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Patvirtinu, kad mano, Dovilés Gudaviciatés, baigiamasis projektas tema ,,Ksantano susidarymo is$
Xanthomonas campestris bakterijy 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
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Santrauka

Ksantanas yra vienas i$ labiausiai pramonéje naudojamy ekopolisacharidy, kuris placiai taikomas
maisto, farmacijos, kosmetikos, tekstilés, zemés tkio pramonés produkty gamyboje. Pagrindinés
savybés, nulemiancios ksantano panaudojimg pramongje yra: didelé klampa, pseudoplastinés
savybés, atsparumas fermenty, drusky poveikiui, stabilumas plac¢iame pH ir temperatiiros diapazone,
sinergizmas su kitais biopolimerais. Metinis ksantano poreikis iSauga net 5,7 %. Ksantano gamybos
technologijos optimizavimas ekologiniu ir ekonominiu pozitiriu §iuo metu yra labai svarbi ir aktuali
tyrimy sritis.

Iki Siol atlikty moksliniy tyrimy metu labai daug suzinota apie ksantano biosintez¢, molekuling
struktlirg bei savybes. Bet vis dar yra klausimy ir i§8tikiy, kurie galéty pagerinti ksantano gamybos
efektyvuma. Vienas i$ tokiy augimo ir fermentacijos terpiy sudéties bei ksantano gryninimo proceso
optimizavimas. Vis dar gerai neistirtas kity Xanthomonas riisiy panaudojimas ksantano gamybai, jy
modifikavimas. Taip pat aktuali tyrimy sritis susijusi su pramongs atlieky, bei atsinaujinanciy istekliy
panaudojimu ksantanui gaminti.

Baigiamojo projekto tyrimy metu nustatyta, jog didziausia ksantano iSeiga pasizyméjo terpés, kuriose
anglies Saltiniu naudota gliukozé ar fruktoze. ISsiaiskinta jog anglies Saltinio koncentracija terpéje
neturéty virSyti 2—4 %. Didesnés anglies koncentracijos slopina bakterijy dauginimasi. Tyrimy metu
gauta didesné ksantano i$eiga azoto Saltiniu naudojant diamonio fosfata ((NHs)2HPO4). Galime teigti,
jog biopolimero ksantano gamybai tinkamesnis neorganinés kilmés azotas. Pastebéta, kad naudojant
per didelj pridétiniy medZiagy kiekj bakterijy augimo terp¢je gaunama mazesné ksantano iSeiga. Per
didelis terpés medziagy kiekis gali sukurti nepalankias salygas biopolimero sintezei. Nustatyta, jog
anglies ir azoto S$altiniy santykis mitybinéje terpéje svarbesnis nei atskiros $iy medZiagy
koncentracijos. Sis santykis fermentacijos terpéje turéty biiti maZesnis nei bakterijy augimo terpéje.
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Summary

Xanthan gum is one of the most popular ecopolysaccharides that is used in food, pharmacy,
cosmetics, textile, agriculture industries. The main xanthan gum characteristics that made it so
popular are: high visocity, pseudoplastic features, resistance to the effect of enzymes and salts, high
stability in a wide range of pH and temperature, synergism with other biopolymers. Annual need of
xanthan each year grows 5,7 %. Therefore xanthan gum production optimization is so important and
actual nowadays in ecological and economical means.

Many investigations are done regarding to the xanthan production. These researches have revealed
important information about xanthan biosynthesis, molecular structure and characteristics. But there
are still some questions and challanges that must be overcome. Few of them are fermentation medium
composition and recovery process optimization. Moreower there are still not enough information
about the use of other Xanthomonas strains for xanthan gum production and their modification.
Furthermore important research area is with the usage of renewable resources and production waste
as a carbon source for xanthan gum production.

During the final project research, identified that using as a carbon source glucose and fructose have
been produced the highest xanthan gum yield. Determined that carbon source shouldn‘t be higher
than 2—-4 %. As when the higher carbon source is used it inhibits bacterial cell grow. Established that
using diammonium phosphate ((NH4)2HPO4) as a nitrogen source received the highest yield of
xanthan gum. It can be affirmed that neorganic type nitrogen is better for xanthan gum production
than organic. Using too much of additional materials xanthan gum production yield might be reduced.
The overloaded medium might create unfavorable conditions for xanthan production. Determined
that carbon and nitrogen source ratio in the medium is more important than their concentrations. This
ratio should be bigger in the bacteria growth media.
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Ivadas

Ksantanas — nattralus ekopolisacharidas — biopolimeras, kuris pla¢iai naudojamas jvairiose pramoneés
Sakose kaip biopolimeras [1]. Jis iSgaunamas fermentacijos btidu naudojant Xanthomonas campestris
bakterijas. Ksantano iSgryninimas yra brangus ir sudétingas procesas, todé¢l labai svarbu parinkti
tinkamiausias fermentacijos salygas. Vienas i§ svarbiausiy ksantano gamybos pasirinkimy, galin¢iy
keisti ksantano iSeiga, yra bakterijy augimo terpiy sudétis (anglies, azoto $altiniai ir Kiti priedai) bei
Jju koncentracijos.

Ksantanas dél savo plataus panaudojimo, vertingy ir iSskirtiniy savybiy tapo vienas i$ labiausiai
naudojamy biopolimery pramonéje. Ksantang gamina, augalams patogeninj poveikj turincios
gramneigiamos aerobinés Xanthomonas campestris bakterijos. Ksantanas pasizymi i$skirtinémis
savybémis — jis iSlieka nepakites esant plac¢iam pH ir temperatiros intervalui, tirpus tiek Siltame, tiek
Saltame vandenyje, pasizymi dideliu klampumu, naudojant net ir mazas jo koncentracijas [2]. Jis
naudojamas, tirstikliu, gelizuojanc¢iu agentu maisto pramongje, stabilizuojanciu agentu ledy
gamyboje. Ne maisto pramonéje, ksantanas gali buti taikomas: agrochemikaly suspensijy gamyboje,
asmeninés higienos priemoniy ir kosmetikos, tekstilés gamyboje, audiniy inzinerijoje ir farmacijoje,
degaly pramonéje. Jis taip pat gali biiti naudojamas trintj mazinanciu agentu [3].

Siais laikais dauguma tyrimy atlickama siekiant panaudoti kuo ekologiikesnes medziagas bei
pramonés atliekas ksantano terpéms gaminti [4]. Tokiu badu skatinamas antriniy zaliavy naudojimas
aukstos vertés medziagoms gaminti. Taip pat vis didesnis démesys skiriamas pigesniy zaliavy
panaudojimui terpiy gamyboje, siekiant sumazinti ksantano fermentacijos islaidas [5]. Pagrindinis
gamybiniy jmoniy tikslas yra uztikrinti tvary ir efektyvy procesg. I§laidos tiesiogiai susijusios su
proceso efektyvumu. Ksantano iSeigos optimizavimo tyrimai atlieckami jau daugelj mety. Taciau vis
dar nenustatyta optimali Xanthomonas campestris bakterijy augimo ir produkcijos — fermentacijos
terpiy sudeétis. Optimizuojant ksantano iSeigg, labai svarbu atsizvelgti ir | susidariusio ksantano
savybes: klampuma, antioksidacinj aktyvuma, tirpuma, organoleptines savybes. Baigiamojo projekto
metu palyginti 2 metodai, kurie atspindi terpiy sudéties optimizavimo poveikj ksantano susidarymui,
savybéms ir kaStams.

Baigiamojo darbo tikslas — iSanalizuoti ksantano susidarymo priklausomybe nuo Xanthomonas
campestris bakterijy produkcijos — fermentacijos bei augimo terpiy sudéties.

Darbo uzdaviniai:

1. optimizuoti Xanthomonas campestris bakterijy augima;

2. nNustatyti augimo terpiy sudéties (anglies ir azoto Saltiniy) jtaka ksantanui susidaryti;

3. jvertinti tinkamiausig organinj tirpiklj ksantanui i$skirti i§ Xanthomonas campestris bakterijy;
4. pateikti sitilomg ksantano gamybos i§ Xanthomonas campestris bakterijy aparatiiring schema.

Anglis ir azotas turi tiesioginj poveikij bakterijy dauginimuisi ir biopolimery sintezei [6]. Anot atlikty
moksliniy tyrimy, teigiamu poveikiu ksantano iSeigai pasizymi tokie junginiai kaip citratas ir
glutamatas [7]. Siekiant jsitikinti jau atlikty tyrimy teisingumu, svarbu iSsiaiSkinti papildomy
medziagy, tokiy kaip citratas, glutamatas, jtakg ksantano susidarymui. Labai svarbu jsigilinti |
bakterijy biomasés koncentracijos ir ksantano iSeigos priklausomybe. Tokiu biidu jvertinti, ar terpés
sudétis ne tik skatina bakterijy dauginimasi, bet ir sudaro tinkamas sglygas biopolimero — ksantano
susidarymui. Tyrimy rezultatams jvertinti ir palyginti yra naudinga taikyti alternatyvias ksantano



iSskyrimo metodikas. Baigiamojo darbo tyrimy metu ksantanui iSskyrti naudoti keli skirtingi
organiniai tirpikliai: metanolis, acetonas, izopropanolis, bioetanolis. Svarbu ne tik gauti didZiausia
ksantano iSeiga, bet ir geriausiomis savybémis pasizymintj ksantang. Viena i§ svarbiausiy ksantano
savybiy — antioksidacinis aktyvumas [8].

Dél jvairiy ksantano panaudojimo galimybiy, kyla vis didesnis poreikis ksantano gamybai naudoti
alternatyvius atsinaujinancius Saltinius ar pramonés atliekas. Atlickama vis daugiau moksliniy tyrimy
susijusiy su ksantano fermentacijos salygy optimizavimu, gamybos modernizavimu, efektyvumo
didinimu ir kasty mazinimu.



1. Literaturos apZvalga
1.1. Xanthomonas campestris bakterijy apibiidinimas

Xanthomonas campestris yra Pseudomonaceae bakterijy Seimos gentis, turinti net 29 skirtingas rasis
ir 6 portisius. Sios bakterijos priskiriamos chemoorganotrofams, gramneigiamoms aerobinéms
bakterijoms, turin¢ioms griezta deguonies pasisavinimo metabolizma, kurio galutinis elektrony
akceptorius — deguonis [9]. Xanthomonas campestris pasizymi patogeniSkumu bei sukelia juodajj
puvinj daugumai augaly, vaisiy, darzoviy: pomidorams, paprikoms, cukranendréms, bananams,
javams [10]. Kadangi S$iy bakterijy optimali augimo temperatira 25-30 °C, jos priskiriamos
mezofilinéms bakterijoms [11]. Temperatiirinis diapazonas siekia 4-37 °C. Taciau esant Zemesnei nei
10 °C terpés temperatiirai, bakterijos tampa neaktyvios [12]. Moksliniy tyrimy metu nustatyta, kad
tinkamiausias $iy bakterijy augimo terpés pH yra neutralus (6,5-7,5), zemesnéje nei pH 4,5
stabdomas Igsteliy augimas. Xanthomonas campestris bakterijy augima stabdo 6 % NaCl, 30 %
gliukoze, 0,01 % $vino acetatas, tioninas, 0,1 % trifenil-tetrazolio chloridas [13]. Sios bakterijos
lengvai skaido baltymus, kai kurios ruSys geba hidrolizuoti celiuliozg, pekting, krakmolg ir
polisorbata. Pagrindinés riebaly riig§tys randamos Xanthomonas campestris bakterijy Igstelése yra 9-
metildekano ragstis, 3-hidroksi-9-metildekano riigstis, 3-hidroksi-11-metildodekano raigstis [14]. Si
riebaly rtigsciy sudétis i$skiria Xanthomonas nuo kity bakterijy.

Bakterijy kamieng nulemia bakterijy genomo struktiira. Skirtingi Xanthomonas campestris bakterijy
kamienai turi genomo panasumy: ziedines chromosomas, mobilius genetinius elementus bei baltymus
koduojancias sekas [15]. Xanthomonas campestris bakterijos — tai lazdelés formos bakterijos
charakteringos tuo, jog turi dviguba lasteliy sienele ir gelsva pigmena — ksantomonading [16]. Sios
bakterijos turi filamentine struktirg ir 1,7-3 um ilgio polinj Ziuzeli, padedant;j bakterijoms perduoti
baltymus augalams bei padidinti jy judrumg vandenyje. Xanthomonas campestris bakterijoms
bidingas: 0,4-1,0 um plotis ir 1,2-3,0 um ilgis (zr. 1.1. pav.). Sios bakterijos turi kapsule, kurioje yra
polisacharidas — ksantanas, kuris mazai prisitvirtings prie Igsteliy sieneliy.

Xanthomonas campestris geba oksiduoti gliukoze. Gliukozés metabolizmui dazniausiai naudojamas
,Enter — Doudoroff kelias, taip pat budingi trikarboksirtigs¢iy ir glioksilato ciklai [17]. Dél Siy
savybiy gryna Xanthomonas campestris bakterijy kultiira gali i$skirti ekopolisacharidg — ksantang.
Sios bakterijos negamina kity biopolimery. Dél to gali didelj kiekj substrato paversti ekopolisacharidu
— ksantanu [18]. Ksantano gamyba vykdoma reaguojant j veiksnius sukelian¢ius biotinj ir abiotinj
stresa [19]. Sj stresa sukelia ekstremaliis terpés pokyéiai (pH, temperatiira, terpés sudétis). Ksantanas
yra naudingas Xanthomonas campestris bakterijy lasteléms. D¢l lipnumo, anijoninés struktiros,
vandens suri§Simo, ksantanas padeda bakterijy lasteléms prisitvirtinti prie augalo pavirSiaus,
apsisaugoti nuo vandens trikumo ir hidrofobiniy molekuliy poveikio, kaupti maisto medziagas ir
imobilizuoti toksinius junginius [20]. Taip pat padeda bakterijoms uZzsimaskuoti ir i§vengti augalo
atsako ] neigiamg bakterijy poveikj.

Pagal mokslininky atliktus tyrimus, siy bakterijy kolonijoms budingos savybés: iSgaubta forma,
gleivétumas, gelsvas atspalvis [21]. Xanthomonas campestris bakterijy kolonijos vaizdas Petri
1éksteléje pateiktas 1.1. paveiksle. Skirtingy rasiy Xanthomonas bakterijy augimo greitis skiriasi. Kai
kurios rasys auga labai greitai, suformuodamos matomas kolonijas per 24—36 valandas. Kitos riiSys
suformuoja kolonijas tik per 2—-3 dienas [22]. Moksliniy tyrimy metu nustatyta, jog Xanthomonas
campestris bakterijos gali biiti dauginamos standartinése laboratoriniy tyrimu metu naudojamose
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terpése (mitybinéje agaro terpéje, GYCA terpéje, GPPYA terpéje, YM agare), susidarant kelioms
skirtingoms $iy bakterijy atmainoms. Siy tyrimy metu nustatytos trys atmainos: ,,L* (angl. ,,large* —
didelé, stambi) bakterijy kolonijy atmaina, ,,Sm* (angl. ,,small* — smulki, maza) bakterijy kolonijy
atmaina, ,,Vs“ (angl. ,,very small“ — labai maza) bakterijy kolonijy atmaina [24]. ,,L*“ bakterijy
kolonijos 4-5 mm diametro, klampios konsistencijos, $viesiai gelsvos spalvos. Sios atmainos
Xanthomonas campestris bakterijos pasizymi didziausia ksantano iSeiga bei didele piruvato
koncentracija. ,,Sm* bakterijy kolonijos 2 mm diametro, klampios konsistencijos, tamsiai geltonos
spalvos. Sio kamieno bakterijy ksantano iSeiga bei piruvato koncentracija lastelése mazesné, lyginant
su,,L“atmaina. ,,Vs* bakterijy kolonijos 1 mm diametro, neklampios konsistencijos, blankiai gelsvos
spalvos. Sios atmainos Xanthomonas campestris bakterijos negamina ksantano [9]. Ksantanui
gaminti naudojamos ,,L*“ atmainos Xanthomonas campestris bakterijos.

Labai svarbus tinkamas Siy bakterijy saugojimas pries perkeliant bakterijas j augimo (YM-T) terpg.
Netinkamai saugant Sias bakterijas galima degeneracija. Taikomi skirtingi ilgalaikio ir trumpalaikio
bakterijy saugojimo badai [23]. Ilgalaikio saugojimo metodas mazai taikomas. Si saugojimo technika
pagrista bakterijy liofilizacija ir $aldymu 10 % glicerolio terpéje. Trumpalaikio saugojimo metu
galimas nedidelis bakterijy dauginimasis. Lastelés auginamos kompleksingje kietos ar skystos formos
terpéje (YM) 18-20 valandy, 25°C temperatiiroje [24]. Po to jos saugomos 4°C temperatiiroje.
Bakterijy kulttra kas 14 dieny turi biiti perkelta | naujai paruosta terpe, siekiant iSvengti lasteliy
degradacijos. PrieS naudojant lasteles ksantano gamybai turi biiti patikrinamas jy gyvybingumas.
Patikrinimo metu YM agaras inkubuojamas 3 dienas 25°C temperatiiroje [24]. Gyvybingos bakterijy
kolonijos — ryskiai geltonos spalvos, apvalios formos, 4-5 mm skersmens.

