -1,00-15,00, paklaida 0,01
Meégintuvéliy maisykleé Biosan BioVortex V1 Maisymo greitis 500-3000 rpm
Magnetiné maisyklé Heidolph Mr Hei — Tec Temperattros intervalas 20-300 °C, maiSymo greitis
100-1400 rpm
Termostatas Binder BD23 20 I talpos, temperatiiros intervalas 5-100 °C
Termostatas — maisyklé Biosan ES — 20 Temperatiiros intervalas 5-42 °C, mai§ymo greitis
50-250 rpm
Centrifuga Universal 320 R Temperatiiros intervalas -20-4 °C
Vandens vonelé Memmert WNE 7 71 talpos, temperattiros intervalas 5-95 °C
Spektrofotometras Shimadzu UV — 1280 Bangos ilgio intervalas 190-1100 nm
Inventorius

Erlenmejerio kolbos

Automatinés pipetés

Vienkartiniai mégintuvéliai

Petri 1ékstelé

Mikrobiologiné kilpelé

Kiuvetés

Magnetas maiSymui

2.2 Tyrimo metu naudotos terpés

YM terpé (angl. Yeast and Mold agar) — selektyvi mitybiné terpé, naudojama mieléms, pelésiams ar
acidofiliniams mikroorganizmams kultivuoti. Terpés sudétyje esantis peptonas yra anglies, azoto bei
kity butiny mitybiniy medziagy Saltinis. Komponentas gliukozé — anglies bei energijos Saltinis.
Salyklo ekstraktas veikia kaip papildomas anglies $altinis, o mieliy ekstrakto sudétyje yra vitamino
B ir kity augimo faktoriy [12].

Tyrimo metu naudotos dviejy tipy YM terpés — kieta ir skysta. Kietosios terpés sudétyje papildomai
naudotas agaras.

YM —T terpé — tai mitybiné terpé, savo sudétimi labai panasi } YM terpg, taciau papildomai turinti
dar vieng azoto $altinj — diamonio fosfata [12].
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2.2 lentelé. Mitybinés terpés ir jy sudétis [19]

Komponentas Koncentracija, g/l
YM terpé
Gliukozé 10,000
Peptonas 5,000
Mieliy ekstraktas 3,000
Salyklo ekstraktas 3,000
Agaras (tik kietoje terpéje) 20,000
YM —T terpé

Gliukozé 10,000
Peptonas 5,000
Mieliy ekstraktas 3,000
(NH,4)2HPO,4 1,500
K2HPO, 2,500
MgSOs - 7H,0 0,050

Gliukozé (Ce¢H1206) — monosacharidas, kitaip dar vadinamas dekstroze, sudétyje turintis Sesis anglies
atomus ir aldehido grupe. Tai saldi, gerai tirpstanti vandenyje kristaliné medziaga. Gliukozé yra
pirminis gyvyjy organizmy energijos Saltinis. Naudoto komponento sudétyje D-gliukozés yra ne
maziau kaip 99,5 % sausyjy medziagy masés [20].

Peptonas — tai nevisiSkos baltymy hidrolizés produktas. Peptonas dazniausiai gaminamas vykdant
fermenting ar rigsting mésos audiniy ar pieno hidroliz¢. Pastarasis vertinamas kaip vienas geriausiy
aminoriugsciy, peptidy ar baltymy Saltiniy, todél naudojamas mikroorganizmy mitybiniy terpiy
sudétyje [21].

Mieliy ekstraktas — tai azotiniy junginiy, anglies, sieros, mikroelementy ir vitamino B kompleksas,
gaunamas vykdant mieliy Igsteliy autoliz¢. Vykdoma fermentacija, kurios metu mieliy lastelés
auginamos iki tokios didelés koncentracijos, kad Ziiva, d¢l ko suyra lasteliy sienelés. D¢l ypatingai
geros sudéties mieliy ekstraktai naudojami mikrobiologiniy terpiy gamyboje [22].

Salyklo ekstraktas — tai krakmolo ar griidy pagrindu pagamintas saldiklis. DaZniausiai gamyba
vyksta griidus sumaiSant su vandeniu, taip sudarant galimybe fermentams suskaidyti krakmola ir
baltyming griidy dalj. Netirpios medZiagos pasalinamos, o tirpalas koncentruojamas iki kol gaunamas
stabilus klampus sirupas, kurj iSdZiovinus gaunami milteliai. D¢l nattiraliai griiduose esanciy
fermenty, salyklo ekstraktas labai panaSus j maltozés sirupus [23].

Agaras — angliavandeniy kompleksas, kurj sudaro 70 % linijinio polisacharido agarozés ir 30 %
Sakotos grandinés komponento — agaropektino. Agarozé sudaryta i§ kintan¢iy p-D-galaktozés ir 3,6-
anhidro-o-L-galaktozés fragmenty. Agaropekting sudaro D-galaktozés monomerinés grandys. Tai
milteliy pavidalo medZiaga, netirpstanti Saltame vandenyje, bet gerai tirpstanti 95-100 °C
temperatiiros vandenyje, o temperatiirai véstant iki 45 °C prasideda tirpaly Zelatinizacija. Europos
Sajungos maisto priedy sarase agaras zymima E 406 [24].
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Amonio hidrofosfatas ((NH4)2HPO.) — baltos spalvos kristaliné medziaga, naudojama kaip azoto ir
fosforo saltinis, reikalingas bakterijoms augti [25].

Kalio hidrofosfatas (KoHPOs) — labai gerai vandenyje tirpi medziaga, naudojama kaip kalio ir
fosforo saltinis bakterijoms augti [26].

Magnio sulfatas (MgSOs - 7H.O) — tai heptahidrato sulfato mineralinis epsomitas, kitaip dar
vadinamas Epsom druska. Si neorganiné druska naudojama kaip magnio Saltinis mikroorganizmams
augti [27].

Produkcijos terpé — tai ksantano gamybai reikalingy komponenty rinkinys. Terpés sudétyje yra
bakterijoms reikalingi anglies, azoto, fosfato, citrato ir kity medZiagy Saltiniai.

2.3 lentelé. Produkcijos terpés sudétis [19]

Komponentas Koncentracija, g/l
Anglies Saltinis 40,000
Citriny rugstis 2,100
NH4NO; 1,140
KH2PO4 2,860
MgCl, 0,500
NazSO4 0,080
Hs;BO:3 0,006
Zn0O 0,006
FeCls 0,020
CoCO;s 0,020

Citriny ragstis (CsHsO7) — tai terpés rugstingumg reguliuojanti medziaga, pramonéje iSgaunama
angliavandeniy fermentacijos metu, panaudojant gryba Aspergillus niger. Si medZiaga Europos
Sgjungos maisto priedy sgrase Zzymima E 330 [28].

Amonio nitritas (NHsNO7) — visiskai nestabili amonio druska, j vandenj ir azotg skylanti jau
kambario temperatiiroje. Produkcijos terpéje Sis komponentas naudojamas kaip azoto Saltinis [29].

Monokalio fosfatas (KH2PO4) — didele buferine talpa pasizyminti, vandenyje tirpi kalio druska,
naudojama kaip Kkalio ir fosforo Saltinis mikroorganizmams [30].

Magnio chloridas (MgClz) — gerai vandenyje tirpi magnio druska, naudojama kaip magnio jony
Saltinis. Si druska terpiy sudétyje gali biiti naudojama tik mazomis koncentracijomis, priesingu
atveju, pasireiSkia inhibitorinis poveikis bakterijy augimui [31].

Natrio sulfatas (Na;SOs) — natrio druska, vandenyje disocijuojanti j natrio ir sulfato jonus.
Mikrobiologiniy terpiy gamyboje natrio sulfatas naudojamas kaip natrio $altinis [32].

Boro ragstis (HsBO3) — silpna riigstis, dazniausiai naudojama buferiniuose tirpaluose, tirpi tiek
vandenyje tiek etanolyje. Si riigstis pasizymi antivirusinémis ir fungicidinémis savybémis [33].

Cinko oksidas (ZnO) — tai neorganinis oksidas, netirpus vandenyje. Produkcijos terpéje naudojamas
kaip cinko Saltinis [34].
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Gelezies chloridas (FeCls) — vandenyje tirpi gelezies druska. Tirpimo metu §i medziaga dalinai
hidrolizuojasi, vyksta egzoterminé reakcija ir susidaro labai riigS§tus druskos riigsties tirpalas,
naudojamas nuoteky valymo procesuose arba geriamojo vandens gamyboje [35].

Kobalto karbonatas (CoCO3s) — rozinés spalvos milteliy pavidalo kobalto druska [36].

Tyrimas buvo atliekamas produkcijos terpés sudétyje pakeiciant 9 skirtingus anglies Saltinius, taciau
nekeiciant jo koncentracijos. Medziagos, naudotos kaip anglies $altinis:
Gliukozé — Sis komponentas naudotas YM terpés sudétyje ir yra apraSytas anksciau.

