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SANTRAUKA

Ksantanas pramonéje turi placias pritaikymo galimybes. Didé¢jant ksantano paklausai,
sickiama optimizuoti jo gamybos procesa. Sis biopolimeras gaminamas aerobinés fermentacijos
metu i§ Xanthomonas campestris bakterijy. Ksantano iSeiga priklauso nuo bakterijy kamieno,
anglies bei azoto Saltiniy, pH, temperatiiros, pasirinkto gamybos proceso buido.

Sio tyrimo metu gamyba buvo optimizuota kei¢iant YM-T terpés mitybiniy elementy
sudétj arba pridedant j terpe priedy. Nustatyta, kad didziausia ksantano iSeiga gauta, kai anglies
Saltinis buvo fruktozé, azoto — peptonas i§ meésos, anglies ir azoto Saltiniy derinys — laktoz¢e bei 3
g/l mieliy ekstraktas, terpés priedas — L-glutamo rtgstis.

Taip pat nustatyta, kad ksantanas pasizymi antioksidacinémis savybémis slopindamas
DPPH radikala. Antioksidacinis aktyvumas didéja laikui bégant. Atlikti tyrimai su linolo
rigstimi antioksidaciniam ksantano aktyvumui nustatyti parodé, kad didéjant biopolimero
koncentracijai aktyvumas didéja. Be to, antioksidacinéms savybéms jtakos turi pH bei

temperatiira.
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SUMMARY

Xanthan has a wide application in industry. The aim is to optimize its synthesis while its
demand is on the rise. This biopolimer is made during aerobic fermentation from Xanthomonas
campestris bacteria. Xanthan yield depends on bacterial strain, carbon and nitrogen source, pH,
temperature and chosen production process.

For this assay xanthan production was optimized by changing nutritional elements of YM-
T medium or adding additional nutrients. The biggest xanthan yield was noticed when fructose
was the source of carbon, peptone from meat — the source of nitrogen, lactose with 3 g/l yeast
extract — carbon and nitrogen combination, medium supplement — L-glutamic acid.

Additionaly, xanthan was determined to have antioxidant properties by inhibiting DPPH
radical. The antioxidant activity increased over time. Assays with linoleic acid for determining
antioxidant activity showed, that with the increasing of biopolimer concentration, antioxidant

properties also increased. pH and temperature also had influence on antioxidant properties.



SANTRUMPOS

ADP — adenozin-5'-difosfatas;

ATP — adenozin-5'-trifosfatas;

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

GDP — guanozin-5'-trifosfatas;

YM — mitybiné terpé (10 g/I gliukozé, 5 g/l peptonas, 3 g/l mieliy ekstraktas, 3 g/l salyklas);

YM-T — mitybiné terpé (12 g/I gliukoz¢, 2,5 g/l peptonas, 1,5 g/l mieliy ekstraktas, 1,5 g/
salyklas, 1,5 g/ (NH4).HPO,, 2,5 g/l K;HPOy4, 0,05 g/l MgSOyy;

KoA — kofermentas A;

NAD" — oksiduota nikotinamido adenino dinukleotido forma;
NADHj; — redukuota nikotinamido adenino dinukleotido forma;
UDP — uridin-5'-difosfatas;

UTP — uridin-5'-trifosfatas;

X. campestris — Xanthomonas campestris.



JZANGA

Pastaraisiais deSimtmeciais didelio mokslininky susidoméjimo susilauké natiiraliis
biopolimeriniai polisacharidai dél tokiy savybiy, kaip biologinis suderinamumas bei skaidumas,
prieinamumas, netoksiSkumas, maza kaina [1]. Vienas i§ jy — ksantanas, kur] gamina
Xanthomonas rasies bakterijos, tokios kaip Xanthomonas campestris, Xanthomonas pelargonii,
Xanthomonas phaseoli bei Xanthomonas malvacearum aerobinés fermentacijos metu [2].
Ksantanas tirpsta Saltame bei karStame vandenyje, iSlicka stabilus vandeniniuose tirpaluose ir
esant jvairiems pH bei temperatiiros intervalams, yra suderinamas su daugeliu metaly drusky,
palaiko didele klampg tirpaluose esant mazai jo koncentracijai [1]. Butent dél Siy savybiy
ksantanas yra vienas labiausiai paplitusiy biopolimery jvairiose pramongés Sakose. Jis naudojamas
maisto, medicinos, kosmetikos, zemés tikio, naftos bei kitose industrijos srityse [3].

Ksantanas buvo vienas pirmyjy mikrobiologiniy biopolimery pradéty gaminti komerciskai
[4]. Paprastai pramoninéje gamyboje yra naudojami du fermentacijos proceso budai — periodinis
ir nenutriikstamas. lki Siol yra atlieckama daug tyrimy orientuoty i gamybos optimizavima.
Galutiné ksantano iSeiga priklauso nuo bakterijos kamieno, anglies bei azoto S$altiniy, pH,
temperatiiros, pasirinkto gamybos proceso btdo [5].

Pramongje vykdant ksantano fermentacija dazniausiai naudojami gliukozés ir sacharozés
anglies Saltiniai. Tac¢iau pastaruoju metu imta ieskoti alternatyviy substraty ksantano gamybai.
Tokie substratai kaip zemés tikio atliekos ar buitinés atliekos ne tik sumazina ksantano kaing, bet

ir padeda kovoti su aplinkos tarsa [6].

Tyrimo tikslas — optimizuoti biopolimero ksantano gamyba i§ Xanthomonas campestris

bakterijy.
Tyrimo uzdaviniai:

1. optimizuoti ksantano gamyba, parenkant skirtingus anglies Saltinius mitybinéje Xanthomonas
campestris bakterijy terpéje;

2. optimizuoti ksantano gamyba, parenkant skirtingus azoto Saltinius mitybinéje Xanthomonas
campestris bakterijy terpéje;

3. optimizuoti ksantano gamybg, parenkant skirtingus anglies ir azoto Saltinius mitybingje
Xanthomonas campestris bakterijy terpéje;

4. optimizuoti ksantano gamybg, parenkant mitybinés Xanthomonas campestris bakterijy terpés
priedus;

5. jvertinti ksantano antioksidacinj aktyvumg pagal linolo riigstj bei DPPH radikalo slopinimo

metoda;



6. IStirti acetono, izopropanolio ir bioetanolio poveikj ksantano nusodinimui;

7. Sudaryti optimalias salygas atitinkancig ksantano gamybos aparattiring schema.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Xanthomonas campestris bakterijy charakteristikos