-

1.1 pav. a) Xanthomonas campestris bakterijy kolonijy vaizdas Petri I¢ksteléje b) Xanthomonas campestris
bakterija

1.2. Ksantano fizikinés bei cheminés savybés

Dauguma bakterijy gamina polisacharidinius junginius, tokius kaip: lipopolisacharidus, kapsulinius
polisacharidus, ekopolisacharidus (EPS) [25]. EPS tai auk$tos molekulinés maséss angliavandeniy
polimerai, kurie gaminami ir iSskiriami bakterijy lasteliy. Jie padengia daugumos lgsteliy pavirSiy
turédami reikSmingos jtakos biologiniams mechanizmams, tokiems kaip imuniné sistema, adhezija,
infekavimas, signaly perdavimui [26]. Nepaisant milzinisko bakterijy i$skiriamo ekopolisacharidy
kiekio, tik nedidelé dalis jy panaudojami pramonéje (dekstranas, ksantanas ir kt.) [27].
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Ksantanas — mikrobiologinis ekopolisacharidas gaminamas i§ Xanthomonas campestris bakterijy,
gerai tirpus vandenyje, turintis gera biologin] suderinamuma, auk$ta molekuling masg, Sakota
polimering struktiirg. D¢l didelés klampos net esant mazoms ksantano koncentracijoms, Slyties
skiedimo savybiy, pseudoplastinio elgesio ir terminio stabilumo, ksantanas stabilesnis uz kitus
polisacharidus ir polimerus. Didelis hidroksi ir karboksi grupiy skaicius optimizuoja ksantano
fizikochemines ir biologines savybes [28]. Ksantanas taip pat laikomas anijoniniu polielektrolitu dél
saveikos su katijonais (Na*, K*, Ca?*, Mg?"), kurie skirtingomis proporcijomis sujungti su riigsties
radikalu [29].

Ksantanas — heteropolisacharidas, kurio pirming struktiirg sudaro pasikartojantys pentasacharidy
vienetai. Vieng pentasacharido vienetg sudaro: 2 gliukozés veinetai, 2 manozés vienetai ir 1
gliukurono rugsties vienetas [9]. (zr. 1.2. pav.) Pagrindine granding sudaro B-D-gliukozés vienetai
sujungti pirmoje ir ketvirtoje padétyse. Ksantano pagrindinés grandinés cheminé struktira identiska
celiuliozés struktiirai. Trisacharidy Soninés grandinélés sudarytos i$: a-D-gliukurono riigsties vieneto,
kurig supa du D-manozés vienetai sujungti su gliukozés pagrindine grandine per deguonies atoma.
Apytiksliai pusé galiniy D-manozés vienety turi piruvo riigsties liekang sujungta 4 ir 6 padétyse. D-
manozes vienetai sujungti su pagrindine grandine turi 6 padétyje prijungta acetiling grupe. Acetilo ir
piruvo riig§¢iy buvimas, nulemia anijoninj polisacharido tipg [30].

Ksantano trisacharidy grandinés tvirtai sujungtos su polimero pagrindine grandine suformuoja antring
polimero struktiira. Sios struktiiros antiparaleliai surikiuotos j dviguba spiralg, sujungtos
intramolekuliniy rySiy bei vandeniliniy jung¢iy [31]. Dél tokios tvirtos polimero struktiiros ksantanas
gali egzistuoti viengubos, dvigubos ar net trigubos spiralés pavidalu [32]. D¢l temperatiiros ir joninés
jégos pokyciy gali persitvarkyti dvigubos spiralés konformacija [33]. Esant Zemai terpés temperatiirai
bei didelei joninei jégai, ksantano struktiira viengubos ar dvigubos spiralés, kurios ilgis apie 350 A.
Esant aukstai terpés temperatiirai bei mazai joninei jégai, ksantano struktiira tampa lankscia spirale,
kurios ilgis 50 A [34]. Spiralés konformacijoms jtakos taip pat gali turéti ksantano molekuliné
struktiira — acetilo ir piruvato grupiy buvimas, kurios stabilizuoja ar destabilizuoja struktiirg. Acetilo
grupés stabilizuoja ksantano struktiirg, nes jos iSsidésCiusios arciau spiralinés struktiiros centro.
Piruvato molekulés iSsidés¢iusios spiralinés struktaros iSoréje. Dél to Soninés grandinés dar labiau
atitolsta nuo pagrindinés grandinés, sumaz¢ja elektrostatinés jégos, destabilizuojama ksantano
molekulés struktiira [35]. Tad ksantano struktiira yra stabilesné, kuo joje maziau piruvato grupiy. Siy
funkciniy grupiy kiekj ksantano molekuléje nulemia: Xanthomonas padermé, terpés sudétis,
fermentacijos sglygos, molekulés struktiros modifikacijos [36]. Acetilo ir piruvato funkciniy grupiy
buvimas taip pat turi jtakos ksantano tirpalo savybéms: klampai, atsparumui terpés temperatiiros
poky¢iams, tirpikliams, druskoms. Druskos stabilizuoja ksantnao struktiirg, prisideda prie ksantano
funkcionalumo. Taciau drusky poveikis ksantano tirpalams priklauso nuo druskos koncentracijos bei
jony kilmés [37]. Sio spiralés sgveikauja su kitomis polimero molekulémis suformuodamos
kompleksus. Ksantano molekuliné masé svyruoja nuo 2 x 108 iki 20 x 10° daltony [9]. Sj molekulinés
masés pasiskirstyma lemia spiraliy sgveika bei keliy pavieniy grandiniy kompleksy susidarymas. Taip
pat molekulinei masei turi jtakos fermentacijos salygos ksantano gamybos metu.

Ksantanas dél polielektrolitinés prigimties labai tirpus tiek Saltame, tiek Siltame vandenyje bet
netirpus daugomoje organiniy tirpikliy. Ksantano terpés klampa priklauso nuo temperatiiros, pH,
biopolimero koncentracijos ir drusky kiekio [38]. Tirpalai, gauti ksantang tirpinant vidutinéje
temperatiiroje, yra labai klampis. Tirpinimo temperatiira turi jtakos molekuliy konfromacijai bei
cheminiams ry$iams. Moksliniy tyrimu metu nustatyta, jog priklausomai nuo tirpinimo temperatiiros
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ksantano molekulés jgyja dvi konformacijas — spiraline ir rités formos [39]. Sios konformacijos ir
nulemia terpés klampuma. Pastebéta, jog ksantanas gali saveikauti su augaly galaktomananais — guaro
derva, saldziavaisio pupmedzio derva. Sgveikos metu Sios medziagos sukelia sinergetinj poveikj
terpés klampai padidinti [40].

Ksantanas néra toksiskas, neslopina Igsteliy augimo, nesukelia odos ar akiy sudirginimo. Jis visame
pasaulyje valdanciyjy institucijy patvirtintas, kaip maisto produkty gamybai tinkanti medziaga,
neturinti specifiniy ribojimy. Siai medZiagai suteiktas zymuo E—415. Maisto pramoné — viena
pagrindiniy ksantano sunaudojimo gamybos sriciy.

1.2 pav. Ksantano cheminés struktiiros fragmentas

1.3. Ksantano antioksidacinis aktyvumas

Deél 1$skirtiniy savybiy: tirpumo, didelio klampumo, biologinio suderinamumo, stabilumo, ksantanas
placiai pritaikomas maisto, farmacijos, kosmetikos, tekstilés pramonése [41]. Pastaruoju metu,
populiar¢jant produktams turintiems antioksidacinj poveikj, imta vis labiau domeétis ksantano
antioksidaciniu aktyvumu bei jo panaudojimu antioksidacinj poveikj turin¢iy produkty gamyboje.
Antioksidaciniu aktyvumu pasiZymincios medziagos geba atiduoti elektrong reaktyviam radikalui,
taip ji neutralizuodamos ir sumazindamos lgsteliy pazeidimg. OH radikalas laikomas dazniausiai
lasteliy pazaidas sukelianciu radikalu. Biitent §is radikalas laikomas pavojingiausiu, dé¢l jo
nesudétingo reagavimo su kitomis molekulémis, tokiomis kaip aminoriigstys, baltymai, DNR [8].

Ekopolisacharidy biologinis aktyvumas tiesiogiai susij¢s su jy chemine struktiira (monosacharidy
sudétimi, jy struktiira). Ksantano struktiiroje antioksidaciniam aktyvumui jtakos turi piruvato rigsties
kiekis [41]. Siekiant padidinti ksantano antioksidacinj aktyvuma, turi pasikeisti ksantano struktiira,
tam gali biiti pasitelkiamos cheminés modifikacijos. Nustatyta, jog hidroksilo radikaly inaktyvavimui
taip pat didele jtaka turi ksantano monosacharidy kiekis [41]. Poligliukurono ragsties natrio druskos
kiekis, piruvato riigstis bei acetilinto ksantano kiekis taip pat turi teigiamg poveikj antioksidaciniam
aktyvumui. Siekiant gauti ksantang pasiZymint] didZiausiu antioksidaciniu aktyvumu biitina
18siaiskinti kokios ksantano struktiiros modifikacijos gali keisti §] pozym] ir tai priatikyti pramoningje
gamyboje.
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1.4. Ksantano biosintezé

Ksantano biosintezé yra kompleksiskas, sudétingas, daugiapakopis procesas j kurj jeina Xanthomonas
campestris bakterijy geny, atsakingy uz ksantano gamyba, bei fermenty aktyvavimas [42]. Siam
procesui reikalingas didelis energijos kiekis. Proceso metu i§ kultivavimo terpés pasisavinamas
substratas, jis suskaidomas j nukleotidinius junginius, kurie véliau naudojami ksantano molekulés
monomeriniy subvienety susidarymui, polimerizacijai j polisacharidy grandines ir pasalinimui i$
bakterijy lgsteliy [43]. Ksantano biosintezé charakterizuojama kaip Wzx (pernasa)/Wzy (polimerazé)
priklausantis mechanizmas [44]. Sio proceso metu heteropolisacharidy asimiliacija i3 atskiry
pasikartojan¢iy subvienty vykdoma ant lipidy pirmtako vidinéje membranos pusé¢je. Keletas
glikoziltransferaziy yra atsakingos uz reakcijos katalizavimg. Integraliniai baltymai perkelia
besiformuojantj polisacharidg per citoplazming membrang. Kai polisacharidas pasiekia periplazmine
erdve polimerazé pradeda polimerizacija [45].

Ksantano biosintezé susideda i$ penkiy etapy: (I) substrato jsisavinimo, (Il) substrato panaudojimo
nukleotidiniy dariniy sintezei, (III) monosacharidy subvienety asimiliacijos, (IV) polisacharidy
grandiniy elongacijos, (V) ksantano i$skyrimo | lastelés iSorg. Pirmo etapo metu angliavandeniy
Saltinis jsisavinamas i$ terpés naudojant specifinius integralinius baltymus[46]. Nemodifikuota
gliukoze gali i Iastele patekti keliais budais: difuzijos, aktyviosios pernaSos arba gliukonato pavidalu.
Antro etapo metu vykdomi du pagrindiniai procesai: fosforilinimas naudojant gliukokinaze bei
periplazminé oksidacija. Glikolizés metu pentozes fosfato ir ,,Enter Daudoroff* ciklai atsakingi uz
gliukozés metabolizavimg | piruvatg prie§ patenkant j trikarboksiriigsciy ciklag [42]. Gliukozés-6-
fosfatodehidrogenazé biitina gliukozés skaidymui Xanthomonas campestris bakterijy lastelése ir
atsakinga uz nukleotidy pirmtaky susidarymg biitiny pasikartojan¢iy ksantano pentasacharidy
subvienety susidarymui [19]. Tre¢iojo etapo metu vyksta monosacharidy subvienety asimiliacija.
Pentasacharidy subvienetai sudaromi i8: gliukozés, manozés ir gliukurono riigsties santykiu 2:2:1.
Siy subvienety susidarymui biitinas GT fermentas. Pentasacharidy subvienetuose piruvato ir acetilo
grupés prijungiamos prie manozés radikalo su piruviltransferazés, acetiltransferazés pagalba.
Tolimesnio proceso metu pentasacharidy subvienetai perkeliami i§ vidinés membranos pusés |
periplazmine erdve [19]. Ketvirto etapo metu periplazminéje erdvéje esantys pentasacharisy
subvienetai sujungti su poliprenoliais polimerzés déka gali dalyvauti polimerizacijoje. Penkto etapo
metu ekopolisacharidai pasalinami j lastelés iSore. Sio etapo metu taip pat labai svarbi GT fermenty
veikla, kuri uzbaigia polimerizacijg bei suzadina ksantano pasalinimag i§ lastelés [45]. Ksantano
savybés, iSeiga, cheminé struktiira gali biiti pagerinta taikant Xanthomonas campestris bakterijy
risies genetinj modifikavima, gamybos salygy pokycius, parenkant tinkamesnius substraty Saltinius.
Pilnas ksantano biosintezés mechanizmas pavaizduotas 2 priede.

1.5. Biotechnologiniai ksantano gamybos metodai

Ksantano gamyba naudojant Xanthomonas campestris bakterijas apima du etapus. Pirmo etapo metu
bakterijos yra kultivuojamos kompleksinéje terpéje, praturtintoje azotu. Antro etapo metu naudojama
pirmo etapo metu gauta biomasé ksantanui gaminti kitoje terpéje [41]. ISsamiau ksantano sintezés
struktiirg iStyré Palaniraj ir Jayraman [47]. Jie suskirsté ksantano sintezg j tris etapus: paprastojo
cukraus jsisavinimas ir pavertimas j nukleotidinius darinius, pentasacharido subvienety sujungimas j
vieng struktiirg, pasikartojanciy pentasacharidy polimerizacija, ksantano iSskyrimas [47].
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Mokslininky atlikti tyrimai parodé, jog didele jtaka ksantanui gaminti turi pirmo etapo metu gauta
mikroorganizmy biomasé [3]. Kuo didesnis biomasés kiekis gaunamas, tuo daugiau iSskiriama
ksantano. Atlikti tyrimai patvirtina terpiy sudéties optimizavimo svarba.

Didelg jtaka ksantanui gaminti turi anglies ir azoto Saltiniai: sacharozé, gliukozé, maltozé, celobiozé,
mésos peptonas, sojy peptonas ir amonio nitratas. Skirtingomis medziagomis gaunama skirtinga
ksantano iSeiga bei savybés. Ksantanui gaminti taip pat labai svarbu tinkamai jvertinti anglies ir azoto
terpéje santykj. Laisvas azotas riboja biomasés augimg, o anglis turi jtakos ksantanui susidaryti.
Anglies S$altinis turi jtakos ne tik biopolimero susidarymui bet ir lasteliy augimui. Palyginamyjy
tyrimy metu nustatyta, kad naudojant sacharoze anglies $altiniu, gaunama didesné ksantano iSeiga ir
ksantano klampumas, lyginant su gliukoze [41]. IStyrus sukcinato, piruvato ir a-ketoglutarato poveikj
ksantano gamybai nustatyta, kad Siy organiniy rugs¢iy perteklinés koncentracijos slopina ksantano
formavimasi [41]. Todél $iy medziagy naudojimas terpiy gamyboje turéty biti labai ribojamas. Tie
patys autoriai nustaté, kad citratas skatina ksantano gamyba. O pridéjus j bakterijy augimo terpe¢ natrio
glutamato, gaunamas ksantanas pasiZymintis stabilesnémis savybémis. Moksliniy tyrimy metu
nustatyta, jog druska stabilizuoja ksantano struktiirg ir savybes. Tad svarbu ne tik parinkti
tinkamiausius anglies ir azoto Saltinius, nustatyti jy santykj terpéje, bet ir papildyti terpes pridétinémis
medziagomis: citratu, glutamatu, druskomis.

1.6. Pramoniné ksantano gamyba

Pramonéje ksantanas gaminamas Xanthomonas campestris rusies bakterijy, NRRL B-1459 kamieno
[43]. Tiriamas ir kity Xanthomonas rtsiy pramoninis panaudojimas ksantano gamybai. Visos
ksantano rusys pateikiamos 1 priede. Viso pasaulyje pagaminamo ksantano net 65 % panaudojama
maisto pramonéje, 15 % — alyvos gamyboje, 20 % kitose srityse. Ksantano panaudojimo galimybés
vis didéja, kasmetinis ksantano poreikis iSauga net 5-10 % [48]. Pirmiausiai $j biopolimerg pradéjo
gaminti Kinija ir Austrija. Siais laikais didZiausi ksantano gamintojai: ,,Merck®, ,,Pfizer”,
,Jungbuzlauer® ir kt.

Pramoniné ksantano gamyba apima §iuos etapus: Xanthomonas campestris kultiiros saugojimo,
bakterijy gyvybingumo tikrinimo, terpés su pirmine bakterijy kultira gamybos, fermentacijos,
ksantano i$skyrimo, ksantano gryninimo [9]. Visy etapy metu labai svarbu parinkti optimalias sglygas
(terpiy sudét], jranga, kultivavimo parametrus) ksantano gamybai. Nuo $iy salygy priklauso ne tik
ksantano iSeiga bet ir kokybe.

Xanthomonas campestris kultiros saugojimo, bakterijy gyvybingumo tikrinimo etapo metu
jsitikinama bakterijy kultiiros kokybe — grynumu, gyvybingumu. Tai labai svarbus etapas siekiant
jvertinti ar bakterijy kultiira buvo saugoma tinkamai. Nedidelis kiekis bakterijy kulttros perkeliamas
ant agaro terpés Petri léksteléje. Lékstelé inkubuojama 3 dienas 25°C temperatiroje [24]. Kaip
ankstesniame skyriuje minéta, gyvybingoms bakterijy kolonijoms buidinga — ryskiai geltona spalva,
apvali forma, 4-5 mm skersmuo.

Isitikinus, jog bakterijy kultiira yra tinkama gamybai nedidelis kiekis bakterijy kultiiros perkeliama j
augimo terp¢ (YM-T). Gaunama pradingé terpé, kuri bus naudojama bakterijy auginimui bei ksantano
gamybai didelio tiirio bioreaktoriuje [9]. Kadangi paruosiamas tik nedidelis kiekis augimo terpés,
galima nustatyti susidariusiy bakterijy koncentracija. Pagal bakterijy koncentracija pirminéje —
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bakterijy augimo (YM-T) terpéje galima véliau modeliuoti kultivavimo sglygas ksantanui gaminti
bioreaktoriuje.