Fruktozé — tai gliukozés izomeras, saldesnis tiek uZ padia gliukoze, tiek uz sacharoze. Sis
angliavandenis gali biti ir kietosios, ir skystosios biisenos [37]. Fruktozé tirpi vandenyje ir Siek tiek
tirpi etanolyje, jos kiekis augaluose ar vaisiuose mazéja jiems brestant. Kaip ir gliukozé, tai yra
redukuojantis sacharidas, tik vietoje aldehido grupés, fruktozés sudétyje yra keto grupé [38];

Sacharozé — tai populiariausias cukrus pasaulyje. Sis disacharidas, sudarytas i§ o-1,2-glikozidiniu
rySiu sujungty gliukozés ir fruktozés molekuliy [39]. Sacharozé tirpsta tiek vandenyje, tiek etanolyje,
0 jos kristalai yra monoklininés prizmés formos [38];

Maltozé — disacharidas, sudarytas i§ dviejy a-1,4-glikozidiniu rySiu sujungty gliukozés molekuliy
[39];

Nerafinuotas cukranendriy cukrus — tai i§ vienos i$ trijy cukranendriy augalo (lot. Saccharum
officinarum, Saccharum robustum, Saccharum spontaneum) rasiy iSgaunamas cukrus, kurio sudétyje
yra sacharozé ir invertuotas cukrus. Pastarojo kiekis priklauso nuo augalo brandos. Kuo cukranendrés
labiau subrendusios, tuo maziau invertuoto cukraus jose yra. Invertuoto cukraus Kkiekis gali stipriai
padidéti perlaikius cukranendres laukuose.

Invertuotas cukrus — tai rOgStimis arba invertazés fermentu veikiant sacharoze gaunamas
monosacharidy miSinys, sudarytas, santykiu 1:1, i§ D-gliukozés ir D-fruktozés [40];

Manitolis — natdiralus angliavandenis alkoholis. Tai bespalvis saldus junginys, naudojamas kaip
cukraus pakaitalas ir Europos Sgjungos maisto priedy sgrase Zymimas E 421 [41];

Saldikliy miSinys ,,Stevia* — eritritolio pagrindu (99,8 %) sudarytas saldikliy mi$inys, kurio sudétyje
yra 0,2 % steviolio glikozidy ekstrakto.

e Eritritolis — tai keturis anglies atomus turintis poliolis, gaunamas i§ gliukozés, pasitelkiant
Aureobasidium genties mikroorganizmus, taip pat gali biti gaminamas naudojant
osmofilines mieles arba Pseudozyma tsukubaensis bakterijas. Tai nattiralus saldiklis, kurio
saldumas 75-80 % prilygsta sacharozés saldumui. Eritritolis yra nehigroskopiné medziaga,
naudojama kaip cukraus pakaitalas cukriniu diabetu sergan¢iy zmoniy mityboje. Sis saldiklis
JAV Maisto ir Vaisty Administracijos maistiniu poziliriu pripazintas esantis saugus vartoti
[42].

e Steviolio glikozidai — tai saldziosios stevijos (lot. Stevia rebaudiana) lapuose esanciy
saldikliy grupé, kurie yra iki 300 karty saldesni uz sacharozg. | komerciniams tikslams
naudojamo ekstrakto sudétj jeina steviozidas, rebaudiozidai A, B, C, D, E ir kiti junginiai.
Pagrindinis komponentas, kurio ekstrakto sudétyje yra apie 80 %, — steviozidas, sudarytas is
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necukrinés dalies — steviolio ir trijy gliukozés molekuliy [43]. Remiantis JAV Maisto ir
Vaisty Administracijos duomenimis, maistiniu pozitriu steviolio glikozidai pripazinti

OH HO
H
o 90 OH
OH

CH,

esantys saugiis vartoti [44].

w
HO o) O _;"‘“ H
HO
OH \\L Me

2.1 pav. Steviozido struktiiriné formulé

Glicerolis (C3HgOg) — tirstas, tasus, bekvapis, bespalvis poliolis, tirpus alkoholyje ir vandenyje. Tai
dirbtinis saldiklis, Europos Sgjungos maisto priedy sgrase zymimas E 422 [2]. Glicerolis yra $alutinis
biodyzelino gamybos produktas, susidarantis triacilgliceroliy transesterifikacijos metu. Sis poliolis
stabilus esant normalioms aplinkos salygoms, t. y. esant O °C temperattirai ir 1 atm slégiui,
nedirginantis, tinkamas sgveikai su Kitais cheminiais junginiai ir neturintis neigiamo poveikio
aplinkai [45];

Kokosy palmiy Ziedy cukrus — i$ kokosy palmiy (lot. Cocos nucifera) iSgaunamas cukrus, sudarytas
i trijy pagrindiniy angliavandeniy — apie 85 % sacharozés, 3 % fruktozés ir 2 % gliukozeés. Sio
cukraus gamyba prasideda nuo sulos, kuri sudaryta i§ 80 % vandens ir 12-15 % sacharozés,
surinkimo. Vandenj garinant susidaro tirStas sirupas, i$ kurio toliau formuojamas kristalinés, blokinés
ar pastos formos cukrus. IS esmés, galutiné produkto biisena priklauso nuo sirupo drégmés kiekio.
Kokosy palmiy ziedy cukraus sudétyje yra net 16 aminortigsciy, taip pat gausu mineraliniy medziagy
— kalio, magnio, cinko, gelezies, kalcio ir kity [46].

2.3 Tyrimo eiga

Ksantano gavimo i§ X. campestris bakterijy schema pateikta 2.2 paveiksle.
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Dehidratuoty X. campestris bakterijy

kultiiry paruosimas

Kietoji YM terpé

A 4

pH 7

1. Skystoji YM terpé

\4

X. campestris bakterijy
kultivavimas
25 °C, 3 paros

A 4

pH 7

Inokuliato paruoSimas
1. 28 °C, 12 val;
2.28°C, 6 val

A 4

2. YM =T terpé
pH 7

Biomasés koncentracijos nustatymas

Produkcijos terpé

A 4

A\ 4

Fermentacija
28 °C, 72 val, 400 rpm

A 4

Kaitinimas
90 °C, 15 min

A 4

pH7
Nuosédos
v
Dziovinimas
70 °C
v NaCl
Svérimas 0,59/l

Centrifugavimas
9000 rpm, 10 min

A 4

Maisymas
1000 rpm, 10 min

A 4

Nusodinimas
25 °C, 24 val

A\ 4

Biomasés koncentracijos
nustatymas kas 24 val

A

A 4

Centrifugavimas
9000 rpm, 10 min

A 4

Nuosédos

Tirpiklis:
Izopropanolis
Acetonas
Bioetanolis
Metanolis

Dziovinimas
70 °C

A 4

Svérimas

v

Atliekos (skystoji
fazé)

2.2 pav. Ksantano gavimo i$ X. campestris bakterijy schema
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2.3.1 YM terpiy paruoSimas

Visi komponentai, iSskyrus gliukoz¢ ir agara, remiantis proporcijomis, pateiktomis 2.2 lentel¢je,
pasveriami, suberiami | vieng kolbg ir iStirpinami distiliuotame vandenyje. Gliukozé ir agaras
iStirpinami distiliuotame vandenyje atskirose kolbose. Naudojant pH metrg nustatoma pagaminty
tirpaly pH verté, kurig reikia priartinti prie 7. Tai pasiekiama lasinant 1 N ir 0,1 N koncentracijy sieros
rigsties ir natrio Sarmo tirpalus. Pagaminti tirpalai autoklavuojami 15 min 121 °C temperatiiroje, po
to atvésinami ir sumiSomi j vieng kolba. Gauta terpé padalinama j Petri 1éksteles ir palickama stingti.

Skystoji YM terpé ruoSiama analogiSkai, tik nenaudojamas agaras. Po autoklavavimo gliukozés ir
kity komponenty tirpalai atvésinami, sumaiSomi, gauta mitybiné terpé dedama j Saldytuva, kuriame
palaikoma 6 °C temperatiira, ir jame laikoma iki naudojimo.

2.3.2 Dehidratuoty Xanthomonas campestris bakterijy kultiiry paruoSimas

Tyrimui naudojamos iS§dziovintos X. campestris bakterijy kulttiros, patalpintos ampuléje, kurioje
sudarytas vakuumas. Ampulés atidarymo ir bakterijy rehidratavimo instrukcija:
. ampulés galiukas pakaitinamas liepsnoje;

[EEY

2. siekiant sudauzyti stikla (ampulg) uzlasinami 2-3 lasai vandens;

3. atsargiai metaliniu jrankiu nudauziamas ampulés galiukas;

4. Znyplémis paSalinama izoliaciné medziaga ir i§Simama vidiné kapsulé;

5. naudojant znyples iStraukiamas medvilninis kamstis, o virSutiné vidinés kapsulés dalis
nudeginama liepsnoje;

. 1kapsule jpilama 0,5 ml terpés rehidratavimui, uzdengiama kamsciu ir paliekama 30 min;

. naudojant mikrobiologing kilpele kapsulés turinys sumaiSomas;

. gautas miSinys perkeliamas ] mégintuvelj su 5 ml rekomenduojamos skystosios terpés, i$
kurios bakterijos gali biiti s€¢jamos giluminiu ar pavirSiniu budy j kietasias agaro terpes ar |
skystasias terpes.

o0 N o

2.3 pav. Dehidratuoty X. campestris bakterijy ampulés atidarymo ir rehidratavimo schema
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2.3.3 Xanthomonas campestris bakterijuy kultivavimas

X. campestris bakterijos s¢jamos pavirSiniu biidu naudojant mikrobiologing kilpele j kietaja YM terpe
ir inkubuojamos 25 °C temperatiiroje 3 paras.