Xanthomonas campestris bakterijos yra naudojamos ksantano gamyboje. Tai — gram-
neigiamos, aerobinés, lazdelés formos bakterijos, turincios vieng 1,7-3 um ilgio polinj Ziuzelj
(1.1. pav., A). Paprastai Sios bakterijos buna 0,4-0,7 um plocio ir 0,7-1,8 um ilgio. Dazniausiai
Siy bakterijy kolonijos biina geltonos, lygios bei tasios (1.1. pav., B). Xanthomonas campestris
gali biiti kultivuojamos 25-35 °C temperatiiroje esant neutraliam aplinkos pH [7]. Yra randami
L, Sm bei Vs kamienai: L kamienas (didelis), kuris gamina ryskiai geltonas, 4-5 mm diametro,
tasias kolonijas. Sis kamienas geba pagaminti didziausia kiekj ksantano, kurio sudétyje yra daug
piruvo rugsies liekany; Sm kamienas (mazas) gamina tamsiai geltonas, 2 mm diametro, tasias
bakterijy kolonijas. Gaminamo ksantano iSeiga yra mazesné nei L kamieno atveju; Vs kamienas
(labai mazas) gamina netasias, $velniai geltonos spalvos, iki 1 mm diametro kolonijas. Sis
kamienas ksantano nesintezuoja. Dazniausiai Sm ir Vs kamienai susiformuoja skylant L
kamienui, taip atsitinka dél to, kad kultiira pasensta [5]. Vienas didziausiy Xanthomonas
campestris pramoninio panaudojimo trikumy yra ksantano gamybos sumazéjimas, kai bakterijy
kamienai daug karty inokuliuojami agaro 1ékstelése. Manoma, kad tai susij¢ su metabolizmo

geny mutacija [8].

1 pm A
1.1. pav. Xanthomonas campestris bakterijos elektroninés mikroskopijos vaizdas (A) [9] ir Xanthomonas

campestris bakterijy kolonijos, uzaugusios YM terpéje (B)

1.2. Ksantano charakteristikos ir sandara

Ksantanas buvo atrastas 1950 metais Jungtinése Amerikos Valstijose. Tai pirmas
biopolimeras pradétas gaminti pramoniniu badu [4]. Ksantanas yra vandenyje tirpus, anijoninis
egzopolisacharidas gaunamas aerobinés fermentacijos biidu i§ X. campestris [6,7]. Jo molekuliné
masé gali svyruoti nuo 500 iki 2000 kDa [10]. Ksantanas susideda i§ B-D-gliukozil-, D-manozil-
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, D-gliukuronil- ragsties lieckany moliniu santykiu 2:2:1 bei kintancio kiekio O-acetil- ir piruvil-
lieckany. Pagrindinés grandinés cheminé struktiira yra identiska celiuliozei. Prie pagrindinés
grandinés yra trisacharidy Soninés grandinés, susidedancios i§ manozés (B-1,4), gliukuroninés
ragsties (B-1,2) liekany bei manozés, prisijungusios prie gliukozés lickanos a-1,3 rySiu (1.2.
pav.) [11]. Galuting ksantano molekuling mase¢ ir struktiirg nulemia bakterijy augimo sglygos
[12].

CHOH CH_.OH

N O
o
OH ~ —
?ﬁ . ?
OH n
coo-M* OCH, [
M™ = Na, K, *2Ca
© OH
o /
C f OH 09

HBC/ \o

1.2. pav. Struktirinis ksantano vienetas. Modifikuota pagal [13]

1.3. Ksantano biosintezé

Ksantano biosintezé vyksta panasiai kaip ir kity egzopolisacharidy sintezé gramneigiamose
bakterijose. Sj procesa galima suskirstyti j tris etapus: (i) paprasty cukry jsisavinimas ir
pavertimas | nukleotidinius junginius; (ii) pentasacharidy pernasa lipidiniu nesikliu; (iii)
pasikartojan¢iy pentasacharidy vienety polimerizacija ir jy sekrecija [14].

Biosintez¢ prasideda nuo angliavandeniy skaidymo. Angliavandeniai gali biiti jsisavinami
i§ aplinkos, gauti skaidant glikogeng arba sintezuojami paciy bakterijy. Entner-Doudoroff
sintezés kelias ir trikarboksirtigs¢iy ciklas yra pagrindiniai gliukozés katabolizmo mechanizmai
X. campestris bakterijoje [11].

Ksantano monomery sintez¢ prasideda nuosekliai prijungiant monosacharidus, acetil-KoA
bei fosfoenolpiruvaty. Pirmajame etape gliukozés 1-fosfatas perneSamas nuo UDP-gliukozés ir
prijungiamas prie lipidinio poliprenolio fosfato nesiklio. Véliau i$ eilés prijungiamos Kitos
monosacharidy liekanos: D-manozé ir D-gliukurono riigstis atkeliauja atitinkamai i§ GDP-
manozés ir UDP-gliukurono ruigsties. O-acetilo grupés yra pernesamos nuo acetil-KoA ant

vidinés manozés liekanos, o piruvatas nuo fosfoenolpiruvato ant galutinés manozés liekanos
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(1.3. pav.) [11]. Visi Sie etapai reikalauja specifiniy substraty ir specifiniy fermenty, tokiy kaip
polimerazés bei transferazés [10].

Pirminé sintezé¢ vyksta citoplazmoje, o polimerizacija — periplazmoje. Paskutiniame
sekrecijos etape egzopolisacharidas pereina per periplazma bei iSoring membrana. Siam procesui

reikalinga energija, kuri gaunama i§ ATP [11].