Xanthomonas campestris bakterijoms augti bei ksantanui susidaryti tolimesniuose etapuose jtakos
gali turéti: bioreaktoriaus tipas, fermentacijos tipas (pertraukiama, nepertraukiama), terpés sudétis,
kultivavimo salygos (temperatira, deguonies kiekis terpéje, maisto medziagy kiekis, pH). Todél
pirmiausia svarbu nustatyti ir parinkti tinkamas fermentacijos salygas. Fermentacijos procesas
vykdomas steriliame, mechaniskai maiSomame bioreaktoriuje [49]. Dél klijingos ksantano sudéties,
néra patartina ksantano gamybai naudoti pertraukiamos fermentacijos sistemos, nes ji trukdo
jsisavinti deguonj [3]. Tad pramoninei ksantano gamybai patartina rinktis pusiau nepertraukiamag
fermentacijg bei gerg maiSymg. Xanthomonas campestris aerobinés bakterijos. Ksantano komponenty
sintezei bei redukuoty piridino nukleotidy oksidacijai labai svarbus tinkamas deguonies tiekimas.
Taip pat svarbu palaikyti neutralig terpés pH. Neutralioje terpéje néra slopinamas Xanthomonas
campestris bakterijy augimas. Pramoninés ksantano gamybos metu palaikoma 28—-32°C temperatiira
bei pH 6,5-7,5. Optimali temperatira bei pH gali skirtis, skirtingoms Xanthomonas rasims. Oro
padavimo greitis turéty biiti nemaZesnis nei 0,3 (L/s), mai§ymo intensyvumas 1 (kW/m?) [43].

Parinkus tinkamas fermentacijos salygas pirminé bakterijy kultiira su YM-T terpe perkeliama
bioreaktoriy su produkcijos terpe. D¢l spartaus mikroorganizmy augimo pirmoje fermentacijos
dalyje, gali buti stebimas didelis deguonies koncentracijos sumazéjimas [43]. Todél turi bati
uztikrinamas nepertraukiamas deguonies tiekimas. Taikant pertraukiamo tipo fermentacija, ksantano
gamybos produktyvumas 0,4-0,7 g/L/h, susidaranti ksantano koncentracija 3-5 % [43]. Tuo tarpu dél
maisto medziagy stygiaus, reikalingas terpés atgaivinimas — lasteliy paSalinimas. Lastelés
pasalinamos centrifuguojant, filtruojant ir flokuliuojant [9]. Ksantano koncentracija bei gamybos
proceso produktyvumas priklauso nuo deguonies prieinamumo fermentacijos terp¢je. DidZiausia
ksantano gamybos problema yra didéjanti fermentacijos terpés klampa, kuri sumazina maisto
medziagy ir deguonies pricinamuma [43].

Ksantano i$skyrimo etape naudojami terminio, cheminio, fermentinio apdorojimo metodai.
Pramonéje ksantanui iSskirti daznai naudojami organiniai tirpikliai tokie kaip: izopropanolis, etanolis,
metanolis, acetonas. Naudojant organinius tirpiklius padidinamas ksantano nusodinimas taciau
sumazinamas ksantano tirpumas [42]. Taip pat jprasta naudoti tam tikras druskas ar poveikj pH [50].
Taikant skirtingus metodus kinta ksantano iSeiga bei savybés.

Ksatano gryninimo etape ksantanas, atskirtas nuo Igsteliy kultiros, toliau koncentruojamas ir
kristalizuojamas kaip gryna (10% drégnumo) medziaga. Taikant kitas ksantano i$skyrimo metodikas
yra reikalingas vandens pasalinimas, dziovinimas. Ksantano gamybos schema pateikta 1.3. pav.
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1.3 pav. Pramoninés ksantano gamybos schema [9]

Pramoniniu biidu gautas ksantanas beskonis, kreminés spalvos sausy milteliy pavidalo. Ksantano
milteliy sudétj sudaro: 8 — 15 % drégmé, 7 — 12 % pelenai, 0,3 — 1 % azotas, 1,9 — 6,0 % acetatas, 1,0
— 5,7 % piruvatas, 3,6 — 14,3 g/L monovalentinés druskos, 0,085 — 0.17 g/L dvivalentés druskos, 1
g/L ksantanas [42]. Nepaisant sudétingos ksantano struktiiros, specifiniy kontroliuojamy procesy
metu yra jmanoma ksantang modifikuoti. Ksantano modifikacijos gali buti atliekamos fermentacijos,
perdirbimo, gryninimo etapuose. Struktiiros ir funkcijy modifikacijos gali biiti atlieckamos pasitelkiant
mechaninj, fermentinj, cheminj poveikj. Pagrindiniai ksantano molekuliy poky¢€iai susij¢ su acetilo ir
piruvato grupiy skai¢iumi ksantano molekuléje. Ksantano degradacijos produktai (oligosacharidai)
taip pat placiai pritaikomi pramonéje ir laikomi pridétine verte turinéiais produktais [36]. Sie junginiai
tapo placiai pritaikomi dél mazos molekulinés masés bei daleliy dydzio. Biopolimery struktiiros
analizei pasitelkiama Furjé transformacijos infraraudonyjy spinduliy spektroskopija (IR) bei protony
branduolio magnetinis rezonansas (BMR) [51].

1.7. Veiksniali, turintys jtakos ksantano i$skyrimui

Ksantano iSeigai ir savybéms jtakos turi: bioreaktoriaus tipas ir veikimo principas (periodinis arba
nenutriikstamas), terpés sudétis, kultliros augimo salygos (temperatiira, pH, iStirpusio deguonies
koncentracija, maiS§ymas), ksantano iSgryninimas, dziovinimas [52]. Be visy jvardinty veiksniy
ksantano savybéms jtakos gali turéti Xanthomonas bakterijy rasis. Ji nulemia gebéjimg jsisavinti
substratg, ksantano iSeigg ir cheming sudétj [19]. Dauguma Xanthomonas campestris rasiy gali
daugintis chemiskai apibréztoje terpéje j kurios sudétj jeina mineralinés medziagos, amonis, azotas,
anglies Saltinis, aminortigstys. Visi Sie veiksniai gali turéti jtakos ksantano kokybei ir pritaikomumui.
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Ksantano biosintezés metu vyksta du etapai, kuriy metu pasireiskia antriniy metabolity fermentacijos
kinetika. Pirmo etapo metu bakterijy lastelés greitai dauginasi bet beveik negamina ksantano
(pirminio metabolizmo faz¢). Antro etapo metu lgsteliy dauginimasis drastiSkai sumazéja,
pagaminami dideli kiekiai ksantano (antrinio metabolizmo fazé) [53]. Kuriant optimalias ksantano
gamybos salygas, biitina atsizvelgti | Sias metabolizmo fazes. Optimizuojant bakterijy lasteliy
dauginimosi greitj, ksantano gamyba, dviejy faziy proceso vykdymo metu biitina parinkti specifines
proceso salygas

1.7.1. Fermentacijos proceso trukmés jtaka

Fermentacijos proceso trukmé tiesiogiai susijusi su bakterijy lgsteliy dauginimosi kinetika bei
biokonversijai prieinamo substrato kiekiu mitybinéje terpéje [42]. Procesas baigiamas, kai bakterijy
lastelés pasiekia mirties faz¢ arba nebepakanka substrato ekopolisacharido gamybai.
Eksperimentiniai duomenys parodé, jog fermentacijos laikas turi jtakos ksantano molekulinei masei,
dél piruvato ir acetilo grupiy ksantano struktiiroje.

1.7.2. pH jtaka

Vienas i$ svarbiy parametry turintis jtakos bakterijy augimui bei ekopolisacharidy taip pat ir ksantano
susidarymui yra pH. Tinkamiausia Xanthomonas campestris augimo terpé, kurios pH yra neutralus.
Moksliniy tyrimy metu nustatyta, kad ksantano gamybai tinkamas pH 6-8, bet pH vertei nukritus iki
5 ksantano gamyba labai sumazéja [54]. Gaminant ksantang terpés pH gali kisti. Tai nulemia rigstiniy
ksantano grupiy padidéjimas terpéje. Tod¢l labai svarbu pasirinkti biorekatoriy su pH reguliavimo
sistema. Ksantano iSeiga gali biiti padidinta gamybos metu sukélus smarky pH pokyti — stresa.

Ekopolisacharidas bus gaminamas, kaip atsakas i sukeltg stresa, siekiant apsaugoti bakterijy lasteles
[42].

1.7.3. Xanthomonas rasies jtaka

I$ visy Xanthomonas raisiy Xanthomonas campestris yra labiausiai istirta ir pritaikyta bakterijy rasis
ksantano gamybai. Pramonéje ksantanas gaminamas Xanthomonas campestris rasies bakterijy,
NRRL B-1459 kamieno [43]. Vis dar tiriamas ir kity Xanthomonas riisiy panaudojimas ksantano
gamybai. Skirtingos Xanthomonas bakterijy rasys iSskiria skirtingg kiekj, kitokiomis savybémis ir
struktiira pasiZymintj ksantang.

1.7.4. Bakterijy augimo terpé

Ksantano biosintezés vykdymui biitina, kad mitybinés terpés sudétyje biity anglies, azoto Saltiniai ir
mikroelementai (fosfatas, kalis, magnis, geleZis, kalcis). Bakterijy kultivavimo terpés gamyba sudaro
20-30 % visy ksantano gamybos iSlaidy. Optimizuojant terpés sudétj bei i terpg jeinanciy medziagy
koncentracija, galima smarkiai sumazinti ksantano gamybos i$laidas bei kokybe [13]. Anglies Saltinio
tipas del specifiniy fermenty sintezes, kataboliniy reakcijy aktyvacijos gali turéti jtakos ksantano
iSeigai bei savybéms. Didelis ksantano kiekis iSskiriamas anglies Saltiniu naudojant gliukoze,
sacharozg, maltoze, tirpy krakmolg [42]. Dazniausiai naudojami anglies S$altiniai gliukozé ir
sacharoze. Naujausiy tyrimy metu bandomas ir kity anglies Saltiniy: cukriniy runkeliy melasos,
obuoliy suléiy gamybos atlieky, cukranendriy melasos, siirio iSrigy ir datuliy palmiy sulciy
panaudojimas [13]. Labai svarbu tinkama anglies Saltinio koncentracija, nes tai turi jtakos ksantano
iSeigai. Paprastai §i koncentracija btina 2-4 % arba 30-40 g/kg [55]. Didesné anglies Saltinio
koncentracija turi slopinantj poveikj lasteliy augimui. Trukdoma jsisavinti didel; kiekj substrato bei
stabdomos Kkatabolinés reakcijos.
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Dar viena labai svarbi maistiné medziaga bakterijy lgsteliy augimui, ksantano gamybai bei cheminei
struktiirai yra azotas. Azotas mitybinéje terpéje gali biiti naudojamas organiniy ar neorganiniy
junginiy (amonio druskos, natrio nitrato, karbamido, mieliy ekstrakto, peptono, kazeino hidrolazes,
glutamato, aminoriigs¢iy) pavidalu [47]. Didelé azoto Saltinio koncentrcaija skatina sparty bakterijy
lasteliy dauginimasi. Pramoninéje ksantano gamyboje azoto koncentracija siekia 0,05-0,1 % [55].
Néra vienodai nuspresta dél azoto $altinio kilmés. Manoma, kad Xanthomonas campestris auginimui
labiausiai tinka neorganinés kilmés azotas — (NH)2HPO4, Kiti mano, jog tinkamesnis organinés kilmés
pavyzdziui glutamatas. Anglies ir azoto Saltiniy santykis mitybinéje terpéje svarbesnis nei atskiros
§iy medziagy koncentracijos. Sis santykis turi jtakos mikroorganizmy dauginimuisi bei ksantano
gamybai. Moksliniy tyrimy metu nustatyta, jog anglies ir azoto santykis fermentacijos (ksantano
gamybos) terpéje turéty buiti mazesnis nei bakterijy augimo (dauginimosi) terpéje [6].

Fosfatas taip pat labai svarbus mitybinés terpés komponentas. Fosfatas mitybinéje terpéje atliecka
buferio vaidmenj, reguliuoja bakterijy dauginimasi bei ksantano iSeigg [56]. Maza fosfato
koncentracija mitybinéje terpéje gali turéti poveikj ksantano sudéciai, sukeldama piruvato radikaly
sumazéjimg. Didelé fosfato koncentracija gali stabdyti ksantano susidarymg. Xanthomonas
campestris bakterijy dauginimuisi bei ksantano gamybai taip pat svarbis junginiai turintys magnio.
Magnis veikia kaip kofermentas, turi jtakos substrato jsisavinimui bei jeina j bakterijy lasteliy
plazminés membranos sudétj [56].

1.7.5. Temperatiiros jtaka

Ksantano gamyboje temperatiira turi tiesioginj poveikj ksantano iSeigai. Daugumos ekopolisacharidy
taip pat ir ksantano gamybos optimali temperatira yra 28-30 °C [42]. Zemesnéje nei 24 °C
temperatiiros mitybingje terpéje bakterijy dauginimasis beveik visiSkai sustoja. Tuo tarpu mitybinei
terpei pasiekus 35 °C Xanthomonas campestris bakterijy augimas visiSkai sustoja. Auginant
bakterijas mitybinéje terpéje, kurios temperatiira 25 °C kinta ksantano strukttira, didéja acetilo grupiy
kiekis, didéja molekuliné masé ir klampumas [54]. Kadangi 25 °C Zemesné nei optimali ksantano
gamybos temperatiira, siekiant optimizuoti fermentacijos proceso sglygas, biity naudinga naudoti
dviejy etapy inkubacijg.

1.7.6. MaiSymo ir oro padavimo greiciu jtaka

Bakterijy ekopolisacharidai gaminami esant tinkamoms aerobinéms salygoms. Ksantano gamybai bei
iSeigai gerinti reikia didelio kiekio deguonies. Ksantano gamybos greitis tiesiogiai proporcingas
deguonies tiekimo ] terpe greiciui [58]. Didéjant ksantano kiekiui terpéje, did¢ja terpés klampumas.
Terpés klampos padidéjimas sumazina aeracijos greitj, terpés homogeniSkuma bei maisto medziagy
pasiskirstyma terpéje. Siai problemai spresti gali baiti naudojamas pastovus mechaninis mai§ymas.
Labai svarbu parinkti tinkamg mechaninio maiSymo greit]. Deguonies trikumas stebimas esant
zemam maiSymo greic¢iui (100-300 rpm), bet esant per dideliam maiSymo greiciui ( > 500 rpm)
galima pakenkti ksantano savybéms [54].

1.7.7. Gamybos metodo jtaka

Ksantanas gali biiti gaminamas tiek pertraukiamos, tiek nepertraukiamos fermentacijos metodais.
Pertraukiama (angl. Batch) fermentacija greita, didelis anglies Saktinio pavertimo ksantanu
efektyvumas 70-80 % [49]. Taciau $io metodo trikumas yra didéjanti terpés klapma. Dél kurios
sumazéja deguonies ir maisto medziagy kiekio prieinamumas. Taip pat pertraukiamos fermentacijos
metu gali kisti terpés savybés, susidarant nepalankioms bakterijy augimo ar ksantano gamybos
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salygoms: maisto medziagy trikumas, ekstremaliy pH verCiy susidarymas, toksiniy produkty
susikaupimas [49]. Nepertraukiamos fermentacijos metu j reaktoriy pastoviai tiekiama mitybiné
terpé. Tai padeda iSvengti maisto medziagy iSsieikvojimo. Nepertraukiamos fermentacijos metu
anglies Saktinio pavertimo ksantanu efektyvumas siekia 60—70 % [19]. Naudojant $j fermentacijos
biida kyla didesné rizika terpés uzsiterSimui, bakterijy mutacijoms.

1.8. Ksantano iSskyrimas

Ekopolisacharido i§skyrimo procesas labai svarbus, lemiantis gamybos i§laidas bei produkto savybes.
Gryninimo procesas neturéty pakenkti ekopolisacharido savybéms. Sio proceso metu atlickami $ie
veiksmai: bakterijy lasteliy inaktyvavimas ir pasalinimas, biopolimero nusodinimas, plovimas,
dziovinimas, smulkinimas ir pakavimas [9]. Gryninimo etapo tikslai yra sukoncentruoti
sufermentuota biopolimerg, palengvinti transportavimg bei saugojimg, sumazinti ar pasalinti
uzsiter§Simo rizikg (nepageidaujamas druskas, fermentus, bakterijy lasteles, kietasias daleles),
pagerinti biopolimero savybes: spalva, kvapa, stabiluma [49].

Bakterijy lasteliy lizavimui, inaktyvavimui ir paSalinimui i§ fermentacijos terpés taikomi keli
metodai: cheminis, terminis ir mechaninis. Cheminiam apdorojimui dazniausiai naudojami
hipochloritas arba $arminiai junginiai, kurie sukelia piruvato grupiy atskyrimg nuo ksantano cheminés
strukttros [9]. Terminis apdorojimas (pasterizacija, sterilizacija) daznai taikomas bakterijy lasteliy,
fermenty inaktyvavimo btdas. Taikant §j apdorojimo buidg pagerinamas ksantano tirpumas,
sumazinama fermentacijos terpés klampa, palengvinamas lasteliy pasalinimas. Taciau norint taikyti
Si lasteliy inaktyvavimo metodg labai svarbu parinkti tinkamas apdorojimo salygas, kad nebiity
sukelta ekopolisacharido degradacija [9]. Mechaninis apdorojimas taikomas gryno ksantano gamybai
(be bakterijy lasteliy likuc¢iy). Mechaninio apdorijimo biidai: filtravimas, centrifugavimas. Taip pat
gali buti taikomas fermentinis bakterijy lizavimas. Taciau panaudoti fermentai turi biiti pasalinti i$
terpés, taip padidinamos gamybos iSlaidos [47].