2.3.4 YM — T terpés paruoSimas

Mitybiné terpé ruoSiama analogiSkai kaip ir skystoji YM terpé, pagal 2.2 lentelgje pateiktas
sudedamyjy daliy koncentracijas.

2.3.5 Inokuliato paruoSimas

Naudojant mikrobiologing kilpelg 3 — jy dieny X. campestris bakterijos perkeliamos j 7 ml skystosios
YM terpés ir inkubuojama termostate-maisykléje 28 °C temperatiiroje 12 val. Inokuliatas perkeliamas
1 250 ml talpos Erlenmejerio kolba, kurioje yra 43 ml YM — T terpés. MiSinys inkubuojamas
termostate-maisykléje, 28 °C temperatiiroje 6 val.

2.3.6 Biomasés koncentracijos nustatymas

Pries perkeliant bakterijas | YM — T terpe nustatoma biomasés koncentracija, t. y. j kiuvete jpilama
apie 1 ml inokuliato ir analizuojama spektrofotometru 600 nm bangos ilgyje. Kaip kontrolinis
meéginys naudojamas Y M terpés tirpalas. Prie§ pradedant fermentacijg atliekama ta pati procediira,
tik YM ir YM — T terpiy miSinys analizuojamas 540 nm bangos ilgyje. Kaip kontrolinis méginys
naudojamas YM — T terpés tirpalas. Spektrofotometro rodmenys perskai¢iuojami j biomasés
koncentracijg pagal 2.1 formulg:

Cp =0,2845-0ODyyy/c40, 9/ | (2.1)

¢ia:
Cp — biomasés koncentracija, g/l;
ODsa40 — spektrofotometro rodmenys.

2.3.7 Produkcijos terpés paruoSimas

Produkecijos terpé ruoSiama pagal 2.3 lenteléje pateikta receptiirg. Visi komponentai, iSskyrus anglies
Saltinj, pvz., sacharoze, pasveriami, suberiami j vieng kolbg ir iStirpinami distiliuotame vandenyje.
Sacharoze iStirpinama atskirai. Naudojant pH metra nustatoma pagaminty tirpaly pH verté, kurig
reikia priartinti prie 7. Tai pasiekiama lasinant 1 N ir 0,1 N koncentracijy sieros rugsties ir natrio
Sarmo tirpalus. Pagaminti tirpalai autoklavuojami 15 min 121 °C temperatiiroje, po to atvésinami ir
sumiSomi. Kiekvieno bandymo atveju kaip anglies $altinis naudojama vis kita medziaga.

2.3.8 Fermentacija

30 ml paruosto inokuliato jleidziama j 500 ml Erlenmejerio kolba, kurioje yra 200 ml produkcijos
terpés. Fermentacijos terpé inkubuojama termostate-maisykléje, 28 °C temperatiiroje 72 val, esant
400 rpm maisykles greic¢iui. Kas 24 val imami méginiai biomasés koncentracijai nustatyti.
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2.3.9 Biomasés koncentracijos nustatymas

I kiuvete jpilama apie 1 ml fermentacijos terpés ir analizuojama spektrofotometru 540 nm bangos
ilgyje. Kaip kontrolinis méginys naudojama produkcijos terpé. Spektrofotometro rodmenys
perskai¢iuojami j biomasés koncentracija pagal anks¢iau pateikta 2.1 formule.

2.3.10 Ksantano iSskyrimas

Fermentacijos terpé 15 min Kkaitinama vandens voneléje, kur vandens temperatiira siekia 90 °C. Sio
proceso metu padidinamas ksantano tirpumas, auksta temperatiira sukelia X. campestris bakterijy
suirimg bei baltymy, galinCiy suardyti ksantang ar sumazinti tirpalo klampa, denatiracija. Po
kaitinimo tirpalas atvésinamas, padalinamas j 5 mégintuvélius ir centrifuguojamas 10 min esant 9000
rpm greiciui. SKystoji frakcija supilama atgal j kolbg, j ja taip pat jdedamas magnetukas. Siekiant
sudaryti suspensijg ir iSvengti i$sisluoksniavimo maiSoma 10 min ant magnetinés maiSyklés esant
1000 rpm. Tada filtrate iStirpinama 0,1125 g NaCl (0,5 g/l).

Tuo tarpu, paruoSiami 4 steriltis uzsukami mégintuvéliai, uzfiksuojamas jy svoris mo. Istirpus NacCl,
1 mégintuvélius santykiu 3:1 pilamas tirpiklis ir centrifugatas. Mégintuvéliy turinys iSmaiSomas
momentine maiSykle ir mégintuvéliai dedami ] termostatg-maiSykle parai, kur palaikoma 25 °C
temperatura.

Po nusodinimo tirpikliais tirpalas centrifuguojamas 10 min esant 9000 rpm grei¢iui.
Nudekantuojama. Centrifugatas iSpilamas j atlieky surinkimo talpas.

Ksantano nusodinimui pasirinkti 4 skirtingi tirpikliai:

Izopropanolis — tai pats paprasCiausias antrinis alkoholis, turintis stipry budinga kvapg ir
pasizymintis antiseptinémis savybémis. Tai bespalvis degus alkoholis, tirpus vandenyje ir
organiniuose tirpikliuose, bet netirpus drusky tirpaluose, todél gali buti iSgrynintas jdéjus natrio ar
gelezies chlorido. Izopropanolis naudojamas daznai naudojamas kaip tirpiklis, pavyzdziui, kaip §i0
tyrimo atveju, ksantano nusodinimo reakcijoje [47].

Acetonas — kitaip dar vadinamas propanonas — yra paprasc¢iausias ketony klasés junginys, nattraliai
randamas augaluose, taip pat tai yra Salutinis gyvyjy organizmy metabolizmo produktas. Tai aStraus
kvapo, bespalvis, lakus, degus skystis, bet kokiomis proporcijomis lengvai sumaiSomas su vandeniu,
alkoholiais, daugeliu angliavandeniliy ir kitais organiniais skysciais. Acetonas pasiZzymi savybe gerai
tirpinti augalinés bei gyvulinés kilmés riebalus, celiuliozg, natiiralias ir sintetines dervas. D¢l Sio
privalumo ketonas placiai zinomas kaip itin geras tirpiklis ir naudojamas daugelyje pramonés sriciy
[48].

Bioetanolis — bespalvis, budingo kvapo alkoholis, gaunamas mikrobinés fermentacijos metu i§
angliavandeniy. Pirmosios kartos bioetanolis gaminamas i§ augaliniy Zaliavy, pavyzdziui, gridy,
kukurtizy, cukranendriy ir kt. Antrosios kartos bioetanolis gaminamas i§ kukuriizy stieby, Siaudy arba
biomasés, kuri gaunama cukry ar krakmolo hidrolizés ir fermentacijos metu. Biomasés atliekose yra
kompleksas angliavandeniy polimery, tokiy kaip celiuliozé, hemiceliuliozé¢, ligninas, kuriuos veikiant
fermentais arba rtigStimis vyksta hidrolizé. Gautus hidrolizés produktus fermentuojant susidaro
bioetanolis [49].

Metanolis — pla¢iai zinomas tirpiklis, naudojamas dazy, klijy, laky bei kity produkty gamyboje.
Metilo alkoholis yra bespalvis, lakus, degus skystis, pasizymintis etanoliui budingu kvapu. Metanolis,
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patekes |1 zmogaus organizma, fermento alkoholio dehidrogenazés pagalba suskaidomas |
formaldehidg ir skruzdziy rigst]. Pastaroji pasizymi toksiniu poveikiu neuronams, ypatingai
tinklainés gangliono lasteléms, dél ko pirmiausia paveikiamas zmogaus regé¢jimas. Véliau gali
pasireiksti traukuliai, kvépavimo sutrikimai, iStikti koma ar net mirtis. Apsinuodijimo atveju, i
zmogaus organizmg leidziamas etanolis, kuris konkuruoja su metanoliu dél fermento alkoholio
dehidrogenazés, taip sulétindamas metanolio metabolizmg iki toksisky produkty [50].