Entner— Doudoroff kelias

. . Gliukoze
Ksantano sintezé
|
f . __—— Gliukozés 6-fosfatas
" Gliukozés 1-fosfatas < 5_fosf0gi{ﬁkonﬁis
= NAD*
Pirofosfatas \ c NADH,

Fruktozes 1-fostafas UDP-gliukozé

2-keto-3-deoksi-6-fosfo glivkonatas
Manozes 6-fosfatas UDP-glivkurono rigstis PoliFreno-lio fn?._s__fatas Gliceraldehido 3-fosfatas

Manozes 1-fosfatas Pol|ipreno.1'io fosfatas IC: g
‘c Pirofosfatas Gliukoze—Gliukozé
GDP-manozé > N
/ PoliFrenolio fosfatas Poliprenolio fosfatas 1,
Glinkozé—Gliukozt < Gliukozé—Glikozé __ Fosfoenolpiruvatas
Manozé Manozé Vo
Piruvatas =C0;
y G]iu.Lu.mno riigstis D
P01|1prenol1o fosfatas  Acetil-KoA
Gliukoze — Gliukoze - I
Tme Trikarboksirtigé¢iy ciklas
Gliukurono rigstis
|
Manozé

Ksantanas

1.3. pav. Ksantano biosintezé ir gliukozés metabolizmas Xanthomonas campestris bakterijoje.
Modifikuota pagal [15]

1.4. Pramoniné ksantano gamyba

Pirmiausia yra jsitikinama, kad pasirinktas Xanthomonas bakterijy kamienas buvo
laikomas pagal tam tikrus metodinius nurodymus, kurie padeda islaikyti jo savybes. Mazas
kiekis kultiros perkeliamas j kieta arba skysta terpe siekiant gauti inokuliato kiekj, skirtg
dideliems bioreaktoriams [5]. Fermentacija atlickama aerobinémis sglygomis, jos metu biitina
palaikyti tam tikras salygas: 28-30 °C temperatiira, neutraly pH, mai§ymo jéga didesne nei 1
kW-m?, didelj aeracijos greitj 0,3 v/v. Fermentacijos procesas trunka 100 valandy ir apie 50 %
gliukozés yra paver¢iama produktu. Po fermentacijos pramoninius reikalavimus atitinkantis
ksantanas iSgaunamas pasterizavus bioreaktoriaus turinj tam, kad biity inaktyvinti fermentai ir
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degraduojamos lgstelés [11]. Bakterijy lastelés paprastai paSalinamos filtruojant arba
centrifuguojant. Toliau gryninimas atliekamas tirpikliais, tokiais kaip izopropanolis, acetonas ar
bioetanolis, kartu pridedant druskos. Sis etapas reikalauja didelio kiekio tirpiklio [5]. Jei
ksantano nusodinimui naudojamas alkoholis, jis gali bati regeneruojamas distiliavimo kolonoje.
Nusodintas ksantanas iSpurskiamas j vandenj arba pries tai suspenduojamas ir tada iSpurskiamas,
kur vél pakartotinai btina nusodinamas. Praplovimas vandeniu pagerina produkto kokybe,
visiSkai pasalinamos kietosios dalelés, organiniai likuciai, pigmentai. Koncentruotas ksantanas
vél istirpinamas ir plaunamas vandens bei KCI miSiniu siekiant sumazinti klampumg. Ksantanas
nusodinamas ir vél plaunamas tol, kol yra pasiekiama reikiama kokybé. Galiausiai po gryninimo

gautas biopolimeras nusausinamas, i§dziovinamas, susmulkinamas ir supakuojamas [11].

1.5. Veiksniai, turintys jtakos ksantano gamybai

Jtaka ksantano gamybai daro tokie veiksniai kaip bioreaktoriaus tipas ir veikimo principas
(periodinis arba nenutriikstamas), terpés sudétis, kultiiros augimo salygos (temperatiira, pH,

istirpusio deguonies koncentracija) [5].
1.5.1. Periodinio ir nenutrikstamo procesu jtaka

Dauguma pramonés Saky renkasi periodinj procesa, nes $is gamybos biidas turi maziau
parametry, kuriuos reikia kontroliuoti. Sio proceso metu gali kisti bakterijy augimo aplinka, o tai
gali sukelti nepalankias salygas, tokias kaip toksiniy produkty susidarymas, ekstremaliai auksStas
pH, maistiniy medziagy stoka. Taikant nenutrikstamg gamybos btda augimo terpé nuolat
tiekiama ] bioreaktoriy, ji praskiedzia jau ten buvusig terpe, o perteklius pasalinamas. Todél
Siame gamybos procese ekstremaliy salygy nesusidaro [11]. Be to, $iuo btidu susidaro 60—70 %
produkto iSeiga, kuri yra didesné nei periodinio proceso atveju [12]. Tac¢iau vykdant fermentacija
nenutrikstamu biidu yra sunku iSlaikyti sterilumg, yra galimybé mutuoti Igsteléms, kurios ima

gaminti nepagedaujama galutinj produkta [11].

1.5.2. Xanthomonas kamieno jtaka

Buvo atlikti tyrimai, kuriy metu Xanthomonas kamieny izoliatai buvo surinkti i§ skirtingy
Saltiniy. Visi jie buvo jvertinti pagal morfologija, galuting ksantano koncentracijg, klampuma bei
atsparumg antibiotikams. Jrodyta, kad klampa ir ksantano kiekis skiriasi tarp skirtingy
Xanthomonas bakterijy kamieny. Taciau reikSmingo skirtumo nepastebéta tarp kolonijos
diametro, klampumo ir galutinio produkto koncentracijos. Be to, §iy tyrimy metu rezultatai

parodé, kad jautrumas penicilinui gali biiti aukstos kokybés ksantano gamybos rodiklis [16].
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1.5.3. Anglies Saltinio jtaka

Lasteliy augimui ir reprodukcijai yra biitinos maistinés medziagos. IS jy gaminamos
membranos, reikalingi baltymai, lgsteliy sienelés, chromosomos ir Kiti komponentai. Keiciantis
augimo terpés sudécCiai, pavyzdziui, naudojant skirtingus substratus ar ribojant maistiniy
medziagy srautus, pagrindinés ksantano grandinés struktira iSlieka nepakitusi, taciau kinta
Soniniy grandiniy struktiira, molekuliné masé bei iSeiga. Dazniausiai naudojami anglies Saltiniai
gliukozé ir sacharozé. Labai svarbu tinkama anglies Saltinio koncentracija, nes tai turi jtakos
ksantano iSeigai [3]. Paprastai §i koncentracija btina 2—4 % [17]. Didesné koncentracija turi

slopinantj poveikj lasteliy augimui.
1.5.4. Azoto Saltinio jtaka

Azotas yra viena i$ pagrindiniy maistiniy medZziagy. Pramoninéje ksantano gamyboje azoto
koncentracija siekia 0,05-0,1 % [17]. Néra vienodai nuspresta dél azoto Saltinio kilmés. Yra
teigianéiy, kad geriausiai X. campestris auginimui tinka neorganinés kilmés azotas, pavyzdziui,
(NH),HPO,, kiti — organinés, pavyzdziui, glutamatas. [5,18,19]. Svarbiausig vaidmenj azotas
atlieka augindamas bakterijas ir gamindamas fermentus vélesniems kataboliniams ir
anaboliniams bakteriniy lasteliy vyksmams. Kadangi azotas nejeina j ksantano struktiirg, jis néra
bitinas jo gamybai ir gali turéti neigiamg poveikj [2]. Todél bitina islaikyti tinkamag anglies ir
azoto (C/N) santykj. Biomasés augimg riboja azoto koncentracija, o gamybos greitj — anglies
koncentracija [6]. Augant bakterijoms rekomenduojamas mazas C/N santykis, kad buty galima
iSgauti kuo didesng¢ bakterijy koncentracijg ir pasiekti optimaly specifinj augimo greiti. Gamybos

etape C/N santykis padidinamas, nes tai padeda gauti didesne ksantano iSeiga [2].