Inaktyvavus ir pasalinus bakterijy lasteles ksantanas turi biiti iSgaunamas 1§ fermentacijos terpés.
Vienas dazniausiai tatkomy metody yra biopolimero nusodinimas naudojant organinius tirpiklius:
etanolj, acetona, izopropanolj [9]. Sie tirpikliai taip pat prisideda prie terpéje esanéiy priemaisy
(Iasteliy likuciy, drusky) pasalinimo [47]. Naudojamo tirpiklio kiekis biopolimero nusodinimui
priklauso nuo tirpiklio cheminés sudéties. Moksliniy tyrimy metu nustatyta, jog pilnas ksantano
nusodinimas jmanomas naudojant dvigubai ar net trigubai didesnj kiekj organinio tirpiklio (acetono,
izopropanolio, etanolio), lyginant su fermentacijos terpés kiekiu [59]. Naudojant alkoholio ir druskos
kombinacija ksantanui nusodinti galima padidinti nusodinamo ksantano kiekj bei sumazinti reagenty
kiekius. Toks poveikis pagristas kriviy pasikeitimu tarp druskos katijony ir biopolimero anijoniniy
grupiy [47]. Ksantanui igryninti gali biiti naudojama ultrafiltracija (UF). Sio metodo esmé
fermentacijos terpés perleidimas pro Zinomo porétumo membranas. Naudojant §j metoda
nepakenkiama ksantano savybéms, molekulinei masei. Ultrafiltracija laikoma energija tausojanciu,
ekologiskai saugiu, nedideliy iSlaidy reikalaujan¢iu metodu.

Nusodintas biopolimeras turi biiti atskirtas nuo fermentacijos terpés, perplautas ir iSdziovintas. Tokiu
bidu gaunamas tinkamo grynumo biopolimeras, kuris gali biiti naudojamas pramong¢je. Renkantis
gryninimo metodg svarbu atsizvelgti ir | biopolimero panaudojimo sritj. Pavyzdziui ksantanas, kuris
naudojamas maisto produkty gamyboje, turi savo sudétyje neturéti bakterijy lasteliy ar organiniy
tirpikliy likuciy [9]. Nusodintas ksantanas gali biiti perplaunamas KCl tirpalu. Plovimas kartojamas
kol pasiekiamas norimos kokybés biopolimeras. Ksantano dziovinimui naudojamos pertraukiamo ir
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nepertraukiamo tipo dziovyklés. DzZiovinimas vykdomas zemos temperatiiros vakuume [42].
Tinkamy dziovinimo salygy parinkimas svarbus, siekiant iSvengti biopolimero degradacijos, spalvos,
tankio, tirpumo, dispersiSkumo, pokyc¢iy. ISdZiovintas biopolimeras smulkinamas iki norimos
frakcijos dydzio. Frakcijos dydis turi jtakos ksantano dispersisSkumui bei tirpumui [60]. Galutinis
produktas turi buiti supakuotas j vandeniui nepralaidzig pakuote.

1.9. Ksantano panaudojimas

Ksantanas Siuo metu yra vienas i§ placiausiai pripazinty ir panaudojamy pramoniniy bakterijy
ekopolisacharidy. Jis gaminamas pramoniniu mastu ir panaudojamas maisto, naftos, tekstilés, zemes
tkio ir farmacijos produkty gamyboje. Dél ksantano fizikocheminiy savybiy jis gali biti
panaudojamas cheminiy junginiy inkapsuliavimui, pléveliy gamybai, gali biiti naudojamas tirstikliu,
klampa didinanciu agentu, stabilizatoriumi, emulsikliu [61]. Ksantanas turi savybe¢ sgveikauti su
kitais biopolimerais ir tarplastelinés medziagos komponentais. Tai dar viena savybé praplecianti
ksantano panaudojima. Sios saveikos turi jtakos tirpaly savybéms: klampos padidéjimui, standziy
geliy susidarymui, elektrocheminéms savybéms [62]. Ksantanas yra biologiskai skaidus, netoksiskas,
biologiSkai suderinamas ir ekologiskai saugus biopolimeras [63].

Pagrindinés savybés nulemiancios platy ksantano panaudojimg pramonéje yra: didelé klampa, net
esant mazoms ksantano koncentracijoms, pseudoplastinés savybés, atsparumas fermentiniam, drusky
poveikiui, stabilumas pla¢iame pH ir temperatiiros diapazone, sinergizmas su kitais biopolimerais
[63]. Pagrindiné ksantano panaudojimo pramonés sritis yra maisto pramoné. Ksantanas
panaudojamas padazy, kepiniy, pieno, deserty, gérimy, Saldyty produkty gamyboje. Iprasta ksantano
koncentracija maisto produkty gamyboje yra 0,05-0,7 % [64]. Norint parySkinti produkto savybes
daznai ksantanas naudojamas kartu su guaro ar saldziavaisio pupmedzio derva (galaktomananais).
Siuos biopolimerus naudojant kartu, jie veikia sinergetiskai, padidindami produkto klampa bei kitas
savybes. Naudojant ksantang maisto pramongje jis yra veikiamas jvairiy veiksniy: pH, joninés jégos,
kity terpés komponenty. Druska gali sumazinti ksantano klampa. Terpé kurig sudaro 20 — 30 %
druskos tirpalas, neturés neigiamo poveikio ksantano savybéms. Tuo tarpu, kai terpés Ph < 4,
ksantano klampa mazéja. Ksantano karboksi grupés virsta i§ jonizuotos j nejonizuotg formg (COOH"
+ H" = COOH), sumaz¢&ja elektrostatiné sgveika tarp ksantano Soniniy grandiniy [37]. Rigsti terpé
neturi jtakos ksantano savybéms. Todél ksantanas yra tinkamas riig§¢iy produkty gamyboje. Siekiant
pagerinti pieno produkty savybes, ksantanas naudojamas kartu su hidrokoloidais (karageninu,
karboksimetilceliulioze ir galaktomananais). Sios saveikos déka padidéja pieno produkty klampa,
ilgalaikis stabilumas, pagerinamas Silumos perdavimas perdirbimo metu, pagerinamos skoninés
savybés, stabdoma sinerezé, stabilizuojama emulsija [65]. Kepiniy gamyboje ksantanas naudojamas
pagerinti vandens suriSima, tekstiirg, terpés kiekj. Tam tikry produkty gamyboje (nekaloringy
kepiniy, kepiniy be gluteno) ksantanas gali pakeisti kitus ingridientus, nepakeisdamas produkto
skonio [66]. Gaiviyjy gérimy gamyboje ksantanas naudojamas kaip tirstiklis. Dar viena svarbi
ksantano savybé yra gebéjimas nuslopinti sutraukiant] fenoliniy junginiy, esan¢iy maisto
produktuose, poveikj. D¢l Sios savybés turime didelj antioksidanty kiekj turin€ius produktus, be
susijusiy skonio problemy [67].

Be plataus panaudojimo maisto pramonéje, ksantanas taip pat naudojamas asmeninés higienos
priemoniy gamyboje (danty pastos, 3ampiino, kremy, losijony). Siuose produktuose ksantanas
naudojamas tinkamai konsistencijai gauti, netirpiems ingridientams suspenduoti, skatinti stabily,
sodry putojima [49]. Zemés iikyje ksantanas panaudojamas fungicidiniy, herbicidiniy, insekticidiniy
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produkty gamyboje. Ksantanas pagerina Siy produkty suspensijos aktyvuma, pasklidima, lipnumg ant
augalo pavirSiaus. Naftos pramong¢je ksantanas naudojamas frakcionavimo, valymo, perdirbimo,
gamybos metu [47]. Ksantanas placiai taikomas vaisty, kity sveikatos priemoniy gamyboje. Jis
naudojamas tirStikliu, emulsikliu, stabilizatoriumi produkty skirty iSoriniam ir vidiniam naudojimui.
Taip pat naudojamas aktyviyjy junginiy kontroliavimui, suri§imui tabletése [68]. Sios panaudojimo
galimybés yra jmanomos dél to, kad ksantnas yra biologisSkai skaidus, biologiSkai suderinamas su
zmogaus organizmu ir formuojantis tinklus (vienas ar kartu su kitais biopolimerais) aktyviyjy
junginiy pernasai [69]. Neseniai atlikty tyrimy metu, nustatyta, kad ksantanas turi didelj potencialg
audiniy inzinerijos reikméms. Audiniy inzinerijos procesy metu gali biiti atlickama pazeisty audiniy
regeneracija arba organy rekonstrukcija. Natiiraliis polimerai (tokie kaip ksantanas) yra lengvai
prienami, apdorojami, puikiai suderinami su organizmu, imituojantys biologines audiniy savybes
[60]. 1.1. lenteléje pateikiamos pagrindinés ksantano panaudojimo sritys ir funkcijos skirtingose
pramones Sakose.

1.1 lentelé. Ksantano panaudojimo sritys

Panaudojimo sritis Funkcija

Vaisty pramonéje

Suspensijy, emulsijy gamyboje Suspensijai ar emulsijai suteikia stabilumo, pagerina konsistencija

Tableciy gamyboje Sulétina aktyviyjy medziagy atpalaidavimag

Dél biologinio suderinamumo, netoksiskumo, bioskaidumo tinka

Audiniy inZinerijoje . C
" 10) naudoti audiniy inzinerijoje

Asmeninés higienos pramonéje

Suteikia suspensijai reikiamg klampa, palengvina pastos iSspaudima,

Danty pastos gamyboje sulaiko netirpius junginius

Losijony, kremy, z¢&lé gamyboje

Suteikia emulsijai reikiamg klampa, stabilizuoja

Sampiiny gamyboje

Suteikia suspensijai reikiamg klampa, sulaiko netirpius junginius

Maisto produkty pramonéje

Padazy gamyboje

Suteikia padazui reikiama klampa, leidZia lengvai i$spausti, reguliuoja
lipnuma

Meésos produkty gamyboje

Padeda sulaikyti vandenj, stabdo sinerezg

Kepiniy gamyboje

Padeda sulaikyti vanden], pagerina produkty tekstiirg, skonines savybes

Pieno produkty gamyboje

Stabilizuoja emulsijas, stabdo sinereze

Gérimy gamyboje

Reguliuoja tir§tuma, skonines savybes, suspenduoja netirpius junginius,
reguliuoja putojimg

gamyboje

Milteliy pavidalo kvapiyjy medziagy

Ikapsuliuoja veikliuosius junginius

Stiriy, Saldyty produkty gamyboje

Stabdo sinerezg

Maisto papildy gamyboje

Reguliuoja produkty klampuma, suspenduoja netirpius junginius,
reguliuoja aktyviyjy medziagy jsisavinima

Kitose pramonés srityse

Zemés iikio chemikaly gamyboje

Suspenduoja aktyvius junginius, reguliuoja produkty tékme, lipnuma

Naftos produkty gamyboje

Reguliuoja produkty klampumag
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Valikliy gamyboje Suteikia pH stabiluma, prailgina kontaktinj laika

Laky, klijy gamyboje Suspenduoja netirpius junginius, reguliuoja lipnuma, klampuma
Dazy gamyboje Reguliuoja suspensijos klampuma, takumga ir lipnuma

Tekstilés ir kilimy dazymui Reguliuoja dazy pasiskirstyma audinio pavirSiuje

Popieriaus gamyboje Reguliuoja lipnuma, klapmuma

Gyviiny maisto gamyboje Veikia kaip riSancioji medziaga

Apsauginiy pléveliy gamyboje Padeda suformuoti plévelés struktiirg

Sinergetinis ksantano ir galaktomanany panaudojimas

Ledy, stirio, deserty, pieno kokteiliy,

oudingo gamyboje Formuoja geling struktiira, stabilizuoja

Ledy, sriubos, pieno kokteiliy gamyboje Kontroliuoja klampuma

1.10. Ekonominis ksantano gamybos vertinimas

Kasmet pagaminama apie 80 000 tony ksantano, o kasmetinis ksantano poreikis paauga 5,7 %.
Metinés ksantano pardavimy pajamos siekia net 400 milijony JAV doleriy [3]. Taciau vertinant
ksantano gamyba ekonominiu atzvilgiu reikia atkreipti démesj j visus ] $j procesa jeinancius etapus
ir Kintamuosius.

Ksantano gamybos kaing sudaro medziagos naudojamos terpiy gamybai, jranga ir jos eksploatavimas.
Labiausiai ksantano gamybos kaing nulemia medziagos naudojamos mitybiniy terpiy gamybai.
Dazniausiai naudojami anglies $altiniai yra gliukozé, sacharozé ir maltozé. Sie anglies $altiniai yra
salyginai brangiis. Siuo metu atliekamy moksliniy tyrimy tikslas panaudoti atsinaujinanéius isteklius
siekiant gauti vertingus produktus. Naujausiy tyrimy metu bandomas anglies Saltiniy: cukriniy
runkeliy melasos, obuoliy sul¢iy gamybos atlieky, cukranendriy melasos, stirio iSriigy ir datuliy
palmiy sul¢iy panaudojimas [13]. Taip pat anglies Saltiniu bandoma panaudoti pramonés atliekas.
mikroelementai. Didelés §iy elementy koncentracijos gali turéti neigiamos jtakos ksantano
susidarymui. Tad tiek gamybiniu, tieck ekonominiu pozitiriu labai savrbu tinkamai parinkti augimo ir
fermentacijos terpiy sudeétj.

Didele dalj ksantano gamybos iSlaidy sudaro fermentacijos salygos ir trukmé bei ksantano
gryninimo budas. Fermentacijos proceso trukmé tiesiogiai susijusi su bakterijy 1gsteliy dauginimosi
kinetika bei biokonversijai prieinamo substrato kiekiu mitybinéje terpéje [42]. Tad kuo ilgiau
vykdomas fermentacijos procesas tuo didesnis substrato kiekis yra reikalingas, tuo didesnés proceso
iSlaidos. Parinkus optimaliausias fermentacijos saglygas, tinkamg jrangg bei fermentacijos biuida
(nepertraukiama, pusiau pertraukiama, pertraukiama fermentacijg) galima sumazinti ksantano
i§laidas. Dar vienas labai svarbus ir brangus ksantano gamybos etapas yra ksantano gryninimas. |
gryninimo etapa jeina daug procesy: bakterijy lasteliy inaktyvavimas, paSalinimas, biopolimero
nusodinimas, plovimas, dziovinimas, frakcijos smulkinimas, pakavimas [9]. Siekiant optimizuoti §j
procesa reikia bandyti parinkti optimaly gryninimo metoda, panaikinant bakterijy lasteliy likucius 18
fermentacijos terpés bei sumazinant organiniy tirpikliy panaudojima [42]. Ksantano gryninimui gali
biiti naudojama ultrafiltracija (UF). Sio metodo esmé fermentacijos terpés perleidimas pro Zinomo
porétumo membranas. Ultrafiltracija laikoma energija tausojanciu, ekologiskai saugiu, nedideliy
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18laidy reikalaujan¢iu metodu. Tai viena i§ ekonominiu poziiiriu naudingesniy ksantano gryninimo
alternatyvy.

Parinkus optimalias fermentacijos, gryninimo, terpés sudéties sglygas galima gauti daug mazesnes
ksantano gamybos i$laidas. Ateities tyrimy metu turéty biiti vis labiau analizuojamas atsinaujinanciy
Saltiniy, pramonés atlieky panaudojimas vertingy produkty susidarymui. Dar viena alternatyva galinti
turéti jtakos ksantano iSlaidoms Xanthomonas bakterijy rasies modifikavimas, nes bakterijy riisies
savybés taip pat labai svarbios ksantano susidarymui, savybéms bei gamybos i§laidoms [42].

1.11. Projekto temos ir uzZdaviniy pagrindimas

Biopolimerg ksantang gamina Pseudomonaceae bakterijy Seimos genciai priskiriamos Xanthomonas
campestris bakterijos. Sios bakterijos negamina kity biopolimery. Dél to gali didelj kiekj substrato
paversti ekopolisacharidu — ksantanu. Nepaisant labai didelio bakterijy i$skiriamo ekopolisacharidy
kiekio, tik nedidelé dalis yra panaudojama pramoninéje gamyboje. Ksantanas dél savo iSskirtiniy
fizikocheminiy savybiy — didelés klampos, atsparumo fermenty, drusky poveikiui, stabilumo
placiame pH ir temperatiiros diapazone, biologinio suderinamumo, placiai pritaikomas jvairiose
pramonés srityse. Moksliniy tyrimy metu nustatyta, jog ksantanas pasiZymi antioksidaciniu
aktyvumu. D¢l S$iy iSskirtiniy savybiy ksantano kasmetinis poreikis iSauga 5,7 %. Ksantanas
dazniausiai naudojamas tirstikliu, klampa didinandiu agentu, stabilizatoriumi, emulsikliu. Sis
ekopolisacharidas pritaikomas jvairiose pramongs srityse: farmacijoje, zemés tikyje, naftos produkty,
maisto, cheminiy medziagy gamyboje.

Ksantano biosintezé yra kompleksiSkas, sudétingas ir daugiapakopis procesas. Ksantano iSeigai ir
savybéms jtakos turi: bioreaktoriaus tipas, veikimo principas, bakterijy augimo ir fermentacijos terpiy
sudétis, kultiiros augimo salygos (temperatiira, pH, iStirpusio deguonies koncentracija, maiSymas),
ksantano iSgryninimas, dziovinimas. Parinkus optimalias ksantano gamybos salygas galima gauti
didziausig ksantano iSeiga. Bakterijy augimo ir fermentacijos terpiy gamyba sudaro net 20 — 30 %
ksantano gamybos iSlaidy. Tad ekonominiu ir ekologiniu pozitiriu ksantano terpiy gamybos
optimizavimas viena svarbiausiy uzduo€iy. Naujausiy moksliniy tyrimy metu ksantano gamybai
pritaikomos pramonés atliekos bei atsinaujinan¢ios medziagos. Tai labai aktuali tyrimu sritis, siekiant
ksantano gamyba padaryti ekologiSkesne ir ekonomiskesne.