2.3.11 Biomasés dZiovinimas ir jos kiekio nustatymas

Pirmojo centrifugavimo metu mégintuvéliuose likusios nuosédos dedamos j termostatg, kur
palaikoma 70 °C temperatiira. Dziovinama iki nebekintan¢ios mégintuvélio su nuosédomis masés.
[Sdziovintos nuosédos iSimamos 1§ mégintuvéliy ir pasveriamos. Gautas nuosédy kiekis yra
fermentacijos metu susidares biomasés kiekis.

2.3.12 Ksantano dZiovinimas ir jo kiekio nustatymas

Po nusodinimo tirpikliais ir centrifugavimo gautos nuosédos dedamos j termostata, kur palaikoma 70
°C temperatiira. Dziovinama iki nebekintan¢ios mégintuvélio su nuosédomis mases. ISdziovinus
susidarius] ksantang, mégintuveliai pasveriami, uzregistruojamas jy svoris m; ir pagal 2.2 formule
apskai¢iuojamas gamybos proceso metu, i§ 10 ml fermentacijos terpés, iSgautas ksantano kiekis [19]:

mksantano = ml - mOi g /10m|1 (22)

¢ia:

Mksantano — ksantano mase, g;

m: — meégintuvelio su i§dZiovintomis nuosédomis mase, g;
Mo — tus¢io mégintuvelio mase, g.

Anks¢iau apraSytas tik vienas i§ daugelio ksantano gavybos i§ X. campestris bakterijy varianty.
Pavyzdziui, viename i§ analizuoty moksliniy straipsniy sitiloma pakeisti inokuliato paruo$imo etape
naudojamos YM terpés sudétj. Vietoje, Siuo atveju, naudotos gliukozés, tyrime naudojama sacharoze,
o vietoje peptono bei salyklo ekstrakto naudojamas citratas ir glutamatas. Sitilomos YM terpés pH
verté 6, o biomasé¢ auginta 27 °C temperatiiroje 24 val, kai, Sio baigiamojo magistro projekto tyrimo
atveju, procesas vyko 28 °C temperatiiroje 12 val [9]. Kitame straipsnyje sitiloma ksantano gamybos
proceso metu panaudoti viSty plunksnas. Apie 10 % vistos svorio sudaro plunksnos, kuriy sudétyje
yra 90 % keratino, potencialaus baltymy ir aminoriigs§ciy Saltinio. Remiantis minétomis savybémis ir
ekonomine nauda, i§ Siy bioorganiniy atlieky sililoma gaminti peptona, kuris buty jtraukiamas ] X.
campestris bakterijy mitybiniy terpiy sudétj. Moksliniame straipsnyje teigiama, kad lyginant su
standartiniu ksantano gamybos metodu, naudojant peptonag i§ visty plunksny pastebimas cukry
suvartojimo, biomasés augimo ir ksantano formavimo padidé¢jimas ir fermentacijos trukmés
sumaze¢jimas. Taciau taip pat nustatyta, kad naudojant didesn¢ nei 6 g/l peptono i§ visty plunksny
koncentrancijg, jis pasizymi inhibitoriniu poveikiu dél plunksnose esancios druskos bei toksiniy
medziagy [51].
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3. TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Siekiant optimizuoti ksantano gavimg i§ X. campestris, atlikti 9 bandymai, jvertinant 9 skirtingus
substratus, t. y. anglies $altinius:

1 bandymas. Sacharozé;

2 bandymas. Gliukozé;

3 bandymas. Maltoz¢;

4 bandymas. Cukranendriy cukrus;

5 bandymas. Fruktozé;

6 bandymas. Manitolis;

7 bandymas. Saldikliy miSinys ,,Stevia“;

8 bandymas. Glicerolis;

9 bandymas. Kokosy palmiy ziedy cukrus.

3.1 Inokuliato koncentracijos jvertinimas

X. campestris bakterijas paséjus ant selektyviosios YM agaro terpés, po 3 pary buvo pastebimos
geltonos spalvos, stambios — 4-5 mm skersmens kolonijos. Sios kolonijos perkeltos j skystaja YM
terpe, kur jy koncentracija nustatyta matuojant Sviesos sugertj 600 nm bangos ilgyje. Remiantis
spektrofotometro rodmenimis, pagal 2 — ame skyriuje pateiktg 2.1 formule apskai¢iuojama biomasés
koncentracija:

Cp =0,2845-0,834=0,237g/1;

Tokios koncentracijos inokuliatas naudotas atliekant visus bandymus.

Inokuliatg perkélus § YM — T terpe, biomasés koncentracija nustatyta matuojant Sviesos sugertj 540
nm bangos ilgyje. Matavimai atlikti i§ karto po perkélimo ir po 6 val trukusios inkubacijos. Kiekvieno
bandymo metu gauti rezultatai pateikiami 3.1 lenteléje.

3.1 lentelé. Biomasés koncentracija

Inkubacijos trukmé, val | Sviesos sugertis, kai », =540 nm | Koncentracija, g/l

1 bandymas

0 0,097 0,028

6 2,077 0,591
2-3 bandymai

0 0,081 0,023

6 1,785 0,508
4-5 bandymai

0 0,068 0,019

6 1,228 0,349
6-7 bandymai

0 0,025 0,007

6 1,306 0,372
8-9 bandymai

0,014 0,004

1,659 0,472
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Remiantis lenteléje pateiktais duomenimis, galima teigti, kad didziausia bakterijy koncentracija
nustatyta 1 — ojo bandymo atveju, maziausia 4 — 0jo ir 5 — 0jo. Iki $ios proceso stadijos kintamyjy
nebuvo, tai reiskia, kad visi bandymai atlikti vienodomis saglygomis.

3.2 Fermentacija

Fermentacijos pradzioje ir kas 24 val atlickamas biomasés koncentracijos nustatymas. Taip stebimas
bakterijy koncentracijos kitimas fermentacijos metu. Spektrofotometru nustatoma fermentacijos
terpés Sviesos sugertis 540 nm bangos ilgyje. Rezultatai pateikti 3.2 lenteléje.

3.2 lentelé. Fermentacijos terpés Sviesos sugertis, esant skirtingiems substratams

Sviesos sugertis, kai A = 540 nm
Substratas
Po Oval Po 24 val Po 48 val Po 72 val

Sacharozé 0,548 1,285 1,942 2,062
Gliukozé 0,193 0,449 0,890 0,589
Maltozé 0,411 0,926 0,805 0,837
Cukranendriy cukrus 0,159 1,175 1,593 2,383
Fruktozé 0,197 1,110 1,405 1,277
Manitolis 0,199 1,192 1,232 1,189
Saldikliy misinys ,,Stevia“ 0,156 1,085 1,278 1,466
Glicerolis 0,311 0,881 1,084 1,154
Kokosy palmiy ziedy cukrus 0,317 0,964 1,086 1,127

IS lentel¢je pateikty rezultaty matyti, kad didziausia Sviesos sugertis buvo fermentacijos terpés,
kurioje kaip anglies Saltinis naudota sacharozé. Sviesos sugerties matavimy rezultatai
perskai¢iuojami | biomasés koncentracijg pagal 2 — ame skyriuje pateiktg 2.1 formulg.

1-2 bandymai. Substratas — sacharoz¢ ir gliukozé

Rezultatai, gauti Sviesios sugerties vertes perskaiCiavus ] biomasés koncentracijg, pateikiami 3.1
paveiksle.

Biomasés koncentracijos kitimas fermentacijos metu, kai substratas
sacharozé arba gliukozé
0.600 — o

. 0.500 /.ogr 0.587

0.400 / —@— Sacharozé
0.300 %3.‘: Gliukoze
0.200 / 0.253

./

0.100 0.156

g/l

0.168

0.128

Biomasés koncentracija

0.055
0 24 48 72

0.000

Fermentacijos trukmé, val

3.1 pav. Biomasés koncentracijos kitimas fermentacijos metu, kaip substratag naudojant sacharoze arba
gliukoze
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I§ grafiko matyti, kad bandymo metu su sacharoze 48 val biomasés koncentracija didéjo tolygiai, o
paskutines 24 val fermentacijos valandas biomasés augimas sulétéjo. Fermentacijos metu, kai kaip
anglies Saltinis buvo naudojama gliukozé, biomasés koncentracija did¢jo 48 val iki 0,253 g/1, o po 72
val jau buvo sumazgéjusi iki 0,168 g/1. Lyginant abiejy bandymy metu gauta biomasés koncentracija
po 72 val fermentacijos, akivaizdziai matoma, kad 1 — ojo bandymo, kai naudota sacharozé, biomasés
gauta daugiau, t. y. 0,587 g/l, kai, tuo tarpu, naudojant gliukoze tik 0,168 g/l.

3 bandymas. Substratas — maltozé

Kadangi literatiiros Saltiniuose sacharoze ir gliukozé minimi kaip geriausi anglies Saltiniai ksantano
gamybos procesui, tolimesniy bandymy rezultatai lyginami su pirmyjy dviejy bandymy rezultatais.