1.5.5. Temperatiiros jtaka

Ksantano gamyboje paprastai naudojama 25-34 °C temperatiira. Tac¢iau kultivuojant
bakterijas rekomenduojama 28-30 °C temperatiira [5]. Daugelis autoriy teigia, kad optimali
temperatiira ksantano gamyboje yra 28 °C [7,20-22]. Yra atlikty tyrimy, rodanéiy, kad didZiausia
ksantano iSeiga gaunama, kai temperatiira yra mazinama nuo 30 iki 25 °C arba didinama nuo 30
iki 35 °C [7]. Zemesnéje nei 24 °C ksantano gamyba labai sulétéja, lyginant su Igsteliy augimo
grei¢iu. Tai siejama su antriniu metabolizmu. Taciau 27 °C ir aukStesnéje temperatiiroje tiek
ksantano gamyba, tiek lasteliy augimas vyksta panasiu tempu. Pasiekus 35 °C augimas visiskai
sustoja. Tam, kad procesas bty optimizuotas yra siiloma bakterijy kultivavimui ir ksantano
gamybai skirtingos temperatiiros. Be to, jtakos optimaliai temperatiirai gali turéti naudojamos
terpés sudétis [23].
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1.5.6. pH jtaka

Neutralus pH yra optimalus X. campestris augimo rodiklis [7,21]. Ksantano gamybos metu
pH reikSmé sumazéja nuo 7 iki 5. Taip atsitinka dél ksantane esaniy ragsties grupiy [22].
Gamybos metu kontroliuoti pH nebiitina, taiau, tai galima padaryti panaudojus Sarmus, tokius
kaip KOH, NaOH bei (NH),OH [5]. Atlikti tyrimai parodé, kad pH kontrolé turéjo jtakos

bakterijy augimui, bet neturéjo jtakos ksantano gamybai [24].

1.6. ToksiSkumas

Kadangi ksantanas buvo pirmasis natiiralus biopolimeras, pradétas gaminti dideliais
Kiekiais, jo toksiSkumui patikrinti buvo atlikta daugybé tyrimy. Naujausi tyrimai atlikti su
gyvinais vertinant iminj toksiskuma. Tokiy bandymy metu nepastebéta jokio toksinio poveikio
organizmui, kai ksantano koncentracija sieké iki 20g/kg kiino masés. Tam buvo atlikti ilgalaikés
ksantano dietos bandymai su ziurkémis bei Sunimis [25]. Be to, buvo tiriamas ksantano poveikis
odai. Nustatyta, kad ksantanas neturi dirginanéio poveikio triusiy odai, kai jo koncentracija yra
iki 1 % [26].

1.7. Ksantano panaudojimas

Ksantanas d¢l savo reologiniy savybiy, tokiy kaip didelé klampa bei pseudoplastiSkumas,
naudojamas naftos pramonéje, statybos produkty gamyboje optimizuojant jy savybes, tekstilés,
kosmetikos bei maisto pramongje kaip tirStiklis, emulsiklis bei stabilizatorius, taip pat
medicinoje bei farmacijoje. Ksantano tirpalai iSlieka stabillis esant didesnei nei 150 g/l druskos
koncentracijai, esant 90 °C temperatiirai bei pH reik§mei intervale nuo 2 iki 11, todél jis turi

tokias placias pritaikymo galimybes [11,27].
1.7.1. Maisto pramoné

Maisto sektoriuje yra naudojamos mazos ksantano koncentracijos. Tai suteikia produktams
reikiamas savybes, bet nepakeicia galutinio produkto skonio (1.1. lentelé) [11].

Ksantanas daZnai naudojamas kepiniams be gliuteno kepti. Tyrimai parodé, kad Sis
biopolimerinis polisacharidas padidina kepinio drégme ir sumazina kietumag [28]. Kepiniuose
ksantanas gali pakeisti kiau$inio baltymus nepadarydamas jtakos skoniui ir tekstiirai [13]. Be to,
jis yra tinkamas koSeriniam bei islamo religija atitinkanc¢io maisto gamybai.

1969 metais ksantanas buvo pripazintas kaip maisto priedas, kur; galima naudoti kaip

stabilizatoriy, tirStiklj ar emulsikli. 1980 metais jam suteiktas E415 saraSo numeris, o 1988
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metais patvirtinta, kad ksantanas yra saugus maisto priedas, perkvalifikuojant Sio polisacharido

leisting paros dozg¢ j nenurodyta [29].

1.1. lentelé. Ksantano panaudojimas maisto produktuose. Modifikuota pagal [2,3]

Maisto produkty Kiekis Funkcija
grupé

Saloty padazai 0,1-0,5% | Uztikrina gerg sukibimg; palaiko pastovy klampumag
dideliame temperattros diapazone

Kepiniali 0,05-0,3 % | Surisa vandenj; pagerina tekstiirg; suteikia svorio bei
apimties

Gaivieji gérimai 0,05-0,2 % | Pagerina tekstiirg; suspenduoja vaisiy minkstima

Pieno produktai 0,05-0,2 % | Slopina sinereze¢; stabilizuoja emulsijas; pagerina

atsparumg karsciui; pailgéja galiojimo laikas
Meésos produktai 0,2-0,5% | Surisa vandenj; slopina sinerezg¢; naudojamas vietoj

riebaly norint mésg perdirbti § mazo riebumo

Sriubos 0,05-0,5% | Palaiko didelj klampumg ir stabilumg keiCiantis
temperatirai; padeda iSvengti separacijos

Saldyti produktai 0,05-0,2 % | Pagerina  stabilumg; neleidzia formuotis ledo
kristalams

Sokoladas 0,32 % | Naudojamas Kkaip alternatyva kakavos sviestui;

sumazina riebaly kiekj; padidina klampuma
Inkapsuliuotos 0,5-1% | Pagerina inkapsuliavimo efektyvumg; apsaugo nuo

maistinés medziagos drégmes

1.7.2. Medicinos pramoné

Medicinos srityje polisacharidai dazniausiai naudojami kaip medicininés biomedZiagos,
prieSvéziniai ir hipoglikeminiai produktai bei taikomi osteoartrito profilaktikai ir gydymui [27].