Baigiamojo darbo tikslas iSanalizuoti ksantano susidarymo priklausomybe nuo Xanthomonas
campestris bakterijy produkcijos — fermentacijos bei augimo terpiy sudéties. Remiantis literatiiros
analize, bakterijy kultivavimui parintos optimalios sglygos (terpiy pH, temperatiira). Analizuota
bakterijy biomasés ir ksantano iSeigos koreliacija. Naudojant skirtingus anglies ir azoto Saltinius
optimizuota ksantano gamyba. Biopolimero nusodinimui taikyti skirtingi organiniai tirpikliai.
Remiantis tyrimy duomenimis sudaryta ksantano gamybos aparatiriné schema pritaikoma
pramoninéje ksantano gamyboje.
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2. Medziagos ir tyrimy metodai

Tiriamojo darbo tikslas - optimizuoti ksantano iSeigai jtakg turinéiy terpiy sudétj. Xanthomonas
campestris bakterijos visy pirma, perkeltos | YM terpg, po to | YM-T bakterijy dauginimo terpe,
véliau | produkcijos - fermentacijos terpe, i$ kurios iSskiriamas ksantanas. Visy tyrimy metu ksantanas
iSskirtas organiniais tirpikliais: metanoliu, acetonu, izopropanoliu.

Baigiamojo darbo tyrimy metu buvo taikytos dvi metodikos, susijusios su terpiy gamyba, jy sudétimi
[70], [3]. Pagrindinis $iy metodiky skirtumas YM-T terpiy sudétis, bei YM-T suspensijos tiris, kuris
yra perkeliamas j produkcijos terpe. Siekiant palaikyti kontrolines salygas ir stebéti, kokia jtaka
ksantanui isskirti turi skirtinga YM-T terpiy sudétis YM ir produkcijos terpiy sudétis nebuvo keista.

Siekdami jvertinti YM-T terpés sudéties jtaka ksantano i$skyrimui buvo keisti anglies, azoto saltinial,
pridéta pagalbiniy medziagy. Taip pat buvo keisti | YM-T terpg jeinanciy medziagy kiekybiné sudétis.

2.1. Tyrimy mety naudota bakterijy kultiira

e Xanthomonas campestris

2.2. Tyrimy metu naudotos medZiagos

e Distiliuotas vanduo

e Bevandené D-Gliukozé (CsH120e)

e Bakteriologinis peptonas

e Mieliy ekstraktas

e Salyklo ekstraktas

e Diamonio fosfatas ((NH4)2HPO4)

e Kalio dihidrofosfatas (KH2PO.)

e Natrio chloridas (NaCl)

e Magnio sulfatas heptahidratas (MgSQOa x 7H20)
e Sacharozé (C12H22011)

e Bevandené citriny rugstis (CeHsO7)

e Amonio nitratas (NHsNO3)

e Magnio chlorido heksahidratas (MgClz x 6 H20)
e Bevandenis natrio sulfatas (Na2SOa)

e Boro rugstis (CeH7BO>)

e Cinko oksidas (ZnO)

e Gelezies (I11) chlorido heksahidratas (FeCls x 6H20)
e Kobalto (1) karbonatas (CoCOs)

e Natrio Citratas

e Natrio Gliukonatas

e Maltozé (C12H22011)

e Stevija (CssHeoO1s)

e Cukranendriy cukrus (C12H22011)

e Fruktozé (CeH1206)

e Kokosy cukrus
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e Laktozés monohidratas (C12H22011 X H20)
e D-ksilozé (CsH100s)

e Metanolis (CH3OH), 100%

e Acetonas (C3Hs0), 100%

e Izopropanolis (CsHgO), 100%

e Bioetanolis (C2HsOH), 96%

e Natrio hidroksidas (0,1/1M NaOH)

e Sieros ragstis (0,1/ 1M H2SO4)

2.3. Tyrimy metu naudota jranga, laboratoriniai indai ir priemonés
2.3.1. Laboratoriniai indai ir priemonés

e Erlenmejerio kolbos

e Matavimo cilindrai

e Svérimo léksteles

e Laboratorinés mentelés

e Ependorf pipetmanai

e Vienkartiniai pipetmany antgaliai
e Spiritiné lemputé

e Inokuliacinés kilpelés

e Centrifuginiai mégintuvéliai
e Spektrofotometrinés kiuvetes
e Mégintuvéliy stovai

e MaiSymo magnetai

e Magnetiné lazdelé

e Folija

e Parafilmas

e Asmeninés apsaugos priemonés (laboratorinis chalatas, vienkartinés pirStinés, apsauginiai

laboratoriniai akiniai)

2.3.2. Iranga

e Vandens gryninimo sistema Elix (gamintojas Biotecha, Lietuva)
e Analitinés svarstyklés ATX84 (gamintojas Shimadzu, Japonija)
e pH matuoklis (gamintojas Winlab, Vokietija)

e Mégintuvéliy maiSyklé Bio Vortex V1 (gamintojas Biosan, Latvija)

e Inkubatorius ES-20 (gamintojas Biosan, Latvija)

e Autoklavas A-4050 (gamintojas Certo Clav, Austrija)
e Laminaras BV-100 (gamintojas Telstar, Japonija)

e Traukos spinta

e Magnetiné maisyklé su kaitinimu MSH basic (gamintojas Yellow line)

e Dziovinimo krosnelé IN 55 (gamintojas Memmert, VVokietija)
e Centrifuga Universal 320R (Gamintojas Hettich, VVokietija)
e Spektrofotometras UV-1280 (gamintojas Shimadzu, Japonija)
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e Vandens vonelé (gamintojas Memmert, Vokietija)

2.4. Xanthomonas campestris bakteriju perséjimas j Petri 1éksteles pavirsiniu biidu

Xanthomonas campestris rtsies bakterijos persétos j Petri 1éksteles su standzia mitybine agaro terpe.
Séjimas vykdytas laikantis steriliy darbo salygy: dirbta laminare, nudezinfekavus laminaro darbui
skirtg pavirsiy, degant spiritinei lemputei. Suspensija su Xanthomonas campestris bakterijy kultira,
kurios koncentracija 1 x 10% (bakterijy/ml), pavirsiniu biidu perkelta ant agaro mitybinés terpés.
Dezinfekuota Kilpele suspensija paskirstyta visame Petri 1ékstelés pavirSiuje laikantis sektoriy
metodo (2.1. pav.). Ant Petri 1ékstelés uzraSoma perséty bakterijy rasis, suspensijos praskiedimo
laipsnis, data. Siekiant neuzkrésti persétos bakterijy kulttiros, Petri 1ékstelé apvyniojama parafilmu.
Petri 1ékstelés inkubuotos tinkamos temperatiiros 28 °C termostate 24 valandas.

2.1 pav. a) Bakterijy kulttiros paskleidimo Petri 1éksteléje sektoriy metodas b) Uzaugusios Xanthomonas
campestris kolonijos

Po inkubacijos vizualiai jvertintos Petri léksteléje uzaugusios kolonijos. Xanthomonas campestris
bakterijy kolonijos nedidelés, taisyklingos apvalios formos, gelsvos spalvos. ApZziliréta, ar 1¢kstele
nebuvo uzkrésta mielémis (mazos, rySkiai geltonos spalvos kolonijos), pelésiais (didelés pukuotos
kolonijos), kity bakterijy kultiromis (nebiidingos spalvos, dydzio kolonijos). Ivertinus bakterijy
kultiiros perséjimo koybe, 1¢kstelé naudota tolimesniems tyrimams.

2.5. Terpiu gamyba

2.5.1. YM terpés gamyba

=

Apskaiciuoti, 100 ml YM terpés gamybai, reikalingi medziagy kiekiai.

I dvi Erlenmejerio kolbas padalintas reikiamas distiliuoto vandens kiekis (50 ml j vieng kolba, 50
ml | kitg kolbg).

Pasvertas YM terpés gamybai reikiamas gliukozés kiekis ir supiltas j vieng i§ kolby.

Pasvertos visos kitos YM terpés gamybai reikiamos medziagos ir supiltos ] kitg kolba.
Naudojant 0,1/ 1M NaOH ir 0,1/ 1M H2SO4 tirpalus, nustatytas terpiy pH 7.

Terpés autoklavuojamos 24 h, 80 °C temperatiiroje.

Siekiant gauti paruosta YM terpe, autoklavuoti tirpalai supilami i vieng kolba.

N

No ok~ w
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YM terpés sudétis (100 ml) pagal naudotg metodika (P .Chellapandi, Laboratory manual in industrial
biotechnology, 2007):

e Gliukoz¢-1g¢

e Bakteriologinis peptonas — 0,5 g
e Mieliy ekstraktas — 0,3 g

e Salyklo ekstraktas — 0,3 g

2.5.2. YM-T terpés gamyba

N

No ok~

Apskaiciuoti, 50 ml/ 75 ml YM-T terpés gamybai, reikalingi medziagy kiekiai.

I dvi Erlenmejerio kolbas padalintas reikiamas distiliuoto vandens kiekis (25 ml i vieng kolba, 25
ml ] kitg kolba/ 25 ml j vieng kolba, 50 ml j kitg kolbg).

Pasvertas YM-T terpés gamybai reikiamas gliukozés/ sacharozes kiekis ir supiltas j vieng i$ kolby,
Pasvertos visos kitos YM-T terpés gamybai reikiamos medziagos ir supiltos j kitg kolba.
Naudojant 0,1/ 1M NaOH ir 0,1/ 1M H2SOu4 tirpalus, nustatytas terpiy pH 7.

Terpés autoklavuojamos 24 h, 80 °C temperatiiroje.

Siekiant gauti paruosta YM-T terpe, autoklavuoti tirpalai supilami j vieng kolba.

Augimo - YM-T terpés sudétis (50 ml) pagal naudotg metodika [70]:

e Gliukoz¢ -0,6 g

e Bakteriologinis peptonas — 0,125 g
e Mieliy ekstraktas — 0,075 g

e (NHs):HPO4-0,075¢g

e KH2PO4-0,125¢g

e MgSO4-0,0025 g

e Salyklo ekstraktas — 0,075 g

Augimo - YM-T terpés sudétis (75 ml) pagal straipsnj [3]:

e Sacharozé — 1,875 ¢

e Mieliy ekstraktas - 0,525 g
e (NH4)HPO4-0,1875¢

o K:HPO4-0,1125¢g

e MgSO,-0,0075¢

2.5.3. Produkcijos terpés gamyba

A

No ko

Apskaiciuoti, 200 ml produkcijos terpés gamybai, reikalingi medziagy kiekiai.

I dvi Erlenmejerio kolbas padalintas reikiamas distiliuoto vandens kiekis (150 ml j vieng kolba,
50 ml j kitg kolba).

Pasvertas produkcijos terpés gamybai reikiamas sacharozés kiekis ir supiltas j vieng i§ kolby.
Pasvertos visos kitos produkcijos terpés gamybai reikiamos medziagos ir supiltos j kitg kolba.
Naudojant 0,1/ 1M NaOH ir 0,1/ 1M H2SO4 tirpalus, nustatytas terpiy pH 7.

Terpés autoklavuojamos 24 h, 80 °C temperatiiroje.

Siekiant gauti paruo$tg produkcijos terpe, autoklavuoti tirpalai supilami j vieng kolbg.
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Fermentacijos — Produkcijos terpés sudétis (200 ml) pagal naudotg metodika [70]:

e Sacharozé¢ -8¢

e Citriny rugstis — 0,42 ¢
e NHsNO3-0,228 g

e KH:PO4-0,572¢g

e MgCl.-0,100 g

e Na)S04-0,016g

e H3BO3-0,0012¢g

e Zn0O-0,0012¢g

e FeCl3—-0,004¢g

e CoCO3-0,0049

2.6. Xanthomonas campestris bakterijy kultiiros perkélimas j YM terpe

1. 7ml YM terpés nupilta ] mégintuvélj kaip 0 méginys.

Y M terpé¢ iSpilstyta j 20 mégintuvéliy po 7 ml.

IS Petri 1ékstelés su Xanthomonas campestris bakterijy kultiromis j kiekvieng mégintuvélj
perkelta po 1 bakterijy kolonijg

Kolonijos paimtos kilpele jmerkiant kilpele ] mégintuvélj su terpe ir paliekant 4 - 5 minutéms.
Meégintuvéliai inkubuoti 28 °C temperatiiroje, 24h.

Meégintuvéliai sumaisyti purtykle.

Spektrofotometru iSmatuota mégintuvéliy $viesos sugertis (matuota 540 nm bangos ilgyje).
Rezultatai pateikti 1 lenteléje.

w N

No abs

2.1 lentelé. 1-20 mégintuveéliy su YM terpe $viesos sugertis po 24 h inkubacijos

a/:.égintuvélio Absorbcija xlégintwého Absorbcija
1. 1,182 11. 1,286
2. 1,112 12. 1,203
3. 1,326 13. 1,149
4, 1,211 14, 1,264
5. 1,291 15. 1,210
6. 1,207 16. 1,174
7. 1,155 17. 1,338
8. 1,284 18. 1,184
9. 1,151 19. 1,222
10. 1,144 20. 1,155

2.7. Bakterijy kultiiros auginimas, perkélimas j YM-T terpe

1. 7 ml YM-T terpés nupilta ] mégintuvélj kaip 0 méginys.

2. 7 ml YM terpés perkelta i YM-T terpe.

3. Spektrofotometru iSmatuota YM-T terpés Sviesos absorbcija, iSkart po sumaiSymo su YM terpe.
4. YM-T terpé inkubuota 24 h, 28 °C temperatiiroje.
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5.
6.

Po inkubacijos iSmatuota YM-T terpés Sviesos absorbcija.
Pagal 1 formulg apskaiciuota YM-T terpés biomasés koncentracija.
2.1. formulé Biomasés koncentracijos apskaic¢iavimas (g/l)
cg = 0,2845 X ODs4g

2.8. YM-T terpés perkélimas j produkcijos, fermentacijos terpe

Pagal metodika [70]:

1.

ok~ wnN

Apskaiciuotas YM-T terpés kiekis (15%), kuris turi bati perkeltas j produkcijos terpg.
(50 ml x 0,15 =7,5ml)

7 ml produkcijos terpés nupilta | mégintuvelj kaip 0 méginj.

7,5 ml YM-T terpés perkelta j produkcijos terpe.

Pamatuota produkcijos terpés Sviesos absorbcija iSkart po sumaiSymo su YM-T terpe.
Produkcijos terpé inkubuota 72 h, 28 °C temperatiiroje, Sviesos sugertis matuota kas 24h.

Pagal straipsnj [3]:

1.

ok~ own

Apskaiciuotas YM-T terpés kiekis , kuris turi buti perkeltas j produkcijos terpg.

25ml—-300ml _ _ -
(5 ey X =166ml~ 17 ml)

7 ml produkcijos terpés nupilta j mégintuvélj kaip 0 méginj.

17 ml YM-T terpés perkelta j produkcijos terpg.

Pamatuota produkcijos terpés $viesos absorbcija iSkart po sumaiSymo su YM-T terpe.
Produkcijos terpé inkubuota 72 h, 28 °C temperatiiroje, Sviesos sugertis matuota kas 24h.

2.9. Ksantano iSskyrimas i$ produkcijos terpés

8.
9.

10.
11.

12.

Produkcijos terpé kaitinta 90 °C vandens voneléje 15 minuciy.

Po to terpé atvésinta ir supilta j 4 centrifugavimui skirtus mégintuvélius. Prie§ tai, Sie
mégintuvéliai, pasverti kartu su dangteliais.

Terpés centrifuguotos 10 minuciy, 9000 rpm.

Po centrifugavimo nupiltas supernatantas ir magnetine maiSykle maiSytas 10 minuciy.
Meégintuveliai su nuosédomis (bakterijy biomase) sudéti dzioviti | kaitinimo krosnelg, 60 °C
temperatiroje 24 valandas.

I iSmaiSytg tirpalg idéta 0,1g NaCl.

I 4 zinomos masés mégintuvélius jpilta po 10 ml paruostos terpés.

I 1-4 mégintuvélius jpilta po 30 ml organiniy tirpikliy (1 mégintuvélis — metanolis, 2 mégintuvélis
— acetonas, 3 mégintuvélis — izopropanolis, 4 mégintuvélis — bioetanolis).

Meégintuvéliai inkubuoti 24h, 28 °C temperatiiroje.

Po inkubacijos mégintuveliai centrifuguoti 10 minuciy, 9000 rpm.

Supernatantai nupilti j panaudoty tirpikliy atlieky indus.

Meégintuveliai su nuosédomis (ksantanu) sudéti j kaitinimo krosnele, 60 °C temperatiiroje 24
valandas.

Pasverti mégintuvéliai su i§dZiovintomis nuosédomis.
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2.10. Principiné terpiu gamybos schema

2.10.1. YM terpés gamybos schema

Zaliavomis

Papildome kitomis

100 ml H.O
padaliname j 2

kolbas

v '

—D|SOLU1H;O | ‘ 50 ml H;O F

v '

Papildome
glinkoze

pH=7 pH=7

v v

‘ Nustatome | Nustatome

Autoklavuojame

Autoklavuojame

2.10.2. YM-T terpés gamybos schema

Papildome kitomis
zaliavomis

>

Abiejy kolby turinius
sumaisome j viena
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2.11. Principiné ksantano iSskyrimo schema
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3. Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas

1 eksperimento tyrimuy rezultatai

1 bandymas atliktas laikantis P .Chellapandi knygoje nurodytos ksantano iSskyrimo metodikos,

naudota pateikta terpiy

sudétis [70].