Biomaseés koncentracijos kitimo fermentacijos metu duomenys pateikti 3.2 paveiksle.

Biomasés koncentracijos kitimas fermentacijos metu, kai substratas
sacharozé, gliukoz¢é arba maltozé

0.600 =Y

0.587
0500 %
/ —e— Sacharoze
0.400
/ Gliukoze
0.300 0.366 0.253
/ 0.238 Maltozé
0.156
oz 22 0.263

0.229
0.117 0.168

0.128

0.100

0.055
0 24 48 72
Fermentacijos trukmé, val

Biomasés koncentracija, g/1

0.000

3.2 pav. Biomasés koncentracijos Kitimas fermentacijos metu, kaip substratag naudojant sacharoze, gliukoze
arba maltoze

Remiantis duomenimis, pateiktais grafike, fermentacijos metu, kai naudojama maltozé, matomas
biomasés augimo nepastovumas. Pirmas 24 val matomas staigus biomasés augimas (0,263 g/l), po 48
val pastebimas biomasés koncentracijos sumazejimas (0,229 g/l), o po 72 val vél matomas nezymus
augimas (0,238 g/l). Lyginant $io bandymo metu gautus rezultatus ir 1 — 0jo bandymo, kai naudota
sacharozé, pastebimas rySkus skirtumas — bandymo su maltoze metu biomasés koncentracija daugiau
nei dvigubai maZesné. Taciau 3 — ojo bandymo metu gautas biomasés kiekis yra didesnis nei bandymo
metu, kai buvo naudota gliukozé.

4 bandymas. Substratas — cukranendriy cukrus

Rezultatai pateikti 3.3 paveiksle.
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Biomaseés koncentracijos kitimas fermentacijos metu, kai substratas
sacharoze, gliukoz¢ arba cukranendriy cukrus
0.700

0.600 — —»
0.55 / 0.587
0.500 /// —@— Sacharozé
0.366 0.453
0.400 .
// 0.253 Gliukoze
0.300 .

0.200 0,156// 0.333 —e— Cukranendriy

Biomasés koncentracija, g/l

2 °/5/ cukrus
0.04 0.168
0.100
o 0.128
0000 ——0.055
0 24 48 72

Fermentacijos trukmé, val

3.3 pav. Biomasés koncentracijos Kitimas fermentacijos metu, kaip substratag naudojant sacharoze, gliukozg
arba cukranendriy cukry

4 — ojo bandymo metu, kai substratas buvo cukranendriy cukrus, biomasés koncentracija visg
fermentacijos laikg didéjo gana tolygiai. Remiantis grafiku galima teigti, kad Sio bandymo metu, po
72 val fermentacijos, biomasés koncentracija (0,678 g/l) didesné nei tais atvejais, kai kaip anglies
Saltinis naudota sacharoz¢ (0,587 g/l) ar gliukoze (0,168 g/l).

5 bandymas. Substratas — fruktozé

Rezultatai pateikti 3.4 paveiksle.

Biomasés koncentracijos kitimas fermentacijos metu, kai substratas
sacharoz¢, gliukozé arba fruktoze

0.700
8 0.600 —»
0.33 0.587
0.500 / —@— Sacharozé
0.366 . .
0.400 @- Gliukozé
/0/ 0.400 . ——o
0.363 —0— Fruktozé

0.156 //0,316

Biomasés koncentracija,
o
w
o
o

0200 °/5/ 0.253
0.05 0.168
0.100
P 0.128
0,000 --0.055
0 24 48 72

Fermentacijos trukme, val

3.4 pav. Biomasés koncentracijos Kitimas fermentacijos metu, kaip substratg naudojant sacharoze, gliukoze
arba fruktoze

I8 grafiko matyti, kad 5 — ojo bandymo metu, kai naudota fruktoz¢, biomasés koncentracija didéjo 48
val, o jau po 72 val pastebétas koncentracijos sumazéjimas. Lyginant anglies Saltinio jtaka biomasés
koncentracijai, galima teigti, kad naudojant fruktoz¢ biomasés koncentracija po 72 val fermentacijos

yra mazesné nei naudojant sacharozg, bet didesné nei naudojant gliukoze.
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6 bandymas. Substratas — manitolis

Rezultatai pateikti 3.5 paveiksle.

Biomasés koncentracijos kitimas fermentacijos metu, kai substratas
sacharozg, gliukozé arba manitolis
0.600 —»

y 0.587
0.400 0.366 —@— Sacharozé

. ] Gliukoze

// 0.339 0.338 —e— Manitolis
0.156
0.200

Biomasés koncentracija, g/l

°// 0.253
0100 (y 0.168
0.128
0.000 _—0:055
0 24 48 72

Fermentacijos trukme, val

3.5 pav. Biomasés koncentracijos Kitimas fermentacijos metu, kaip substrata naudojant sacharoze, gliukozg
arba manitolj

6 — 0jo bandymo metu pastebimas analogiSka situacija, kaip ir bandymo prie§ tai — pirmas 48 val
biomasés koncentracija didéjo, o po 72 val pastebétas koncentracijos sumaz¢jimas. Lyginant
substrato jtakg biomasés koncentracijai, galima teigti, kad naudojant manitolj biomasés koncentracija
po 72 val fermentacijos yra mazesné nei naudojant sacharoze, bet didesné nei naudojant gliukozg.

7 bandymas. Substratas — saldikliy miSinys ,,Stevia‘“

Rezultatai pateikti 3.6 paveiksle.

Biomaseés koncentracijos kitimas fermentacijos metu, kai substratas
sacharoze, gliukozé arba saldikliy miSinys ,,Stevia“

0.600 ®

e 0.587
. 0.500
0.366 / g —®—Sacharozé

0.400

0.417
0300 0.364
0200 0156 /%309 Gliukozé
' / 0.253
0,100 O % 0.168

g/l

0.128

Biomasés koncentracija

€ 0.055

0 24 48 72
Fermentacijos trukmé, val

0.000

3.6 pav. Biomasés koncentracijos Kitimas fermentacijos metu, kaip substratag naudojant sacharoze, gliukoze
arba saldikliy mi$inj ,,Stevia“
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Biomasés koncentracija, kai buvo naudotas saldikliy miSinys ,,Stevia®, stipriai padidéjo per pirmasias
24 fermentacijos valandas, toliau augimas vyko léciau. Vis délto, lyginant 1 —o0jo, 2 — 0jo ir 7 — 0jo
bandymo metu gauta biomasés koncentracija, matoma, kad pastarojo bandymo metu gauta
koncentracija didesné nei naudojant gliukoze, bet mazesné nei naudojant sacharoze.

8 bandymas. Substratas — glicerolis

Rezultatai pateikti 3.7 paveiksle.

Biomasés koncentracijos kitimas fermentacijos metu, kai substratas
sacharozé, gliukozé arba glicerolis

0.600 ®

V 0.587
® 0.500 /
0.400 /Ojg —e— Sacharoz¢

0.308 0.32% Gliukozé

0.300 035 ——

0.156/ ' —e— Glicerolis
0.200 = 0.253

ow/ 0.168
0.100 g

0.128

g/l

Biomasés koncentracija

0.055
0 24 48 72
Fermentacijos trukme, val

0.000

3.7 pav. Biomasés koncentracijos Kitimas fermentacijos metu, kaip substratg naudojant sacharoze, gliukoze
arba glicerolj

8 — 0jo bandymo metu, kai substratas buvo glicerolis, biomasés koncentracija visg fermentacijos laikg
did¢jo gana tolygiai. Remiantis grafiku galima teigti, kad Sio bandymo metu, po 72 val fermentacijos,
biomasés koncentracija mazesné nei gautoji bandymo metu, kai naudota sacharozé, bet dvigubai
didesné nei tada, kai buvo naudota gliukoze.

9 bandymas. Substratas — kokosy palmiy ziedy cukrus

Rezultatai pateikti 3.8 paveiksle.
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Biomasés koncentracijos kitimas fermentacijos metu, kai substratas
sacharozé, gliukozé arba kokosy palmiy ziedy cukrus

0.600 —®

y 0.587
0.500 / —— Sacharozé
0.400 0.366 .
/ 0.309 0.3 ¥ Cliukoz
0.300 —— =4
0.156//0,'sz 0.253 —eo— Kokosy
0.168 cukrus
0.100 %:02

b 0.128

Biomasés koncentracija, g/l

0.055
0 24 48 72

Fermentacijos trukme, val

0.000

3.8 pav. Biomasés koncentracijos Kitimas fermentacijos metu, kaip substrata naudojant sacharoze, gliukoze
arba kokosy palmiy Ziedy cukry

8 — 0jo bandymo metu, kai substratas buvo kokosy palmiy ziedy cukrus, biomasés koncentracija visg
fermentacijos laikg didéjo. Remiantis grafiku galima teigti, kad Sio bandymo metu, po 72 val
fermentacijos, biomasés koncentracija mazesné nei gautoji bandymo metu, kai naudota sacharoze,
bet beveik dvigubai didesné nei tada, kai buvo naudota gliukozé.