Osteoartritui yra biidingas kremzlés dilimas ir kauly hiperplazija. Tai sgnariy liga, kurig
lydi sgnariy skausmai, sumazéjusi sgnariy jud€jimo amplitudé, ilgainiui galimas judéjimo
funkcijos praradimas. Todél tai ir tapo viena svarbiausiy polisacharidy pritaikymo sriciy
medicinoje. Skirtingi polisacharidai yra naudojami ne vien dél bendry savybiy, bet ir dél savito
poveikio osteoartrito gydymui [30,31]. Be ksantano, osteoartrito gydymui yra naudojama
hialurono ragstis, chondroitino sulfatas, chitozanas, gliukozaminas, mazos molekulinés masés

heparinas ir kiti polisacharidai [27].
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Ksantanas turi gydomajj poveikj osteoartritui dél Siy priezasCiy: (i) intraartikuliarinés
ksantano injekcijos sutepa sgnarj, sumazina trintj, taip apsaugoma kremzlé ir tuo paciu skatinama
savaiminé kremzlés regeneracija; (ii) Soninés ksantano grandinés neleidzia suktis pagrindinei
grandinei, todé¢l jis yra stabilus, ilgiau iSlieka sgnario ertméje ir gali sumazinti vaisty injekcijy
poreikj; (iii) ksantano struktiira sukuria bioning¢ aplinkg chondrocity augimui; (iiii) ksantanas
ilgiau uzsilaiko sanario ertméje, yra patvarus ir stabilus, sukuria idealias salygas pazeisty
chondrocity atkiirimui [27]. Be to, atliktos studijos su gyviinais parodé, kad intraartikuliarinés
ksantano injekcijos gali apsaugoti kremzlg, slopinti eksperimentiskai sukelto osteoartirito
procesg, mazinti uzdegima bei skausma, skatinti savaiminj kremzlés atsinaujinimg [32].

Siuo metu bandoma sukurti modifikuotus jonizuojamomis grupémis ksantano hidrogelius,
kuriuos biity galima naudoti dirbtiniy raumeny, kremzliy, bioniniy disky kiirime [27]. Audiniy
inZinerijoje ksantanas yra vertinamas dél savo unikaliy reologiniy savybiy, biologinio
suderinamumo, imunogeniniy savybiy, atsparumo temperatiirai, pseudoplastiSkumo. Be to,
ksantano struktiiroje yra daug hidroksilo (-OH) grupiy bei laisvy karboksiliniy (-COO") grupiy,
kurios gali buti funkcionalizuotos arba modifikuotos siekiant optimizuoti fizikines, chemines ar
biologines savybes [33].

Farmacijos pramongje ksantang naudoja tiek skystos, tiek kietos agregatinés blisenos vaisty
sudétyje. Kietos biisenos preparatuose ksantanas naudojamas kaip kontroliuojamo atpalaidavimo
agentas, o skystos blisenos — kaip tirStiklis, emulsijos stabilizatorius [34,35]. Be to, ksantanas
naudojamas siekiant paruosti ir stabilizuoti neorganines gelezies bei paladzio nanodaleles [36].
Nanodalelés yra tvirtos, mazesnés nei 200 nm dydZio ir naudojamos vaisty bei geny pernasai.
Dazniausiai vaisty pernasai haudojamos aukso nanodalelés. Jos pasirenkamos dél to, kad galima
kontroliuoti jy dydj, jos pasizymi dideliu efektyvumu ir tikslingumu [37]. Nataralios gumos,
tokios kaip ksantanas, stabilizuoja nanodaleles dviem mechanizmais: (i) adsorbuoja ant
nanodaleliy pavirSiaus, taip sukuriamas erdvinis atsparumas; (ii) padidina nanodaleliy
suspensijos klampuma, taip sulétinami agregavimo procesai [38]. Buvo atlikti tyrimai, kurie
parodé, kad ksantanu stabilizuotos ir doksorubicino hidrochlorido jkrautos aukso dalelés pasalina
Sio vaisto apribojimus, tokius kaip nespecifinis toksiskumas ir atsparumas [39]. Doksorubicino
hidrochloridas yra naudojamas jvairiy rasiy vézio, hematologiniy piktybiniy naviky bei
minks$tyjy audiniy sarkomoms gydyti [40].

Taip pat ksantanas stabilizuoja netirpiy medziagy suspensijas, tokias kaip bario sulfato,

kuris naudojamas rentgeno diagnozei, kompleksinio dekstrometorfano, naudojamo kosuliui
gydyti [3].
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1.7.3. Kitos pramonés Sakos

Zemés tkio pramonéje ksantanas naudojamas pagerinti fungicidy, herbicidy ir insekticidy
srautus, suspenduojant aktyvius komponentus. Unikalios §io polimero savybés uztikrina
pesticidy patvaruma, sukibimg su paséliais, padeda kontroliuoti purskimo tékme [3,11].

Kosmetikos pramon¢je ksantanas naudojamas pagerinti Sampiiny bei skysto muilo
tekstiiros ir putojimo savybes, sudéties stabilumg. Taip pat ksantanas yra puikus komponenty
riSiklis danty pastoje [3].

Naftos pramonéje ksantanas naudojamas naftos grezime bei perdirbime, praplovime, véliau
naftotiekio valymui. Sis biopolimeras yra atsparus terminei degradacijai bei puikiai atlieka savo
funkcijg esant druskoms, todél daznai naudojamas kaip priedas jvairiuose naftos greziniy
produktuose. Dél savo pseudoplastiskumo ksantanas uztikrina maza klampa ten, kur Slyties jéga
didelé, ir atvirksciai, o tai padidina naftos iSeigg [11,29].