3.1 lentelé. YM-T terpés §viesos absorbcija po 0 — 24 h, produkcijos terpés Sviesos absorbcija po 0 — 72 h,
inkubacijos 28 °C temperatiiroje

Inkubacijos . .

. Sviesos sugertis

laikas
YM-T terpe
Oh 0,235
24 h 1,758 1,763 1,746
Produkcijos terpé

Oh 0,121

24 h 1,100 1,102 1,099
48 h 1,289 1,327 1,351
72 h 1,715 1,719 1,709

Apskaiciuota biomasés koncentracija YM-T terpéje:

1,758 + 1,763 + 1,746

cg = 0,2845 x

3

— 0,500 (%)

3.2 lentelé. Tyrimo metu susidariusi biomasés ir ksantano koncentracija

Produkcijos terpé
Meégintuvélio numeris Biomas¢
Tu$¢io mégintuvélio Meégintuvélio su Koncentracija, (9/10 ml)
svoris, g nuosédomis svoris, g

1 13,4807 13,5686 0,0879
2 13,3728 13,4917 0,1189
3 13,4782 13,5531 0,0749
4 12,0666 12,1386 0,072

Ksantanas
1 (Metanolis) 13,4151 13,4359 0,0208
2 (Acetonas) 13,3631 13,4614 0,0983
3 (I1zoropanolis) 13,4266 13,4631 0,0365
4 (Bioetanolis) 13,222 13,2386 0,0164

Gauta ksantano koncentracija (g/10 ml) i§ 10 ml produkcijos terpés. Apskai¢iuojama ksantano

koncentracija (g/L):

0,0208 g (ksantano) - 10 ml (produkcijos terpés)

X g (ksantano) — 1000 ml (produkcijos terpés)

x = 2,08 (g/L)
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3.1 pav. Ksantano iseiga (g/L), naudojant skirtingus organinius tirpiklius
2-3 eksperimenty tyrimy rezultatai, pakeitus mieliy ekstrakto kieki YM-T terpéje

2-3 bandymai atlikti laikantis straipsnyje C.R.R.Carignato, K.S.M.Olivera nurodytos ksantano
i§skyrimo metodikos, naudota pateikta terpiy sudétis [3].

Paruostos dvi YM-T terpés padidinus mieliy ekstrakto kiekj — YM-Ty1 ir YM-Ta.
YM-T1 terpés sudétis (75 ml):

e Sacharozé¢ — 1,875 ¢
e Mieliy ekstraktas - 0,375 g
e (NH4)HPO4-0,1875¢
e Ky;HPO4-0,1125¢g
e MgSO4-0,0075¢
YM-T2 terpés sudétis (75 ml):

e Sacharozé — 1,875 ¢
e Mieliy ekstraktas - 0,525 g
e (NH4)HPO4-0,1875¢
o K:HPO4-0,1125¢g
e MgSO4-0,0075¢
Rezultatai gauti naudojant YM-T1 terpg:

3.3 lentelé. YM-T; terpés Sviesos absorbcija po 0— 24 h, produkcijos terpés; $viesos absorbcija po 0— 72 h,
inkubacijos 28 °C temperatiiroje

Inkubacijos 5 . .

. Sviesos sugertis

laikas
YM-T; terpé
Oh 0,173
24 h 2,430 2,367 2,374
Produkcijos terpé;

Oh 0,633
24 h 1,265 1,260 1,260
48 h 1,803 1,808 1,800
72 h 1,985 1,979 1,982
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Apskaiciuota biomasés koncentracija YM-T1 terpéje:

2,430 + 2,367 + 2,374
3

cg = 0,2845 X = 0,680 (%)

3.4 lentelé. Tyrimo metu susidariusi biomasés ir ksantano koncentracija

Produkcijos terpéy
Meégintuvélio numeris Biomase
Tus¢io mégintuvélio Meégintuvélio su Koncentracija, (g/10 ml)
svoris, g nuosédomis svoris, g

1 13,1337 13,2834 0,1497
2 13,5995 13,6983 0,0988
3 12,5581 12,7424 0,1843
4 13,3407 13,4164 0,0757

Ksantanas
1 (Metanolis) 13,1808 13,2274 0,0466
2 (Acetonas) 13,6033 13,6792 0,0759
3 (lIzoropanolis) 13,4437 13,4653 0,0216
4 (Bioetanolis) 13,2400 13,2865 0,0465

Gauta ksantano koncentracija (g/10 ml) i§ 10 ml produkcijos terpés. Apskaiiuojama ksantano

koncentracija (g/L).
9
i 7.59
E 7
< 6
=« 4.66 4.65
%
Q 4
=2
E 3 2.16
s .
1
0

Metanolis Acetonas Izoropanolis Bioetanolis
ORGANINIS TIRPIKLIS

3.2 pav. Ksantano i$eiga (g/L) naudojant skirtingus organinius tirpiklius
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Rezultatai gauti naudojant YM-T> terpe:
3.5 lentelé. YM-T; terpés Sviesos absorbcija po 0— 24 h, produkcijos terpés; $viesos absorbcija po 0— 72 h,
inkubacijos 28 °C temperatiiroje

Inkubacijos - .

. Sviesos sugertis

laikas
YM-T; terpé

0h 0,256

24 h 2,443 2,132 2,391
Produkcijos terpé

0h 0,621
24 h 1,343 1,332 1,382
48 h 1,619 1,569 1,628
72h 1,860 1,842 1,846

Apskaiciuota biomasés koncentracija YM-T> terpéje:

cg = 0,2845 x

2,443 + 2,132 + 2,391

3

3.6 lentelé. Tyrimo metu susidariusi biomasés ir ksantano koncentracija

— 0,661 (%)

Meégintuvélio numeris

Produkcijos terpé,

Biomasé

Tuséio mégintuvéelio

Meégintuvélio su

Koncentracija, (g/10 ml)

svoris, ¢ nuosédomis svoris, g

1 13,2422 13,3543 0,1121

2 12,6681 12,7840 0,1159

3 13,3851 13,4481 0,0630

4 13,6011 13,7664 0,1653

Ksantanas

1 (Metanolis) 13,3632 13,4230 0,0598
2 (Acetonas) 13,2821 13,3470 0,0649
3 (lzoropanolis) 13,4547 13,5643 0,1096
4 (Bioetanolis) 13,5151 13,6565 0,1414

Gauta ksantano koncentracija (g/10 ml) i§ 10 ml produkcijos terpés. Apskai¢iuojama ksantano
koncentracija (g/L).
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3.3 pav. Ksantano iSeiga (g/L) naudojant skirtingus organinius tirpiklius
4 eksperimento tyrimy rezultatai, be azoto Saltinj ((NH4)2HPO4) i§ YM-T terpés

4 bandymas atliktas laikantis straipsnyje C.R.R.Carignato, K.S.M.Olivera nurodytos ksantano
i8skyrimo metodikos, naudota pateikta terpiy sudétis [3].

YM-T terpés sudétis (75 ml):

e Sacharozé —1,875¢

e Mieliy ekstraktas - 0,525 g
e (NH4)2HPOs4-0g

o K:HPO4-0,1125¢

e MgSO4-0,0075¢

3.7 lentelé. YM-T terpés $viesos absorbcija po 0 — 24 h, produkcijos terpés $viesos absorbcija po 0— 72 h,
inkubacijos 28 °C temperatiiroje

Inkubacijos & .
. Sviesos sugertis
laikas
YM-T terpé
0h 0,146
24 h 2,222 2,221 2,212
Produkcijos terpé
0h 0,515
24 h 1,135 1,154 1,200
48 h - - -
72h 1,732 1,733 1,741

Apskaiciuota biomasés koncentracija YM-T terpéje:

2,222 + 2,221 + 2,212
3

cg = 0,2845 X = 0,631 (%)
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3.8 lentelé. Tyrimo metu susidariusi biomasés ir ksantano koncentracija

Produkcijos terpé
Meégintuvélio numeris Biomase
Tus¢io mégintuvélio Mégintuvélio su Koncentracija, (g/10 ml)
svoris, g nuosédomis svoris, g

1 12,0563 12,0761 0,0198
2 11,8605 11,9090 0,0485
3 12,7121 12,7466 0,0345
4 11,9555 12,0309 0,0754

Ksantanas
1 (Metanolis) 13,4515 13,4618 0,0103
2 (Acetonas) 13,1831 13,2072 0,0241
3 (lIzoropanolis) 13,5263 13,5378 0,0115
4 (Bioetanolis) 13,4749 13,4877 0,0128

Gauta ksantano koncentracija (g/10 ml) i§ 10 ml produkcijos terpés. Apskai¢iuojama ksantano
koncentracija (g/L).
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3.4 pav. Ksantano i$eiga (g/L) naudojant skirtingus organinius tirpiklius
5 eksperimento tyrimy rezultatai, papildzius YM-T terpe citratu

5 bandymas atliktas laikantis straipsnyje C.R.R.Carignato, K.S.M.Olivera nurodytos ksantano
i8skyrimo metodikos, naudota pateikta terpiy sudétis [3].

YM-T terpés sudétis (75 ml):
e Sacharozé¢ — 1,875 ¢g
e Mieliy ekstraktas - 0,525 g
e (NH4)2HPO4-0,1875¢
o KyHPO4-0,1125¢g
e MgSO;—0,0075¢
e Citratas—0,075¢
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3.9 lentelé. YM-T terpés $viesos absorbcija po 0 — 24 h, produkcijos terpés Sviesos absorbcija po 0— 72 h,
inkubacijos 28 °C temperatiiroje

Inkubacijos - .
. Sviesos sugertis
laikas
YM-T terpé
0h 0,115
24 h 1,918 1,945 1,924
Produkcijos terpé
0h 0,344
24 h 1,549 1,547 1,549
48 h 1,779 1,780 1,776
72h 2,114 2,118 2,107

Apskaiciuota biomasés koncentracija YM-T terpéje:

1,918 + 1,945 + 1,924 g
cg = 0,2845 X 3 = 0,549 (T)
3.10 lentelé. Tyrimo metu susidariusi biomasés ir ksantano koncentracija
Produkcijos terpé

Meégintuvélio numeris

Biomasé

Tus¢io mégintuvélio

Meégintuvélio su

Koncentracija, (g/10 ml)

svoris, g nuosédomis svoris, g

1 13,4575 13,5408 0,0833

2 13,4511 13,5225 0,0714

3 13,5305 13,6078 0,7730

4 13,6184 13,7117 0,0933

Ksantanas

1 (Metanolis) 13,2105 13,2216 0,0111
2 (Acetonas) 13,2795 13,3372 0,0577
3 (Izoropanolis) 13,6150 13,6438 0,0288
4 (Bioetanolis) 13,4250 13,4412 0,0162

Gauta ksantano koncentracija (g/10 ml) i§ 10 ml produkcijos terpés. Apskai¢iuojama ksantano

koncentracija (g/L).
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3.5 pav. Ksantano i$eiga (g/L) naudojant skirtingus organinius tirpiklius
6 eksperimento tyrimy rezultatai, papildZzius YM-T terpe glutamatu

6 bandymas atliktas laikantis straipsnyje C.R.R.Carignato, K.S.M.Olivera nurodytos ksantano
i$skyrimo metodikos, naudota pateikta terpiy sudétis [3].

YM-T terpés sudétis (75 ml):

e Sacharozé¢ — 1,875 ¢

e Mieliy ekstraktas - 0,525 g
e (NH4)2HPO4-0,1875¢

o KyHPO4-0,1125¢g

e MgSO,-0,0075¢

e Glutamatas —0,1125¢g

3.11 lentelé. YM-T terpés $viesos absorbcija po 0— 24 h, produkcijos terpés $viesos absorbceija po 0— 72 h,
inkubacijos 28 °C temperatiiroje

Inkubacijos . .

. Sviesos sugertis

laikas
YM-T terpé
0h 0,054
24 h 1,907 1,887 1,895
Produkcijos terpé

0h 0,319
24 h 1,454 1,464 1,458
48 h 1,567 1,569 1,575
72 h 2,103 2,101 2,101

Apskaiciuota biomasés koncentracija YM-T terpéje:

1,907 + 1,887 + 1,895

= 0,2845 x
Cﬁ 3

— 0,540 (%)
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3.12 lentelé. Tyrimo metu susidariusi biomasés ir ksantano koncentracija

Produkcijos terpé
Meégintuvélio numeris Biomase
Tusc¢io mégintuvélio Meégintuvéelio su Koncentracija, (g/10 ml)
svoris, g nuosédomis svoris, g

1 13,5761 13,6442 0,0681
2 13,6416 13,7123 0,0707
3 13,5348 13,6003 0,0655
4 13,5946 13,6518 0,0572

Ksantanas
1 (Metanolis) 13,4526 13,4673 0,0147
2 (Acetonas) 13,3525 13,4344 0,0819
3 (Izoropanolis) 13,7250 13,7664 0,0414
4 (Bioetanolis) 13,3089 13,3263 0,0174

Gauta ksantano koncentracija (g/10 ml) i§ 10 ml produkcijos terpés. Apskaiiuojama ksantano
koncentracija (g/L).
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3.6 pav. Ksantano iSeiga (g/L) naudojant skirtingus organinius tirpiklius
7 eksperimento tyrimy rezultatai, papildZius YM-T terpe citratu ir glutamatu

7 bandymas atliktas laikantis straipsnyje C.R.R.Carignato, K.S.M.Olivera nurodytos ksantano
iSskyrimo metodikos, naudota pateikta terpiy sudétis [3].

YM-T terpés sudétis (75 ml):

e Sacharozé — 1,875 ¢

e Mieliy ekstraktas - 0,525 g
e (NH4)HPO4-0,1875¢

o KyHPO4-0,1125¢g

e MgSO4—-0,0075¢
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e Citratas—0,075¢

e Glutamatas —0,1125¢

3.13 lentelé. YM-T terpés §viesos absorbcija po 0— 24 h, produkcijos terpés §viesos absorbcija po 0— 72 h,
inkubacijos 28 °C temperatiiroje

Inkubacijos . .

. Sviesos sugertis

laikas
YM-T terpé

0h 0,109

24 h 1,585 1,589 1,581
Produkcijos terpé

0h 0,165
24 h 0,467 0,466 0,470
48 h 0,791 0,799 0,811
72 h 1,535 1,508 1,533

Apskaiciuota biomasés koncentracija YM-T terpéje:

cg = 0,2845 x

1,585 + 1,589 + 1,581

3

3.14 lentelé. Tyrimo metu susidariusi biomasés ir ksantano koncentracija

— 0,451 (%)

Produkcijos terpé

Meégintuvélio numeris

Biomasé

Tus¢io mégintuvélio

Meégintuvélio su

Koncentracija, (9/10 ml)

svoris, g nuosédomis svoris, g

1 11,9368 11,9905 0,0537

2 11,9755 12,0295 0,0540

3 11,9743 12,0363 0,0620

4 12,0035 12,0724 0,0689

Ksantanas

1 (Metanolis) 11,9000 11,9063 0,0063
2 (Acetonas) 11,9622 12,0031 0,0409
3 (Izoropanolis) 11,8351 11,8466 0,0115
4 (Bioetanolis) 11,8943 11,8981 0,0038

Gauta ksantano koncentracija (g/10 ml) i§ 10 ml produkcijos terpés. Apskaiiuojama ksantano

koncentracija (g/L).
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3.7 pav. Ksantano iseiga (g/L) naudojant skirtingus organinius tirpiklius
8 eksperimento tyrimy rezultatai, pakeitus YM-T terpés anglies Saltinj maltoze

8 bandymas atliktas laikantis P .Chellapandi knygoje nurodytos ksantano iSskyrimo metodikos,
naudota pateikta terpiy sudétis [70].

YM-T terpés sudétis (50 ml):

e Maltozé-0,69

e Bakteriologinis peptonas — 0,125 g
e Mieliy ekstraktas - 0,075 g

e (NHs):HPO4+-0,075¢g

e KH:PO4-0,125¢g

e MgSO4—-0,0025¢g

e Salyklo ekstraktas — 0,075 g

3.15 lentelé. YM-T terpés $viesos absorbcija po 0 — 24 h, produkcijos terpés $viesos absorbcija po 0 — 72 h,
inkubacijos 28 °C temperatiiroje

Inkubacijos & .
. Sviesos sugertis
laikas
YM-T terpé
0h 0,154
24 h 1,894 1,912 1,892
Produkcijos terpé
0h 0,199
24 h 1,213 1,207 1,212
48 h 1,697 1,696 1,697
72h 1,896 1,917 1,910

Apskaiciuota biomasés koncentracija YM-T terpéje:

1,894 + 1,912 + 1,892
3

cp = 0,2845 x = 0,540(%)
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3.16 lentelé. Tyrimo metu susidariusi biomasés ir ksantano koncentracija

Produkcijos terpé
Meégintuvélio numeris Biomase
Tus¢io mégintuvélio Mégintuvélio su Koncentracija, (g/10 ml)
svoris, g nuosédomis svoris, g

1 13,4465 13,4933 0,0468
2 13,4405 13,4889 0,0484
3 13,4443 13,4975 0,0532
4 13,4192 13,4719 0,0527

Ksantanas
1 (Metanolis) 13,3577 13,3648 0,0071
2 (Acetonas) 13,3264 13,3630 0,0366
3 (lIzoropanolis) 13,1936 13,2126 0,0190
4 (Bioetanolis) 13,7843 13,8017 0,0174

Gauta ksantano koncentracija (g/10 ml) i§ 10 ml produkcijos terpés. Apskaiiuojama ksantano

koncentracija (g/L).