Visy bandymy metu, pirmajame fermentacijos etape, t. y. po 24 val pastebimas staigus
mikroorganizmy augimas, dél ko zZymiai sumaz¢ja iStirpusio deguonies koncentracija. Kuo didesné
biomasés koncentracija inokuliuojama j bioreaktoriy, tuo sparciau mazéja iStirpusio deguonies kiekis
[9]. Kadangi X. campestris mikroorganizmai yra griezti aerobai, toliau vykstant fermentacijai
bakterijy augimas létéja. Proceso metu fermentacijos terpé tampa klampi ir rySkiai geltonos spalvos.
Terpés klampa didéja, didéjant biomasés ir produkto koncentracijai.

Didziausia biomasés koncentracija po 72 val trukusio proceso nustatyta 1 — ame ir 4 — ame
bandiniuose, atitinkamai, 0,587 g/l ir 0,678 g/l, kur, atitinkamai, kaip substratas naudota sacharoz¢ ir
cukranendriy cukrus. Kaip jau minéta anksciau, pagrindiné cukranendriy cukraus sudedamojo dalis
yra sacharozg.

Praéjus 24 val nuo fermentacijos pradzios, pastebétas biomasés koncentracijos mazéjimas 3 — iame
bandinyje, kur kaip substratas naudota maltozé. Toks pat reiskinys po 48 val fermentacijos matomas
2 — ame ir 6 — ame bandiniuose, kur anglies $altiniai yra, atitinkamai, gliukozé ir manitolis. Siuos
pastebéjimus galima pagrijsti tuo, kad mikroorganizmai mitybinéje terpéje auga ir dauginasi tol, kol
suvartojamos maisto medziagos. Fermentacijos metu nebuvo papildomai pridéta maistiniy medziagy,
taip pat nebuvo Salinami metabolizmo produktai, todél bakterijy kultiira tapo statine (periodine). Toks
mikroorganizmy augimas uzdaroje sistemoje apibiidinamas augimo kreive, pateikta 3.9 paveiksle
[52].
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3.9 pav. Gyvyjy lasteliy skaiciaus priklausomybé nuo laiko

Taigi, galima teigti, kad mikroorganizmams pradéjo stigti maisto medziagy, todél jy augimas ne tik
sustojo, bet ir dalis Igsteliy Zuvo.

3.3 Ksantano kiekio jvertinimas

Ksantano iSskyrimas buvo vykdomas naudojant 4 skirtingus tirpiklius: izopropanolj, acetong,
bioetanolj ir metanolj. Prie§ sumaiSant tirpikl; su fermentacijos terpe, jdéta natrio chlorido, kuris,
sumazindamas alkoholio koncentracija, padidina ksantano i$siskyrimg. Tam gali biiti naudojamos ir
dvivalenciy katijony druskos, taciau tada ksantanas iSskiriamas kaip mazo tirpumo druska, dél ko,
norint gauti didelio tirpumo ksantano druska, dvivalentj katijong reikia pakeisti vienvalencCiu,
pavyzdziui, natrio ar kalio, katijonu [53].

1-2 bandymai. Substratas — sacharoz¢ ir gliukozé

Kiekvieno bandymo atveju, buvo paruosti 4 sterilis mégintuvéliai, kuriy kiekvieno masé buvo
zinoma. Mégintuvéliai su i§dziovintu ksantanu buvo sveriami ir pagal 2 — ame skyriuje pateiktg 2.2
formule apskai¢iuojamas ksantano kiekis, pavyzdziui:

My =12,1371-121180=0,0191 g /10ml;

Bandymo, kurio metu naudota sacharozé, rezultatai pateikti 3.3 lenteléje.

3.3 lentelé. Susidariusio ksantano kiekis, kai substratas sacharozé

Tirpiklis Tus¢io mégintuvélio Mégintuvélio su Ksantano kiekis,
masé, g ksantanu masé, g g/10 ml
Izopropanolis 12,1180 12,1371 0,0191
Acetonas 12,7120 12,7511 0,0391
Bioetanolis 12,0700 12,0818 0,0118
Metanolis 13,5478 13,5580 0,0102

Bandymo, kurio metu naudota gliukozé, rezultatai pateikti 3.4 lenteléje.

3.4 lentelé. Susidariusio ksantano kiekis, kai substratas gliukozé

Tirpiklis Tus¢io mégintuvélio Mégintuvélio su Ksantano kiekis,
masé, g ksantanu masé, g g/10 ml
Izopropanolis 13,1542 13,1718 0,0176
Acetonas 11,9434 11,9971 0,0537
Bioetanolis 12,3573 12,3621 0,0048
Metanolis 13,4858 13,4882 0,0024
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Lentelése pateikti rezultatai parodo ksantano kiekj, iSgautg i§ 10 ml fermentacijos terpés, todél
atliekamas perskaiciavimas j kiekij, iSgaunama i$ 1 litro terpés:

Mgy = 0,0191:100=191 g/I;

Rezultatai pateikti 3.10 paveiksle.

Ksantano iSeiga, kai substratas sacharoze arba gliukoze
= 60 5.37
— .
= 500
2 3.91
é 4.00 Sacharozé
=
o 300 | Gliukozé
< 191 1.76
g 20 | 118
c : 1.02
§ 10 — - — - 0.48
X 0.24
0.00
1zopropanolis Acetonas Bioetanolis Metanolis
Tirpiklis

3.10 pav. Ksantano iSeigos priklausomybé nuo tirpiklio, kai substratas sacharozé arba gliukozé

I§ grafiko matyti, kad sacharoz¢ naudojant kaip anglies Saltinj, daugiausiai ksantano, t. y. 3,91 g/I,
iSgauta jj nusodinant acetonu. Mokslinés literatliros $altiniuose pateikiama iSeiga kone 4 kartus
didesné nei gauta $io tyrimo metu, t. y. 13,234 g/l, tik literatGroje minimu atveju kaip tirpiklis
naudotas ne acetonas, o izopropanolis [3].

Kaip substratg naudojant gliukoze, daugiausiai ksantano, t. y. 5,37 g/l, iSgauta naudojant acetong.
Mokslinés literatiiros Saltiniuose pateikiama iSeiga kur kas didesné nei gauta Sio tyrimo metu, t. y.
14,744 g/l. Vis délto, straipsnyje apraSomo tyrimo atveju, ksantano nusodinimui naudotas
izopropanolis, o ne acetonas [3]. Siuo atveju, ksantano iSeiga didesné nei naudojant sacharozg.
Nepaisant naudoto anglies Saltinio, maziausia iSeiga gauta nusodinant ksantang su metanoliu.

Kaip ir biomasés koncentracijos jvertinimo metu, taip ir $iuo atveju, tolimesniy bandymy rezultatai
lyginami su pirmyjy dviejy bandymy rezultatais.

3 bandymas. Substratas — maltozé

Skai¢iavimai atlieckami analogiSkai kaip ir 1 — 0jo bandymo atveju. Rezultatai pateikti 3.5 lenteléje ir
3.11 paveiksle.

3.5 lentelé. Susidariusio ksantano kiekis, kai substratas maltoze

Tirpiklis Tus¢io mégintuvélio Mégintuveélio su Ksantano kiekis,
masé, g ksantanu masé, g g/10 ml
Izopropanolis 12,1871 12,2427 0,0556
Acetonas 13,3784 13,4690 0,1106
Bioetanolis 13,7531 13,7616 0,0085
Metanolis 13,7329 13,7371 0,0042
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Ksantano kiekis, g/l

Ksantano iSeiga, kai substratas sacharozé, gliukozé arba

12.00

maltozeé

11.00

11.06

10.00
9.00

8.00

7.00

6.00 5.56

5.37

5.00

4.00

3.91

3.00
2.00
1.00
0.00

1.91 1.76

I1zopropanolis

1.18 0.48 0.85

1.02

0.42

Acetonas Bioetanolis

Tirpiklis

0.24

Metanoli

S

Sacharozé
Gliukozé
Maltozé

3.11 pav. Ksantano i$eigos priklausomybé nuo tirpiklio, kai substratas sacharozé, gliukozé arba maltozé

Gauti rezultatai rodo, kad maltoz¢ naudojant kaip substrata, daugiausiai ksantano, t. y. 11,06 g/l
iSgauta naudojant acetong. Tai, apskritai, geriausias rezultatas 1§ visy bandymy, kuriy metu buvo

kei¢iamas substratas. Pras¢iausia polisacharido iSeiga, kaip ir ankstesniuose bandymuose, gauta
naudojant metanol;.

4 bandymas. Substratas — cukranendriy cukrus

Rezultatai pateikti 3.6 lenteléje ir 3.12 paveiksle.