Ksantanas naudojamas ir kitose specialios paskirties priemonése. Jj renkasi dél plataus
diapazono pH atsparumo ir tinkamo srauto uztikrinimo, nors jis naudojamas kaip tirstiklis.
Ksantanas yra Sarminiy vamzdziy bei pyteliy valymo priemoniy, ragstiniy tirpaly, skirty salinti
rudis ir metaly oksidus, grafiti pieSiniy Salinimo priemoniy, tualeto valikliy sudedamoji dalis.
Taip pat ksantanas naudojamas gaminant apdailos plyteles bei dazus. Tai padeda uztikrinti
medziagy stabiluma, geresnj sukibimg su pagrindu bei iSlaikyti tinkamg tekstiirg. Ksantanas
suspenduoja cinko, vario ir kity metaly priedus korozinése dangose. Be to, polimeras
naudojamas kaip stabilizatorius popieriaus ir kartono gamyboje, ypa¢ kai planuojamas kontaktas

su maistu [3].

1.8. Veiksniai, darantys poveikij ksantano savybéms

1.8.1. Struktaros kintamyjy poveikis

Ksantano tirpaly savybés gali Kisti priklausomai nuo ksantano prigimties. Tai reiskia,
tirpaly savybés yra susijusios su acetato ir piruvato koncentracija. Ksantano molekulés
struktiiroje esanciy piruvo rugsties ir acetalio pakaity kiekis priklauso nuo bakterijy kultiiry, jy
auginimo salygy bei gamybos proceso [41]. Didelis Siy pakaity kiekis padidina vandeniniy
ksantano tirpaly klampumg, manoma, kad dél tinkamo tarpmolekulinio iSsidéstymo [42].
Ksantanas, kurio strukttiroje yra mazai piruvo rugsties pakaity, labiau tinkamas naudoti vykdant

naftos perdirbimo operacijas, siekiant paruosti gaminj eksploatacijai [41].
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1.8.2. Druskuy poveikis

Vandenyje druskos gali sulétinti ksantano hidratacijg. Todél pries§ jdedant druskos j tirpala,
pirmiausia reikia hidratuoti ksantang. Hidratuotas polimeras pasizymi labai geru atsparumu
druskoms. Net 200-300 g/l drusky koncentracija vandeniniame ksantano tirpale nedaro jtakos
klampumui [43,44].

Kai ksantano koncentracija yra lygi arba mazesné nei 2,5 g/l, monovalentinés druskos,
tokios kaip natrio chloridas, sukelia labai nedidelj klampumo sumazéjimg. Esant didesnei
ksantano koncentracijai klampa didéja pridéjus drusky. Greiciausiai taip vyksta dél padidéjusios
sgveikos tarp polimero molekuliy [43,44]. Panasy poveikj klampumui turi ir dvivalentés, tokios

kaip kalcio ar magnio, druskos. Trivalentés druskos sukelia ksantano geliacija [41].
1.8.3. Temperatiiros poveikis

Didéjant temperattrai ksantano vandeniniy tirpaly klampumas maz¢ja. Procesas grjztamas,
kai temperatiiros intervalas yra nuo 10 iki 80 °C. Kylant temperatiirai klampumas maz¢éja, tatiau
temperatiirai keiciantis intervale 40-60 °C, klampumas didéja. Pasiekus aukstesne nei 60 °C
temperatiirg, ksantano tirpaly klampa vél ima mazéti. Tam jtakos turi konformaciniai molekulés
poky¢iai. Saldant, galima i$gauti pirminj didelj klampuma [45]. Tam, kad terminis atsparumas
biity didesnis, prie§ termini ksantano tirpaly apdorojimg rekomenduojama jdéti numatytas

druskas, tokias kaip natrio, kalio, kalcio [46].
1.8.4. pH jtaka

Dazniausiai maisto produktuose palaikomas pH nekeicia ksantano tirpaly klampumo.
Pastovus klampumas yra palaikomas pH ribose nuo 1 ik 12. Aukstesniame nei 9 pH palaipsniui
vyksta ksantano deacetilinimas, o Zemesniame nei 3 pH, ksantanas praranda piruvo ragsties
acetilo grupes [42]. Ksantanas hidratuoja daugybéje ragstiniy tirpaly, o hidratacijos greitis
padidéja, jei jis istirpinamas vandenyje prie§ pridedant rtigstj arba $armg. Ksantanas tirpus 5 %
acto rugstyje, 5 % sieros rugstyje, 5 % azoto rugstyje ir 25 % fosforo rugstyje, 5 % natrio
hidrokside [13].

1.9. Ekonomika ir perspektyvos

Apskaiciuota, kad per metus yra pagaminama 30 000 tony ksantano, o poreikis kasmet
palaipsniui didéja 5-10 %. Dél didelés gliukozés ir sacharozés substraty kainos, kuri siekia 400—
600 JAV doleriy uz tona, kartu iSauga ir ksantano verté. Tona ksantano jvertinta 4000-5000 JAV

doleriy. Todél imtasi ieSkoti alternatyviy ksantano fermentacijai tinkanciy substraty [26].
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Pastaruoju metu daug tyrimy atlickama substratu panaudojant pramonines atliekas ir ne tik:
cukriniy runkeliy minkstima, zemés tikio atliekas, riig§ciy hidrolizatus, nemodifikuotg krakmola,
strio iSrugas, cukranendriy melasa, datuliy ekstrakta, buitines atliekas, vynuogiy sulciy
koncentrata [2]. Sios substraty alternatyvos ne tik ekonomigkai naudingos, bet kartu padeda
sumazinti aplinkos tarsg [9].

Net trecdalis maisto produkty tampa buitinémis atlieckomis [47]. Kinijoje dél sparciai
augancios zmoniy populiacijos bei maisto pramonés susidaro labai dideli $iy atlicky kiekiai [48].
Kasdien Kinijos mieste Cengdu susidaro daugiau nei 500 tony buitiniy atlieky. Tinkamai
neutilizavus atlieky, jos terSia aplinka, gali patekti j gruntinius vandenis ar uzterSti atvirus
vandens telkinius. Kinijoje dalis atlieky deginamos. Taciau su iSmetamosiomis dujomis j aplinka
patenka kenksmingy junginiy, kurie taip pat didina tarsa [49,50]. Todél buitinés atliekos pradétos
naudoti pridétineés vertés turiniy produkty gamyboje, tokiy kaip pieno rugstis, etanolis,
vandenilis, metanas [51-53]. O vienas naujausiy tyrimy parodé¢, kad naudojant buitines atliekas
kaip vienintelj substratg galima gauti ir ksantang. I$ 500 g butiniy atlieky gauta 58,65 g ksantano
[26].