4.5
4 3.66
3.5

(G/L)

2.5

KSANTANO ISEIGA

1.5
1 0.71

0.5 -
0
Metanolis Acetonas Izoropanolis Bioetanolis
ORGANINIS TIRPIKLIS

3.8 pav. Ksantano i$eiga (g/L) naudojant skirtingus organinius tirpiklius

9 eksperimento tyrimy rezultatai, pakeitus YM-T terpés anglies $altinj stevija

9 bandymas atliktas laikantis P .Chellapandi knygoje nurodytos ksantano iS$skyrimo metodikos,

naudota pateikta terpiy sudétis [70].
YM-T terpés sudétis (50 ml):

e Stevija—-0,6¢

e Bakteriologinis peptonas — 0,125 g
e Mieliy ekstraktas - 0,075 g

e (NHs)2:HPO4+-0,075¢g

e KH2PO4-0,125¢

e MgSO4-0,0025 g
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e Salyklo ekstraktas — 0,075 g

3.17 lentelé. YM-T terpés Sviesos absorbcija po 0 — 24 h, produkcijos terpés $viesos absorbcija po 0 — 72 h,
inkubacijos 28 °C temperatiiroje

Inkubacijos s . .

. Sviesos sugertis

laikas
YM-T terpé

0h 0,207

24 h 1,350 1,354 1,337
Produkcijos terpé

0h 0,123

24 h 1,456 1,468 1,459
48 h - - -
72h 2,148 2,130 2,115

Apskaiciuota biomasés koncentracija YM-T terpéje:

cp = 0,2845 X

1,350 + 1,354 + 1,337

3

3.18 lentelé. Tyrimo metu susidariusi biomasés ir ksantano koncentracija

— 0,383 (%)

Meégintuvélio numeris

Produkcijos terpé

Biomasé

Tus¢io mégintuvélio

Meégintuvélio su

Koncentracija, (g/10 ml)

svoris, g nuosédomis svoris, g

1 13,8155 13,9149 0,0994

2 13,8995 13,9940 0,0945

3 13,5126 13,6137 0,1014

4 13,7223 13,8278 0,1055

Ksantanas

1 (Metanolis) 14,4593 14,4630 0,0037
2 (Acetonas) 14,0746 14,1090 0,0344
3 (Izoropanolis) 14,2953 14,3112 0,0159
4 (Bioetanolis) 14,0526 14,0557 0,0031

Gauta ksantano koncentracija (g/10 ml) 1§ 10 ml produkcijos terpés. Apskaic¢iuojama ksantano

koncentracija (g/L).
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3.9 pav. Ksantano i$eiga (g/L) naudojant skirtingus organinius tirpiklius

10 eksperimento tyrimy rezultatai, pakeitus YM-T terpés anglies $altinj cukranendriy cukrumi

10 bandymas atliktas laikantis P .Chellapandi knygoje nurodytos ksantano iSskyrimo metodikos,
naudota pateikta terpiy sudétis [70].

YM-T terpés sudétis (50 ml):

e Cukranendriy cukrus - 0,6 g

e Bakteriologinis peptonas — 0,125 g
e Mieliy ekstraktas - 0,075 ¢

e (NH4)2HPO4—-0,075¢g

e KH2PO4-0,125¢

e MgSO4—-0,0025¢

e Salyklo ekstraktas — 0,075 g

3.19 lentelé. YM-T terpés Sviesos absorbcija po 0 — 24 h, produkcijos terpés §viesos absorbcija po 0 — 72 h,
inkubacijos 28 °C temperatiiroje

Inkubacijos s .
. Sviesos sugertis
laikas
YM-T terpé
0h 0,180
24 h 1,592 1,584 1,583
Produkcijos terpé
0h 0,162
24 h 1,916 1,896 1,910
48 h - - -
72h 2,193 2,184 2,129

Apskaiciuota biomasés koncentracija YM-T terpéje:

1,592 + 1,584 + 1,583

cg = 0,2845 x

3

— 0,451 (%)
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3.20 lentelé. Tyrimo metu susidariusi biomases ir ksantano koncentracija

Produkcijos terpé
Meégintuvélio numeris Biomase
Tusc¢io mégintuvélio Meégintuvéelio su Koncentracija, (g/10 ml)
svoris, g nuosédomis svoris, g

1 13,7121 13,8243 0,1122
2 13,4935 13,5959 0,1024
3 13,4503 13,5586 0,1083
4 13,6613 13,7743 0,1130

Ksantanas
1 (Metanolis) 13,7173 13,7187 0,0014
2 (Acetonas) 13,9567 13,9871 0,0304
3 (Izoropanolis) 13,8095 13,8292 0,0197
4 (Bioetanolis) 13,6086 13,6165 0,0079

Gauta ksantano koncentracija (g/10 ml) i§ 10 ml produkcijos terpés. Apskaiiuojama ksantano

koncentracija (g/L).
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3.10 pav. Ksantano iseiga (g/L) naudojant skirtingus organinius tirpiklius

11 eksperimento tyrimy rezultatai, pakeitus YM-T terpés anglies $altinj fruktoze

11 bandymas atliktas laikantis P .Chellapandi knygoje nurodytos ksantano i$skyrimo metodikos,

naudota pateikta terpiy sudétis [70].
YM-T terpés sudétis (50 ml):

e Fruktozé—0,6 g

e Bakteriologinis peptonas — 0,125 g
e Mieliy ekstraktas - 0,075 g

e (NH4)2HPO4—-0,075¢g
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e KH:PO,—0,125g
e MgSOs—0,0025 g

e Salyklo ekstraktas — 0,075 g

3.21 lentelé. YM-T terpés Sviesos absorbcija po 0 — 24 h, produkcijos terpés §viesos absorbcija po 0 — 72 h,
inkubacijos 28 °C temperatiiroje

Inkubacijos . .
. Sviesos sugertis
laikas
YM-T terpé
0h 0,177
24 h 1,222 1,220 1,219
Produkcijos terpé
0h 0,097
24 h 1,154 1,156 1,152
48 h 1,178 1,174 1,175
72 h 1,284 1,828 1,283

Apskaiciuota biomasés koncentracija YM-T terpéje:

cg = 0,2845 x

1,222 + 1,220 + 1,219

3

3.22 lentelé. Tyrimo metu susidariusi biomasés ir ksantano koncentracija

— 0,347 (%)

Meégintuvélio numeris

Produkcijos terpé

Biomasé

Tus¢io mégintuvélio

Meégintuvélio su

Koncentracija, (g/10 ml)

svoris, g nuosédomis svoris, g

1 13,3437 13,3651 0,0214

2 13,4638 13,4851 0,0213

3 13,5656 13,5835 0,0179

4 13,4905 13,5181 0,0276

Ksantanas

1 (Metanolis) 13,2708 13,2726 0,0018
2 (Acetonas) 13,5699 13,6289 0,0590
3 (Izoropanolis) 13,2235 13,2334 0,0099
4 (Bioetanolis) 13,7184 13,7232 0,0048

Gauta ksantano koncentracija (g/10 ml) 1§ 10 ml produkcijos terpés. Apskai¢iuojama ksantano

koncentracija (g/L).
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3.11 pav. Ksantano iseiga (g/L) naudojant skirtingus organinius tirpiklius
12 eksperimento tyrimy rezultatai, pakeitus YM-T terpés anglies Saltinj kokosy cukrumi

12 bandymas atliktas laikantis P .Chellapandi knygoje nurodytos ksantano i$skyrimo metodikos,
naudota pateikta terpiy sudétis [70].

YM-T terpés sudétis (50 ml):

e Kokosy cukrus — 0,6 g

e Bakteriologinis peptonas — 0,125 g
e Mieliy ekstraktas - 0,075 ¢

e (NH4)2HPO4+—-0,075¢g

e KH2PO4-0,125¢g

e MgSO4-0,0025¢g

e Salyklo ekstraktas — 0,075 g

3.23 lentelé. YM-T terpés Sviesos absorbcija po 0 — 24 h, produkcijos terpés Sviesos absorbcija po 0 — 72 h,
inkubacijos 28 °C temperatiiroje

Inkubacijos . .

. Sviesos sugertis

laikas
YM-T terpé

0h 0,173

24 h 1,129 1,132 1,121
Produkcijos terpé

0h 0,276
24 h 1,228 1,235 1,232
48 h 1,469 1,477 1,470
72 h 1,827 1,857 1,834

Apskaiciuota biomasés koncentracija YM-T terpéje:

1,129+ 1,132 + 1,121
3

¢y = 0,2845 X = 0,321()
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3.24 lentelé. Tyrimo metu susidariusi biomasés ir ksantano koncentracija

Produkcijos terpé
Meégintuvélio numeris Biomase
Tus¢io mégintuvélio Mégintuvélio su Koncentracija, (g/10 ml)
svoris, g nuosédomis svoris, g

1 13,5507 13,6007 0,0500
2 11,8578 11,9145 0,0567
3 13,5863 13,6400 0,0537
4 13,2428 13,2981 0,0553

Ksantanas
1 (Metanolis) 13,7431 13,7504 0,0073
2 (Acetonas) 13,4275 13,4667 0,0392
3 (lIzoropanolis) 13,6503 13,6722 0,0219
4 (Bioetanolis) 12,6083 12,6200 0,0117

Gauta ksantano koncentracija (g/10 ml) i§ 10 ml produkcijos terpés. Apskai¢iuojama ksantano
koncentracija (g/L).
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3.12 pav. Ksantano iseiga (g/L) naudojant skirtingus organinius tirpiklius
13 eksperimento tyrimy rezultatai, pakeitus YM-T terpés anglies $altinj sacharoze

13 bandymas atliktas laikantis P .Chellapandi knygoje nurodytos ksantano iSskyrimo metodikos,
naudota pateikta terpiy sudétis [70].

YM-T terpés sudétis (50 ml):

e Sacharozé—-0,6¢

e Bakteriologinis peptonas — 0,125 g
e Mieliy ekstraktas - 0,075 g

e (NH4)2HPO4s-0,075g

e KH2PO4-0,125¢

e MgSO4—-0,0025¢g
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e Salyklo ekstraktas — 0,075 g

3.25 lentelé. YM-T terpés $viesos absorbcija po 0 — 24 h, produkcijos terpés §viesos absorbcija po 0 — 72 h,
inkubacijos 28 °C temperatiiroje

Inkubacijos - .

. Sviesos sugertis

laikas
YM-T terpé

0h 0,182

24 h 2,065 2,068 2,066
Produkcijos terpé

0h 0,203
24 h 1,015 1,012 1,014
48 h - - -
72h 1,415 1,416 1,400

Apskaiciuota biomasés koncentracija YM-T terpéje:

cp = 0,2845 X

2,065 + 2,068 + 2,066

3

3.26 lentelé. Tyrimo metu susidariusi biomasés ir ksantano koncentracija

— 0,588 (%)

Meégintuvélio numeris

Produkcijos terpé

Biomasé

Tus¢io mégintuvélio

Meégintuvélio su

Koncentracija, (g/10 ml)

svoris, g nuosédomis svoris, g

1 13,2664 13,3164 0,0500

2 13,8471 13,8955 0,0484

3 13,5258 13,5787 0,0529

4 13,4459 13,4980 0,0521

Ksantanas

1 (Metanolis) 13,8519 13,8644 0,0125
2 (Acetonas) 13,0180 13,0629 0,0449
3 (Izoropanolis) 13,6102 13,6405 0,0303
4 (Bioetanolis) 13,5867 13,5981 0,0114

Gauta ksantano koncentracija (g/10 ml) i§ 10 ml produkcijos terpés. Apskai¢iuojama ksantano

koncentracija (g/L).
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3.13 pav. Ksantano iseiga (g/L) naudojant skirtingus organinius tirpiklius
14 eksperimento tyrimy rezultatai, pakeitus YM-T terpés anglies Saltinj laktoze

14 bandymas atliktas laikantis P .Chellapandi knygoje nurodytos ksantano iSskyrimo metodikos,
naudota pateikta terpiy sudétis [70].

YM-T terpés sudétis (50 ml):
e Laktoz¢—-0,6¢
e Bakteriologinis peptonas — 0,125 g
e Mieliy ekstraktas - 0,075 g
e (NH4)2HPO4-0,075¢
e KH2PO4-0,125¢g
e MgSO4—-0,0025¢g
e Salyklo ekstraktas — 0,075 g

3.27 lentelé. YM-T terpés Sviesos absorbcija po 0 — 24 h, produkcijos terpés §viesos absorbcija po 0 — 72 h,
inkubacijos 28 °C temperatiiroje

Inkubacijos o .

. Sviesos sugertis

laikas
YM-T terpé
0h 0,177
24 h 1,640 1,636 1,640
Produkcijos terpé

0h 0,120
24 h 1,176 1,179 1,178
48 h - - -
72 h 1,917 1,900 1,910

Apskaiciuota biomasés koncentracija YM-T terpéje:

1,640 + 1,636 + 1,640
3

¢y = 0,2845 X = 0,466 ()
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3.28 lentelé. Tyrimo metu susidariusi biomasés ir ksantano koncentracija

Produkcijos terpé
Meégintuvélio numeris Biomase
Tus¢io mégintuvélio Mégintuvélio su Koncentracija, (g/10 ml)
svoris, g nuosédomis svoris, g

1 13,2792 13,3409 0,0617
2 13,7026 13,7659 0,0633
3 13,6369 13,7017 0,0648
4 13,4448 13,5144 0,0696

Ksantanas
1 (Metanolis) 13,5482 13,5518 0,0036
2 (Acetonas) 13,5684 13,5893 0,0209
3 (lIzoropanolis) 13,6486 13,6649 0,0163
4 (Bioetanolis) 11,9603 11,9642 0,0039

Gauta ksantano koncentracija (g/10 ml) i§ 10 ml produkcijos terpés. Apskaiiuojama ksantano
koncentracija (g/L).
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3.14 pav. Ksantano iseiga (g/L) naudojant skirtingus organinius tirpiklius
15 eksperimento tyrimuy rezultatai, pakeitus YM-T terpés anglies Saltinj ksiloze

15 bandymas atliktas laikantis P .Chellapandi knygoje nurodytos ksantano iSskyrimo metodikos,
naudota pateikta terpiy sudétis [70].

YM-T terpés sudétis (50 ml):

o Ksiloze—-0,69

e Bakteriologinis peptonas — 0,125 g
e Mieliy ekstraktas - 0,075 g

e (NH4)2HPO4-0,075¢

e KH:PO4-0,125¢g

e MgSO4—-0,0025¢g
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e Salyklo ekstraktas — 0,075 g

3.29 lentelé. YM-T terpés Sviesos absorbcija po 0 — 24 h, produkcijos terpés $viesos absorbcija po 0 — 72 h,
inkubacijos 28 °C temperatiiroje

Inkubacijos s . .

. Sviesos sugertis

laikas
YM-T terpé

0h 0,148

24 h 0,978 0,974 0,975
Produkcijos terpé

0h 0,078
24 h 1,096 1,096 1,095
48 h - - -
72h 1,410 1,405 1,397

Apskaiciuota biomasés koncentracija YM-T terpéje:

cp = 0,2845 X

0,978 + 0,974 + 0,975

3

3.30 lentelé. Tyrimo metu susidariusi biomasés ir ksantano koncentracija

= 0,278 (%)

Meégintuvélio numeris

Produkcijos terpé

Biomasé

Tus¢io mégintuvélio

Meégintuvélio su

Koncentracija, (g/10 ml)

svoris, g nuosédomis svoris, g

1 13,6880 13,7200 0,0320

2 13,2887 13,3087 0,0200

3 14,4745 14,5042 0,0297

4 14,3972 14,3744 0,0228

Ksantanas

1 (Metanolis) 13,0060 13,0152 0,0092
2 (Acetonas) 13,5000 13,5255 0,0255
3 (Izoropanolis) 13,3706 13,3878 0,0172
4 (Bioetanolis) 13,7083 13,7144 0,0061

Gauta ksantano koncentracija (g/10 ml) i§ 10 ml produkcijos terpés. Apskaiiuojama ksantano

koncentracija (g/L).
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3.1. Rezultaty apibendrinimas
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metodikos, stebéta terpés pokyciy jtaka.

Naudojantis straipsnio C.R.R.Carignato, K.S.M. metodika, nustatyta YM-T terpés azoto $altinio,
priedy — citrato ir glutamato, jtakg ksanatano iSeigai [3]. 2 - 4 bandymy metu palyginta 3 skirtingy
YM-T terpés azoto Saltiniy ir jy pokycCio jtaka ksantano iSskyrimui. 2-4 tyrimy metu susidares
ksantano kiekis grafiskai pavaizduotas 3.16. paveiksle.

3.15 pav. Ksantano iseiga (g/L) naudojant skirtingus organinius tirpiklius.

3.31 lentelé. 2-4 tyrimy metu naudoti YM-T terpiy azoto Saltiniai

Bandymo nr. Mieliy ekstraktas, % (NH4)2HPO4, % Susidariusi ksantano koncentracija, g/L
2 03 0,25 7,59
3 0,5 0,25 14,14
4 0,5 0 2,41
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3.16 pav. 2-4 tyrimy metu susidariusi ksantano koncentracija (g/L)
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Pagal gautus rezultatus matome, kad didziausia ksantano iSeiga gauta naudojant YM-T terpe, kurios
sudétyje buvo 0,5 % mieliy ekstrakto ir 0,25 % (NH4)2HPO4. Galima teigti, jog didesnis azoto kiekis
turi teigiama jtaka ksantano i$skirti. Taip pat, pagal rezultaty skirtuma, galima numatyti, jog diamonio
fosfatas yra tinkamesnis, labiau bakterijy jsisavinamas azoto $altiniS, nei mieliy ekstraktas.

5 — 7 tyrimy metu tirta citrato ir glutamato jtaka YM-T terpés sudéciai ir ksantano i$skyrimui. Tiksli
citrato ir glutamato koncentracija skirtingy bandymy metu nurodyta 3.32. lenteléje. Pagal bandymo
metu i$skirto ksantano kiekj (3.17. pav.) galima teigti, jog citratas ir glutamatas Siek tiek padidino
ksantano iSeigg. Lyginant Sias dvi medziagas tarpusavyje, geresni rezultatai gauti naudojant
glutamatg. Tuo tarpu naudojant Sias medziagas abi toje pacioje YM-T terpé€je stebétas iSeigos
sumaz¢&jimas.