3.6 lentelé. Susidariusio ksantano kiekis, kai substratas cukranendriy cukrus

Tirpiklis Tus¢io mégintuvélio Meégintuvélio su Ksantano kiekis, S
- . Ksantano kiekis, g/l
masé, g ksantanu masé, g g/10 ml
Izopropanolis 13,6408 13,6535 0,0127 1,27
Acetonas 13,7978 13,8352 0,0374 3,74
Bioetanolis 13,5754 13,5867 0,0113 1,13
Metanolis 13,0164 13,0266 0,0102 1,02
Ksantano iSeiga, kai substratas sacharoze, gliukoze arba
cukranendriy cukrus
6.00
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3.12 pav. Ksantano iSeigos priklausomybé nuo tirpiklio, kai substratas sacharozé, gliukoze arba

cukranendriy cukrus
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Pateikti rezultatai rodo, kad naudojant cukranendriy cukry kaip anglies $altinj, daugiausiai ksantano,
t. y. 3,74 g/l, iSgauta naudojant acetong. Cukranendriy cukruje didzioji dalis angliavandeniy yra
sacharozg, todél 4 — ojo bandymo metu gauta ksantano iSeiga labai panasij 1 — ojo bandymo rezultata,
kai substratas buvo sacharozé. Vis délto, naudojant cukranendriy cukry ksantano iSeiga mazesné nei
kaip anglies Saltinj naudojant gliukozg. Maziausia polisacharido iSeiga gauta naudojant metanol;.

5 bandymas. Substratas — fruktozé
Rezultatai pateikti 3.7 lenteléje ir 3.13 paveiksle.

3.7 lentelé. Susidariusio ksantano kiekis, kai substratas fruktozé

Tirpiklis Tus¢io mégintuvelio Meégintuvélio su Ksantano kiekis,
masé, g ksantanu masé, g g/10 mi
Izopropanolis 12,9723 13,0016 0,0293
Acetonas 13,4170 13,4801 0,0631
Bioetanolis 13,2955 13,3041 0,0086
Metanolis 13,3184 13,3217 0,0033
Ksantano iSeiga, kai substratas sacharozé, gliukozé arba
fruktozé
7.00 631
6.00
> 5.37 Sacharozé
o 5.00
$ 400 3.91 Gliukoze
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§ 2.00 191 1.76 1 xn
¥ 100 — - i : 0.86 102
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0.00 [ |
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3.13 pav. Ksantano iSeigos priklausomybé nuo tirpiklio, kai substratas sacharozé, gliukozé arba fruktozé

Gauti rezultatai rodo, kad fruktoz¢ naudojant kaip substrata, daugiausiai ksantano, t. y. 6,31 g/,
iSgauta naudojant acetong. Literattros Saltiniuose pateikiama Siek tiek mazesné polisacharido iSeiga,
t. y. 5,232 g/l [3]. Sio bandymo metu gauta didesné iSeiga nei kaip substrata naudojant sacharoze ar
gliukoz¢. Maziausia ksantano iSeiga, kaip ir ankstesniuose bandymuose, gauta naudojant metanol;.

6 bandymas. Substratas — manitolis
Rezultatai pateikti 3.8 lenteléje ir 3.14 paveiksle.

3.8 lentelé. Susidariusio ksantano kiekis, kai substratas manitolis

Tirpiklis Tus¢io mégintuvélio Mégintuvélio su Ksantano kiekis,
masé, g ksantanu masé, g g/10 ml
Izopropanolis 13,4182 13,4396 0,0214
Acetonas 13,7341 13,7558 0,0217
Bioetanolis 13,5100 13,5175 0,0075
Metanolis 12,6184 12,6244 0,0060
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Ksantano iSeiga, kai substratas sacharoze, gliukoze arba
manitolis
6.00
5.37
__ 500 Sach .
= acharozé
o 3.91 z
o 4.00
% Gliukozé
' 3.00 a
é 200 191 1.76 2.14 = Manitolis
% 1.02
%) 0.75 :
¥ 100 0.48 0.6
: 0.24
0.00 [ ] N
Izopropanolis Acetonas Bioetanolis Metanolis
Tirpiklis

3.14 pav. Ksantano iSeigos priklausomybé nuo tirpiklio, kai substratas sacharozé, gliukozé arba manitolis

Grafike matyti, kad manitolj naudojant kaip anglies $altinj, ksantano iSeiga labai panasi tiek naudojant
izopropanolj, tiek acetong, atitinkamai, 2,14 g/l ir 2,17 g/l. 6 — 0jo bandymo metu gauta ksantano
iSeiga kur kas prastesné, ja lyginant su ksantano iSeiga, gauta kaip substratg naudojant gliukoze arba
sacharoze. PrasCiausia iSeiga pastebima vertinant bandyma su metanoliu.

7 bandymas. Substratas — saldikliy miSinys ,,Stevia‘“
Rezultatai pateikti 3.9 lentel¢je ir 3.15 paveiksle.

3.9 lentelé. Susidariusio ksantano Kkiekis, kai substratas saldikliy miSinys ,,Stevia"

Tirpiklis Tus¢io mégintuvélio Mégintuvélio su Ksantano kiekis,
masé, g ksantanu masé, g g/10 ml
Izopropanolis 14,5375 14,5608 0,0233
Acetonas 14,2650 14,3080 0,0430
Bioetanolis 13,5117 13,5302 0,0185
Metanolis 14,1526 14,1702 0,0176
Ksantano iSeiga, kai substratas sacharoze, gliukozé arba
saldikliy misinys ,,Stevia“
6.00
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3.15 pav. Ksantano iSeigos priklausomybé nuo tirpiklio, kai substratas sacharoze, gliukozé arba saldikliy
misinys ,,Stevia‘“
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Gauti rezultatai rodo, kad saldikliy miSinj ,,Stevia“ naudojant kaip substrata, daugiausiai ksantano, t.
y. 4,30 g/l, i$gauta naudojant acetong. Sio bandymo metu gauta iSeiga prastesné nei bandymo su

gliukoze, bet geresné nei gauta naudojant sacharozg. Prasciausia ir labai panasi polisacharido iSeiga
gauta naudojant metanolj ir bioetanolj.

8 bandymas. Substratas — glicerolis
Rezultatai pateikti 3.10 lenteléje ir 3.16 paveiksle.

3.10 lentelé. Susidariusio ksantano kiekis, kai substratas glicerolis

Tirpiklis Tus¢io mégintuvelio Mégintuvélio su Ksantano kiekis,
masé, g ksantanu masé, g g/10 mi

Izopropanolis 12,1513 12,1642 0,0129

Acetonas 12,2209 12,2387 0,0178

Bioetanolis 12,2232 12,2275 0,0043

Metanolis 12,1460 12,1490 0,0030

Ksantano iSeiga, kai substratas sacharozé, gliukozé arba
glicerolis
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3.16 pav. Ksantano iSeigos priklausomybé nuo tirpiklio, kai substratas sacharoze, gliukozé arba glicerolis

Gauti rezultatai rodo, kad glicerolj naudojant kaip substrata, daugiausiai ksantano, t. y. 1,78 g/,
iSgauta naudojant acetong. Vis délto, 8 — ojo bandymo rezultatai yra prasciausi lyginant su visais
Kitais bandymais. Nors literatiros Saltiniuose teigiama, kad produkcijos terpéje naudojant 2 %
glicerolio galima gauti ir keliskart didesne ksantano iSeiga, t. y. 7,23 g/l [2]. Maziausia polisacharido
iSeiga gauta naudojant tirpikli metanolj.

9 bandymas. Substratas — kokosy palmiy zZiedy cukrus

Rezultatai pateikti 3.11 lenteléje ir 3.17 paveiksle.
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3.11 lentelé. Susidariusio ksantano kiekis, kai substratas kokosy palmiy Ziedy cukrus

Tirpiklis Tus¢io mégintuvélio Meégintuvélio su Ksantano kiekis,
maseé, g ksantanu masé, g g/10 ml
Izopropanolis 13,2707 13,2997 0,0290
Acetonas 11,9070 11,9780 0,0710
Bioetanolis 11,8918 11,9116 0,0198
Metanolis 11,8623 11,8787 0,0168
Ksantano iSeiga, kai substratas sacharozé, gliukoze arba
kokosy palmiy Ziedy cukrus
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3.17 pav. Ksantano iSeigos priklausomybé nuo tirpiklio, kai substratas sacharozé, gliukozé arba kokosy
palmiy ziedy cukrus

Pateikti rezultatai rodo, kad naudojant kokosy palmiy ziedy cukry kaip anglies Saltinj, daugiausiai
ksantano, t. y. 7,10 g/l, iSgauta naudojant acetong. Pagrindiné kokosy palmiy ziedy cukraus sudéting
dalis yra sacharozé, tad tuo ir galima paaiskinti gautg gang gerg iSeiga. Vis délto, literatiiroje apraSyto
mokslinio tyrimo rezultatuose deklaruojama Siek tiek didesné ksantano iSeiga, t. y. apie 10 g/l [56].
Maziausia polisacharido iSeiga, kaip ir visy pries$ tai vykdyty 8 — iy bandymy metu, gauta naudojant
metanolj.