Skatinant kurti ekonomiskai naudingas ir ekologiskai veiksmingas gamybos technologijas,
pradéta kurti simuliaciniai procesy modeliai naudojant SuperPro Designer programing jranga.
Vienas tokiy modeliy buvo sukurtas palyginti ksantano kiekj, gaunamg fermentacijos etape
naudojant sinteting mitybing terpe ir terpe, sudarytg i§ konditerijos fabriky vandens nuoteky.
Atitinkamai buvo gauta 58,442.69 kg per metus ir 49,465.64 kg per metus. Nors pirmuoju atveju
gauta daugiau kantano, teigiama, kad antrasis budas yra ekonomiskesnis. Perkant komercing

mitybing terpe biity iSleista daug daugiau nei tiesiog panaudojant vandens nuotekas [54].

1.10. Projekto temos ir uzdaviniy pagrindimas

Ksantanas yra naudojamas jvairiose pramonés Sakose, biitent dé¢l to kasmet jo gamybos
apimtys didéja. Norint gauti daugiau ksantano, reikia atrinkti ir pritaikyti optimalias gamybos
proceso salygas. Biopolimero kiekis priklauso nuo tokiy veiksniy kaip pasirinktas gamybos
bidas, bakterijos kamienas, naudoti anglies, azoto Saltiniai bei tirpikliai, pH, temperatra.

Sis tyrimas buvo atliktas tam, kad biity optimizuota ksantano gamyba. Keigiant anglies ir
azoto Saltinius YM-T terp¢je, pridedant j terpe priedy bei nusodinimui naudojant skirtingus
tirpiklius pastebéti ksantano iSeigy skirtumai. Atrinkus optimalias sglygas gamybag galima

pritaikyti pramongje.
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2. MEDZIAGOS IR TYRIMO METODAI

2.1. Tyrimy metu naudota aparatiira

2.1. lentelé. Naudota aparatiira

Prietaisas Gamintojas, modelis
Autoklavas Certoclav CV-EL 10 L/ 12 L/ 18 L
Centrifuga Universal 320 R
Laminaras Holten LaminAir

Magnetin¢ maiSyklé

Heidolph MR Hei-Tec

Meégintuveéliy maisyklé Biosan BioVortex V1
pH metras Winlab data line pH-Meter
Spektrofotometras Shimadzu UV-1280
Svarstyklés Shimadzu ATX84
Termostatas Memmert INS5
Termostatiné maisyklé Biosan ES-20
Vandens vonelé Biosan BWT-U

2.2. Ksantano gamyba

2.2.1. Naudotos bakterijos

Tyrimui naudotos Xanthomonas campestris bakterijos, kurios buvo augintos Petri

lékstelése su kieta YM terpe. Lékstelés su bakterijomis inkubuotos termostate 27 °C

temperatiiroje parg laiko.

2.2.2. Naudotos mitybinés terpeés

Naudotos kietos ir skystos biisenos YM terpé Xanthomonas campestris bakterijy

auginimui. Terpés pH=7. Kietai biisenai gauti | YM terpg buvo jdéta 20 g/l agaro [55].

2.2. Lentelé. YM terpés sudétis [55,56]

Sudedamoji dalis

Koncentracija (g/l)

Gliukozé 10
Peptonas 5)
Mieliy ekstraktas 3
Salyklas 3
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Véliau X. campestris bakterijy auginimui naudota skysta YM-T terpé. Terpés pH=7.

2.3. Lentelé. YM-T terpés sudétis [55,56]

Sudedamoji dalis

Koncentracija (g/l)

Gliukoze 12
Peptonas 2,5
Mieliy ekstraktas 15
Salyklas 1,5
(NH4)2HPO, 1,5
K2HPO,4 2,5
MgSO4 0,05

Ksantano fermentacijai naudota speciali produkcijos terpé. Sios terpés pH=7.

2.4. Lentelé. Produkcijos terpés sudétis [55,56]

Sudedamoji dalis Koncentracija (g/l)
Sacharozé 40
Citrinos rugstis 2,1
NH4NO3 1,14
KH,PO, 2,86
MgCl, 0,5
NaySO4 0,08
H3BO3 0,006
ZnO 0,006
FeCls 0,02
CoCO3 0,02

Neutraliai terpei gauti naudota 0,01N NaOH. Visos terpés buvo autoklavuotos 15 min 20

°C temperatiiroje esant 0,75-1 atm. slégiui. Produkcijos terpéje sacharozé autoklavuota atskirai.

2.2.3. Bakterijy dauginimas

I§ pradziy j mégintuvélj su 7 ml YM terpés jneSta po vieng Xanthomonas campestris
bakterijy kolonijg. Mégintuvéliai inkubuoti 12 valandy 28 °C temperatiiroje, pastoviai maisant
200 aps./min greiciu. Po inkubacijos matuota Sviesos sugertis prie 600 nm bangos ilgio, stebétas

bakterijy prieaugis [55].
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Tada $1 YM terpé su bakterijomis buvo perkelta j kolbg su 43 ml YM-T terpés. Méginys
maiSytas 200 aps./min grei¢iu 6 valandas 28 °C temperatiiroje. Pasibaigus inkubacijai matuota
Sviesos sugertis prie 540 nm bangos ilgio. Pagal tai apskaifiuota biomasés koncentracija pries

fermentacijg. Biomasés koncentracija apskai¢iuota pagal (1) formule [55]:
CB:0,2845'OD540 nm (1),

Cg— biomasés koncentracija, g/l;

ODs40 nm — Optinis tankis.
2.2.4. Fermentacija

50-60 % YM-T terpés su X. campestris bakterijomis buvo perkelta j kolbg su 200 ml
produkcijos terpés. Méginys inkuobuotas 44-74 valandas 28 °C temperatiiroje maiSant 200
aps./min greiciu [55].

Kas 24 valandas matuota Sviesos sugertis prie 540 nm bangos ilgio, stebétas bakterijy

prieaugis [55].
2.2.5. Ksantano nusodinimui naudotos medziagos

e 5 g/l koncentracijos NaCl druska;

o Tirpikliais buvo pasirinkta naudoti acetong, izopropanolj bei bioetanol;.
2.2.6. Ksantano nusodinimas

Pasibaigus fermentacijai produkcijos terpé buvo kaitinta 15 min 90 °C temperatiiroje tam,
kad padidéty ksantano tirpumas, sumazéty terpés klampa, degraduoty X. campestris lastelés ir
fermentai, galintys paveikti biopolimera [55].