3.32 lentelé. 5 - 7 tyrimy YM-T terpiy papildyty citratu ir glutamatu sudétis

. . Susidariusi ksantano
0 0, 0, 0,

Bandymo nr. | Mieliy ekstraktas, % | (NH4):HPOs, % | Citratas, % | Glutamatas, % koncentracija, g/L
5 0,5 0,25 0,1 0,15 577
6 0,5 0,25 - 0,15 8,19
7 0,5 0,25 0,1 0,15 4,09
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3.17 pav. 5 - 7 tyrimy metu susidariusi ksantano koncentracija g/L

Taikant knygos P .Chellapandi, metodika, keistas YM-T terpés anglies $altinis ir stebéta jo jtaka
susidariusiam ksantano kiekiui [70]. Anglies Saltinio tyrimy rezultatai pateikti 3.33. lenteléje,
grafiskai atvaizduoti 3.18 paveiksle. Didziausia ksantano iSeiga pasizyméjo tyrimas, kurio metu YM-
T terp¢je, kaip anglies Saltinis naudota gliukozé. Kity tyrimy metu gauti rezultati labai panasis. Taip
pat didele ksantano iSeiga pasizymeéjo terpés, kuriose naudota fruktoze, sacharoze.
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3.33 lentelé. 1, 8-15 tyrimy metu naudoty YM-T terpiy anglies Saltiniai ir tyrimy metu susidargs ksantano

kiekis
Anglies $altinis Susidariusi ksantano koncentracija g/L
Maltozé 3,66
Gliukoze 9,83
Stevija 3,44
Cukranendriy cukrus 3,04
Fruktozé 5,9
Kokosy cukrus 3,92
Sacharozé 4,49
Laktozé 2,09
Ksilozé 2,55
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3.18 pav. 1, 8-15 tyrimy metu naudoty YM-T terpiy anglies $altiniy jtaka ksantano susidarymui

Anot straipsnio autoriy C.R.R.Carignato, K.S.M.Olivera, nustatyta nauja YM-T terpés sudétis, kurios
gamyba daug pigesné, o nuo to ksantano iSeiga nepakinta ar net padidéja [3]. Kadangi baigiamojo
darbo tyrimy metu naudotos dvi skirtingos metodikos jas galima palyginti. Visy 1-15 bandymy metu
gauti rezultatai grafiskai pavaizduoti 3.19. paveiksle.
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3.19 pav. 1-15 tyrimy metu susidariusi ksantano koncentracija, g/L

2-7 tyrimy metu taikyta straipsnio metodika, 1, 8-15 tyrimy metu taikyta knygos metodika. Pagal
susidariusj ksantano kiekj galima teigti, jog efektyvesné YM-T terpés sudétis nurodyta pagal
straipsnj. Geriausi rezultatai gauti treciojo tyrimo metu, naudojant didesn;j kiekj azoto Saltiniy. Kad
buty galima tvirtai teigti, jog tai geriausia YM-T terpés sudétis, reikty didesnio kiekio palyginamyjy
tyrimy. Taciau galima teigti, jog C.R.R.Carignato, K.S.M.Olivera straipsnyje nurodyta YM-T terpés
sudétis pranasesné uz nurodytg P .Chellapandi knygoje. Taip pat galima teigti, jog Sios terpés gamyba
pigesné, nes pagal straipsnio metodikg naudota maziau skirtingy medziagy.

Siekiant jvertinti tyrimy atkartojamuma, baigiamojo darbo metu gautus rezultatus tikslinga palyginti
su C.R.R.Carignato, K.S.M.Olivera straipsnyje nurodytais rezultatais [3]. Rezultaty palyginimas
pateiktas 3.20. paveiksle.
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3.20 pav. Tyrimy metu gauty rezultaty palyginimas su straipsnyje nurodytais rezultatais

Pagal 3.20. paveikslg galima stebéti baigiamojo darbo tyrimy, kuriy metu taikyta straipsnio metodika,
ir straipsnyje pateiktus rezultatus. Tyrimy metu gauti rezultatai néra identiski straipsnyje nurodytiems
rezultatams. Taciau stebimos panasios rezultaty kitimo tendencijos. Daugumos tyrimy metu gautos
maZzesnés ksantano iSeigos, lyginant su straipsnio rezultatais. Tam jtakos gal¢jo turéti: terpés pH,
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terpiy kultivavimo salygos, jrangos tikslumo, zmogiskieji veiksniai. Tad siekiant patikimai tegti, jog
§1 YM-T terpés sudétis tikrai yra geresné uz kitose metodikose nurodomas, reikty atlikti daugiau
palyginamyjy tyrimy taikant biitent $io straipsnio metodika.

Ksantano i$skyrimui naudoti skirtingi organiniai tirpikliai: metanolis, acetonas, izopropanolis,
bioetanolis. Tyrimy metu siekta palyginti, kuris organinis tirpiklis tinkamiausias ksantano i$skyrimui
i§ produkcijos terpés. Ksantano kiekis, iSskirtas skirtingais organiniais tirpikliais, pateiktas 3.21.
paveiksle.
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3.21 pav. Bendra ksantano koncentracija susidariusi naudojant skirtingus organinius tirpiklius

Pagal gautus rezultatus galima teigti, jog tinkamiausias ksantano i§skyrimui organinis tirpiklis yra
acetonas. Taip pat geri rezultatai gauti izopropanoliu. Naudojant bioetanolj ir metanolj gautos
mazesnés ksantano iSeigos. Didziausios ksantano i$eigos gaunamos naudojant acetona.
Aplinkosauginiu pozitiriu, tyrimams galéty biiti naudojamas tik §is organinis tirpiklis.

YM-T terpés sudétis turi jtakos biomasés susidarymui. Nuo biomasés kiekio priklauso ir bakterijy
i§skirto biopolimero — ksantano kiekis. Tyrimy metu susidargs biomasés kiekis pavaizduotas 3.22.
paveiksle.
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Pagal gautus rezultatus matome, jog susidargs biomasés kiekis, tyrimy metu skyrési nezymiai. Taciau
stebima tendencija, jog taikant straipsnio C.R.R.Carignato, K.S.M.Olivera metodika susidargs
biomasés kiekis Siek tiek didesnis nei kity tyrimy metu [3]. Tai dar vienas rodiklis rodantis, jog
straipsnyje nurodytos metodikos YM-T terpés sudétis tinkamesné ksantano gamybai.
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4. Rekomendacijuy dalis

Pagal gautus rezultatus sudaryta ksantano gamybos i§ Xanthomonas campestris bakterijy aparatiiriné
schema, pateikta 4.1. paveiksle. Si schema sudaryta pramoninei ksantano gamybai. Norint pasiekti
optimalig ksantano iSeiga, rekomenduojama laikytis Sios schemos bei joje nurodyty gamybos salygy.

Rekomenduojama bioreaktoriuose palaikyti pastovig 28—30°C terpiy temperatiirg. Terpés pH turéty
buti neutralus 6,5-7,5. Bioreaktoriaus mai§ymo greitis turéty baiti 300-500 rpm, priklausomai nuo
terpés turio. Anglies $altinio koncentracija terpéje neturéty virSyti 2—4 %, azoto koncentracija 0,05—
0,1 %. Optimalus anglies ir azoto santykis terp¢je 5:2. Turi biiti uZtikrintas pastovus deguonies
tiekimas.

Paruos$iamos bakterijy augimo (YM, YM-T) ir fermentacijos terpés ksantano gamybai. Naudojant
natrio hidroksidg ir sieros riigst] nustatomas neutralus terpés 1 (YM), YM-T, produkcijos terpiy pH.
Atliekamas $iy terpiy autoklavavimas 121°C, 15 minué¢iy. Vakuuminiy siurbliy S1, S3, S5 pagalba
YM terpé perkeliama j nauja talpa. YM-T ir produkcijos terpés perkeliamos j bioreaktorius B1 ir B2.
Zinomos koncentracijos Xanthomonas campestris bakterijy suspensija perkeliama j YM terpe. YM
terpé naudojant vakuuminj siurblj S2 perkeliama j bioreaktoriy B1 su autoklavuota YM-T terpe.
Bioreaktoriuje B1 24 valandas, 28 °C temperatiiroje, esant pastoviam deguonies tieckimui ir maiSymo
grei¢iui 300 rpm, vykdomas bakterijy kultivavimas. Naudojant vakuuminj siurblj S4, YM-T terpé
perkeliama j bioreaktoriy B2 su autoklavuota produkcijos terpe. Vykdoma fermentacija 72 valandas,
28 °C temperatiiroje, esant pastoviam deguonies tiekimui ir maiSymo grei¢iui 300 rpm. Po
fermentacijos vykdomas bakterijy inaktyvavimas, terpé kaitinama 90°C, 10 minuéiy, pastoviai
maiSant 300 rpm grei¢iu. Nauojant vakuuminj siurblj S6, terpé perkeliama ] centrifuga CI.
Atliekamas terpés centrifugavimas 9000 rpm 10 minuciy. Nuosédos atskiriamos nuo supernatanto.
Nuosédos tai inaktyvuoty bakterijy biomasé. Supernatantas naudojant vakuuminj siurblj S7,
perkeliamas j bioreaktoriy B3. | §j bioreaktoriy jpilamas tris kartus didesnis nei supernatanto, acetono
kiekis. Terpé laikoma 24 valandas, 28 °C temperatiiroje, esant pastoviam maiSymo grei¢iui 300 rpm.
Naudojant vakuumin;j siurblj S8 terpé perkeliama j centrifugg C2. Atliekamas terpés centrifugavimas
9000 rpm 10 minuciy. Susidares supernatantas — tai organinio tirpiklio atliekos, kurios pasalinamos |
specialig organinio tirpiklio atlieky laikymo talpa. Nuosédos — ksantanas toliau 24 valandas, 28 °C
temperatiiroje dZiovinamos. ISdZiovintos nuosédos sumalamos iki norimos frakcijos dydZio
medziagos. Atliekama ksantano kokybiné analizé. [sitikinus ksantano grynumu ir kokybe atlieckamas
ksantano pakavimas.

Tolimesniy tyrimy metu patartina iSbandyti ksantano gamybai panaudoti pramonés atliekas bei
atsinaujinancias medziagas: obuoliy sul¢iy gamybos atliekas, cukranendriy melasa, siirio iSrligas.
Taip pat naudinga ksantano gamybai pabandyti panaudoti kitas Xanthomonas risies bakterijas.
Siekiant gamyba padaryti ekologiskesne patartina isbandyti kitus ksantano atskyrimo budus,
pavyzdZiui ultrafiltracija.
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ISvados

1. Biomasés koncentracija bakterijy augimo terpéje tiesiogiai proporcinga susidariusio ksantano

koncentracijai. Tai reiskia, jog kuo tinkamesné¢ YM-T (augimo terpés) sudétis Xanthomonas
campestris dauginimuisi, tuo daugiau bakterijos iSskiria ksantano. Tyrimy rezultatai priklausé
nuo optimalios YM-T terpés sudéties parinkimo.

Tinkamas YM-T terpés anglies Saltinio parinkimas labai svarbus ksantanui pagaminti.
Didziausia ksantano iSeiga gaunama mitybinése terpése anglies Saltiniu naudojant gliukoze,
fruktoze. Tuo tarpu terpés su sacharoze, laktoze, maltoze pasizymi maZesne ksantano iSeiga.
Ksantano iSeigai tiesioginj poveikj tur¢jo anglies $altinio kiekis. Didesnis anglies Saltinio
kiekis skatino intensyvesnj biomasés augima ir ksantano susidaryma. Optimali anglies $altinio
koncentracija bakterijy augimo terpéje (YM-T) buvo 2,5 %.

Tyrimy metu nustatyta, jog azoto Saltinis ir jo kiekis taip pat svarbus ksantanui isskirti.
Optimali azoto $altinio koncentracija bakterijy augimo terpéje (YM-T) buvo 0,1 %. Istirta
kad, diamonio fosfatas ((NH4)2HPO4) yra tinkamesnis azoto Saltinis YM-T terpei nei mieliy
ekstraktas. Didesné ksantano iSeiga gauta koncentruotesniu, geriau jsisavinamu azoto $altiniu
diamonio fosfatu.

I§ visy tirty organiniy tirpikliy ksantanui i$skirti tinkamiausias buvo acetonas. Siuo organiniu
tirpikliu nusodintas didziausias ksantano kiekis.

Pagal gautus tyrimy rezultatus bei literatiros analiz¢ sudaryta ksantano gamybos iS$
Xanthomonas campestris bakterijy aparatiiriné schema. Rekomenduojama taikyti $ig schema
pramoninéje ksantano gamyboje.
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Priedai

Xanthomonas oryzae (X95921.1)
Xanthomonas fragariae (X95920.1)
Xanthomonas dyei (JQ955625.1)
Xanthomonas cynarae (AF208315.1)
Xanthomonas gardneri (FR749911.1)
Xanthomonas theicola (Y10763.1)
37 | Xanthomonas cassavae (Y10762.1)
Xanthomonas vesicatoria (Y10761.1)
Xanthomonas pisi (Y10758.1)
Xanthomonas hortorum (Y10759.1)
19 Xanthomonas campestris (X95917.1)
Xanthomonas arboricola (Y10757.1)
Xanthomonas cucurbitae (Y10760.1)
Xanthomonas bromi (Y10764.1)

Xanthomonas periforans (FR749910.1)
Xanthomonas euvesicatoria (FR733718.1)

Xanthomonas alfalfae subsp. alfalfae (JX986954.1)
Xanthomonas axonopodis (X95919.1)
Xanthomonas fuscans subsp. fuscans (JX986955.1)
Xanthomonas citri subsp. citri (JX986961.1)

Xanthomonas vasicola (Y10755.1)
7 Xanthomonas codiaei (Y10765.1)

Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii (NR 104963.1)
79 54 |_— Xanthomonas populi (X95922.1)

Xanthomonas alfalfae subsp. citrumelonis (JX986962. 1)

Xanthomonas citri subsp. malvacearum (NR 117146.1)

Xanthomonas maliensis (KF992843.1)

18

@ =~

Xanthomonas melonis (Y10756.1)
Xanthomonas hyacinthi (Y10754.1)
Xanthomonas sacchari (Y10766.1)
Xanthomonas transiucens (HE681205.1)

21

—
0.00050

Xanthomonas albifineans (X95918.1)
Xanthomonas transiucens (X99299.1)

1 priedas. Filogenetinis Xanthomonas rasies medis [42].
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2 priedas. Ksantano biosintezés mechanizmas Xanthomonas campestris bakterijose. | - substrato
Jsisavinimas, Il - gliukozés transformacija j nukleotidinius darinius, Il - oligosacharidy subvienety
surinkimas (asimiliacija), IV - polimerizacija, V - ekopolisacharido pasalinimas j Igstelés iSore [42].
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Terpiy gamybos schemos

YM terpés gamybos schema

pH=T
5 a Tirpalas 1 3 . 3

pH=T

a rpalrau -

YM-T terpés gamybos schema

pH=T

> a Tipalas 1 __y -
pH=T

> E Tirpalas 2 > o

Produkcijos terpés gamybos schema

pH=T

> E Tirpalas 1 > >
pH=7

B _Prpalrau 7

Auvtoklavas

121°C, 153 min

Auvtoklavas

121°C, 15 min

Autoklavas

121°C, 13 min

Tirpalas 1

+ —

Tirpalas 2

Tirpaias 1

o

Tirpalas 2

YM terpe

100 m!

Y-T terpé

73 mi/ 30 mi

Produkcijos terpe

Tirpalas 1

4+ -

Tirpalas 2

200 mi

3 priedas. Technologiné terpiy gamybos schema
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Ksantano gamybos schema

X Campesins 7mlYM Inkubatorius  Spekirofofometras Spektrofotometras  Inkubatorivs Spektrofotomefras Spekirofofometras  Inkubatorius Spekirofoiometras
imi YM-T 7,977 m! Produktc. t.
Y0 S0/75 mi YM-T 200 ml
pm om
SE R LIEERS FSEREEINERE SRS F S
24 h, 28°C 240 nm 540 nm 24 h, 28°C 340 nm 240 nm 24 h 28°C 240 nm
» é Supematantas Maisyklé
Inkubatorius Spektrofotometras  Inkubatorius Spektrofotometras  Froduktc. & Vandens vonelé  Frodukte. t. HF’rod. t 30 mi Centrifuga Hw
200 mi 200 mi
Frod. t. 50 ml — — :
pm rpm L H ™ /Z' H‘“ | osowe 1omin
f T .
g LR e O e * Tl 1T 0 svartyes
\ Frod. t 50 mi—_ | \ -l u
24 h 28°C 240 nm 24 h, 28°C 240 nm 90°C, 15 min s
7 - I 0,0000g
Prod. t. 50 mi i
9000 rom 10 min u_
_ fe> 24 h, 60 °C
. L Metanalis DZiovyklé
10 mi - 30 mi Metanolis ; =
Supernatantas Supernatantas i —|— a Inkubatorius Centrifuga '-5__ Q atf Svarstykles
& Acetonas
‘IU‘ m 30 m, Acetonas -
g s, .akﬂ a ]
/ o L 0,0000
e — | - m mi 30 mra fzopro- il e ] ~0—~ E panolis o
anolis "
P \ [} o H atf.
01g /2’4 h, 268°C 7.4
: — s
10m - 30 mraﬂioeranoﬁs 1= &Bmeé?jnoﬂs 24h, 60°C
9000 rpm 10 min || U

4 priedas. Technologiné ksantano gamybos schema
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