Geriausi rezultatai gauti, kai acetonas ir izopropanolis naudoti kaip tirpikliai. Ksantanas nesusimai$o
nei su izopropanoliu, nei su acetonu, dél to sumazinamas iSskiriamo polisacharido tirpumas ir
susidaro kietos ksantano nuosédos. Taip pat, fermentacijos terpéje esancios priemaisos, spalvoti
komponentai bei druskos yra iSplaunami tirpiklio [7].

Duomeny palyginimui sudaryta 3.12 lentelé, kurioje pateikti Kiekvieno bandymo rezultatai mazéjimo
tvarka, vertinant ksantano iSeiga, gauta polisacharido nusodinimui naudojant acetona.

3.12 lentelé. Ksantano iSeiga esant skirtingam substratui ir skirtingiems tirpikliams

Tirpiklis
Substratas Izopropanolis Acetonas Bioetanolis Metanolis
Ksantano kiekis, g/l
Maltozé 5,56 11,06 0,85 0,42
Kokosy palmiy ziedy cukrus 2,90 7,10 1,98 1,64
Fruktozé 2,93 6,31 0,86 0,33
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3.12 lentelés tesinys

Gliukozé 1,76 5,37 0,48 0,24
Saldikliy misinys "Stevia" 2,33 4,30 1,85 1,76
Sacharozé 1,91 3,91 1,18 1,02
Cukranendriy cukrus 1,27 3,74 1,13 1,02
Manitolis 2,14 2,17 0,75 0,60
Glicerolis 1,29 1,78 0,43 0,30

I8 3.12 lentel¢je pateikty rezultaty matyti, kad esant bet kokiam substratui, didziausia ksantano iSeiga
gauta naudojant tirpiklj acetong ir kone dvigubai mazesné naudojant izopropanolj. Maziausia iSeiga
visy 9 bandymy metu gauta naudojant metanol;.

Didziausia iSeiga, t. y. 11,06 g/l, gauta naudojant maltoz¢ kaip anglies Saltinj. Literatliriniuose
Saltiniuose pateikiama labai panasi polisacharido iSeiga, t. y. 12,321 g/1 [3]. Maziausia ksantano iSeiga
gauta atliekant bandyma su gliceroliu, tod¢l galima teigti, kad Sis alternatyvusis anglies Saltinis néra
tinkamas pasirinkimas polisacharido gamybai. Tuo tarpu, naudojant kokosy palmiy ziedy cukry, $io
tyrimo kontekste, gauta nebloga iseiga, t. y. 7,10 g/l.

3.4 Isdziovintos biomasés kiekio jvertinimas

Pasterizacijos metu suirusios lgstelés atskirtos ir iSdZiovintos. Gautas sausos biomaseés kiekis
atvaizduotas 3.18 paveiksle.

Isdziovintos biomasés kiekis, g/l
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3.18 pav. Isdziovintos biomasés kiekio priklausomybé nuo substrato

Vertinant grafike pateiktus duomenis, galima teigti, kad daugiausia sausos biomasés susidaré
atliekant bandymg su sacharoze ir cukranendriy cukrumi. Jau po fermentacijos buvo galima matyti,
kad didziausia biomasés koncentracija biitent Siuose bandiniuose.
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4. REKOMENDACIJU DALIS

Remiantis atlikto tyrimo rezultatais ir sickiant optimizuoti ksantano gamyba i§ X. campestris sitiloma
naudoti substratg maltoze ir vadovautis 4.1 paveiksle pateikta aparatiirine ksantano gavimo schema.

A - %/8

11 12 13
. | fg_ 1

4.1 pav. Ksantano gavimo aparatiiriné schema
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Schemoje pateikty jrenginiy ir naudojamy terpiy bei tirpaly Zymejimas nurodytas 4.1 ir 4.2 lentelése.

4.1 lentelé. Ksantano gamyboje naudojami jrenginiai ir jy zyméjimas aparatiirinéje sSchemoje

iyméjimas Irenginys
1 Inokuliato fermentatorius
2 Jeinancio oro filtras
3 ISeinancio oro filtras
4 Fermentatorius
5 Pasterizatorius
6 Centriftiga
7 Biomasés praplovimo rezervuaras
8 Biomasés surinkimo rezervuaras
9 Distiliavimo kolona
10 Nusodinimo rezervuaras
11 Tirpiklio surinkimo rezervuaras
12 Centrifuga
13 Liofilizatorius
14 Maliinas
15 Pakavimo jrengimas

4.2 lentelé. Ksantano gamyboje naudojamy terpiy ir junginiy pavadinimai ir jy Zyméjimas schemoje

Zyméjimas Terpés/ junginio pavadinimas
A Bakterijos X. campestris
YM terpé
YM —T terpé
Produkcijos terpé
Vanduo
Natrio chloridas (NaCl)

MmO Ol ™

| inokuliato fermentatoriy 1, kuriame palaikoma 28 °C temperatira ir nuolat vykdomas maiSymas,
tiekiamos Xanthomonas campestris bakterijos A ir sterili skystoji YM terpé B. Po 12 val | tg patj
fermentatoriy 1 tiekiama sterili YM — T terpé C, po ko vél inkubuojama 6 val. Po $ios inkubacijos
inokuliatas iScentrinio siurblio pagalba tiekiamas j fermentatoriy 4, i kuri tuo paciu biudu
transportuojama ir sterili produkcijos terpé D. Fermentacija trunka 72 val ir jos metu
rekomenduojama palaikyti 28 °C temperatiirg bei 400 rpm maiSymo greitj. Kadangi naudojamos
bakterijos yra aerobinés, j fermentatoriy 1 tiekiamas oro filtru 2 iSvalytas oras, i§ fermentatoriaus
iSeinanti oras taip pat iSvalomas filtru 3. Po fermentacijos iScentrinio siurblio pagalba fermentacijos
terpé transportuojama j pasterizatoriy 5, kur rekomenduojama 15 min palaikyti 95 °C temperatiira.
Po pasterizacijos fermentacijos terpé transportuojama j centrifuga 6, kur esant 9000 rpm grei¢iui
nusodinamos suirusios bakterijy lastelés. Pastarosios nukreipiamos i lasteliy praplovimo rezervuara
7, kur taip pat tiekiamas vanduo E. Atskirta biomasé praplaunama vandeniu, ir tiekiama j biomasés
surinkimo talpg 8. Po centrifugavimo atskirta skystoji faze iScentrinio siurblio pagalba
transportuojama | nusodinimo rezervuarg 10, kur palaikoma 25 °C temperatiira. | ta pacig talpa
transportuojamas skystis, likes po biomasés praplovimo, taip pat tiekiamas natrio chloridas F (0,5
g/l koncentracija) ir tirpiklis i3 distiliavimo kolonos 9. Siuo atveju, rekomenduojama naudoti acetona.
Nusodinus ksantang miSinys transportuojamas ] centrifuga 12, i§ kur atskirta skystoji fazg, t. y.
tirpiklio atliekos surenkamos tirpiklio surinkimo rezervuare 11, i§ kurio transportuojama j
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distiliavimo kolong 9. Ksantano gamybos proceso metu distiliuotas tirpiklis gali biiti naudojamas
pakartotinai. Po centrifugavimo atskirtos nuosédos, t. y. ksantanas, tickiamas j liofilizatoriy 13, ten
iSdziovinamas $al¢io pagalba. ISdziovintas ksantanas transportuojamas | maling 14, ten
susmulkinamas ] miltelius, kurie tiekiami | pakavimo jrengima 15 ir supakuojami j norimo dydzio
pakuotes.
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ISVADOS

. Atlikti ksantano gavimo i§ Xanthomonas campestris optimizavimo tyrimai mitybinéje terpéje
panaudojant skirtingus anglies Saltinius. Didziausia ksantano iSeiga, tai yra 11,06 g/l, gauta
naudojant substratg maltoze ir gautg polisacharidg nusodinant tirpikliu acetonu.

. Atlikti ksantano gavimo i§ Xanthomonas campestris optimizavimo tyrimai mitybinéje terpéje
panaudojant alternatyvius anglies S$altinius. Glicerolis néra tinkamas pasirinkimas ksantano
gamybai, o panaudojant kokosy palmiy ziedy cukry galima pasiekti 7,10 g/l iSeiga.

. Atlikti skirtingy tirpikliy poveikio ksantano nusodinimui bei galutinei produkto iSeigai palyginimo
tyrimai. Nepriklausomai nuo substrato, acetonas yra tinkamiausias tirpiklis ksantano i§skyrimui.
Maziausia ksantano iSeiga gauta naudojant metanolj.

. Nurodytas optimalus ksantano gavimo i§ Xanthomonas campestris biidas panaudojant substratg
maltoze Ir tirpiklj acetong. Pateikta aparatiiriné optimali ksantano gavimo schema.
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