Po kaitinimo terpé centrifuguota 10 min 9000 aps./min grei¢iu [55]. Gautas supernatantas
nupiltas j atskirg kolba, o nuosédos jdétos j termostatg ir dziovintos 60 °C temperatiiroje para
laiko. ISdziovinta biomasé kiekybiskai jvertinta.

I supernatantg jdéta NaCl ir maiSyta 10 min arba kol druska visiskai iStirpo [55].

Paskutiniame nusodinimo etape 10 ml supernatanto praskiesta iki 40 ml atitinkamais
tirpikliais. Visais atvejais buvo islaikytas supernatanto ir tirpiklio santykis 1:3. Méginiai buvo
gerai sumaiSyti ir palikti keletui valandy. Véliau méginiai centrifuguoti 10 min 9000 aps./min
greiciu tam, kad nusésty ksantanas [55]. Tirpikliy atlickos iSpiltos, o ksantano nuosédos jdétos

dziovintis j termostatg 60 °C temperatiiroje parg laiko
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tolimesniems tyrimams.

ISdZiovintas ksantanas buvo kiekybiskai

jvertintas,

susmulkintas ir

Xanthomonas campestris
bakterijy auginimas skystoje
YM terpéje

Xanthomonas campestris

Xanthomonas campestris

bakterijy auginimas YM-T ——> bakterijy perkelimas }
terpéje produkcijos terpe
. Fermentacijos miSinio
72 valandy trukmes M o
fermentacija —> kaitinimas 90°C

temperatiroje

Centrifugavimas

I supernatantg jdedama NaCl
ir maiSoma, kol druska
iStirpsta

v

Ksantano nusodinimas
acetonu, izopropanoliu arba
bioetanoliu

-

2.1. pav. Ksantano gamybos schema.

Ksantano dziovinimas

panaudotas
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2.3. Ksantano antioksidaciniy savybiy tyrimas DPPH metodu

2.3.1. Naudotos medziagos ksantanu slopinant DPPH

e 0,128 g/l koncentracijos metanolinis DPPH tirpalas;

e 0,2 g/l koncentracijos vandeniniai ksantano tirpalai.

2.3.2. DPPH radikalo slopinimas ksantanu

2 ml vandeninio ksantano tirpalo buvo sumaiSyta su 1 ml metanoliniu DPPH tirpalu.
Absorbcijos pokyc¢iai matuoti spektrofotometru prie 515 nm bangos ilgio po 10 min, 60 min ir
240 min. Palyginamasis tirpalas buvo vandens ir metanolinio DPPH tirpalo miSinys. DPPH

slopinimas apskaiciuotas pagal (2) formule [57]:

A (palyginamasis)—A (tiriamasis) 100% (2)
. o :

slopinimas, % =
p % A (palyginamasis)

A — Sviesos sugertis.

O,N O:N
. R
[} R \
N—N NO, — N—N NO,
O,N O;N
DPPH

2.2. pav. Radikalo DPPH redukcijos reakcija su antioksidantu

2.4. Ksantano antioksidaciniy savybiy tyrimas slopinant vandenilio peroksida
2.4.1. Naudotos medZiagos slopinant vandenilio peroksida

e 1 g/l koncentracijos 1-butanoliniai ksantano tirpalai;
e Fosfatinis buferis, pH=7,4;
e 10 mmol koncentracijos vandenilio peroksido tirpalas, ruoStas pasigamintame

fosfatiniame buferyje.
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2.4.2. Vandenilio peroksido slopinimas ksantanu

2 ml 1-butanolinio ksantano tirpalo buvo sumaisyta su 1,2 ml vandenilio peroksido tirpalu.
Misinys palaikytas 30 min. Vandenilio peroksido suardymas stebétas matuojant absorbcijos
pokycius spektrofotometru prie 230 nm bangos ilgio. Palyginamasis tirpalas buvo vandenilio
peroksido tirpalas buferyje. Vandenilio peroksido slopinimas apskaiciuotas pagal DPPH

slopinimui apskaiciuoti taikytg (2) formulg.

2.5. Ksantano antioksidaciniy savybiu tyrimas pagal linolo ragsti

2.5.1. Naudotos medZiagos ksantano antioksidaciniy savybiy tyrimui pagal linolo ragstj
e Linolo rugstis;
e 0,1M fosfatinis buferis, pH=7;
e Detergentas Tween 20;
e Ksantanas;
e 1IN HCI;
e 1N NaOH.

2.5.2. Tiriamojo tirpalo paruoSimas

1 ml linolo ragsties iStirpiname 10 ml etanolio. 3,13 ml paruosto linolo rigsties tirpalo
buvo sumaisyta su 3,13 ml fosfatinio buferio bei jlasinta laSas detergento Tween 20. | gauta
emulsijg jdéta atitinkamas kiekis ksantano. Buvo paruosti 0,2 g/1, 0,4 g/l, 0,6 g/l koncentracijy
ksantano tirpalai pasigamintoje emulsijoje. Tirpalai inkubuoti 20 valandy 50 °C temperatiiroje
[57].

2.5.3. Ksantano antioksidaciniy savybiy nustatymas pagal linolo riigstj kei¢iant ksantano

koncentracija

Po inkubacijos buvo matuota ksantano tirpaly pasigamintoje emulsijoje Sviesos sugertis
prie 234 nm bangos ilgio [57].

2.5.4. Ksantano antioksidaciniy savybiy nustatymas pagal linolo riigstj kei¢iant ksantano

tirpaly koncentracija ir pH

Po inkubacijos naudojant HCI ir NaOH buvo pakeistas ksantano tirpaly pasigamintoje
emulsijoje pH. Tirpaly $viesos sugertis matuota prie 234 nm bangos ilgio, kai pH=3; 5; 7; 9; 11
[57].
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2.5.6. Ksantano antioksidaciniy savybiy nustatymas pagal linolo riigstj kei¢iant ksantano

tirpaly koncentracija ir temperatiira

Po inkubacijos vandens voneléje buvo pakeista ksantano tirpaly pasigamintoje emulsijoje
temperattira. Tirpaly Sviesos sugertis matuota prie 234 nm bangos ilgio, kai temperatiira buvo 30

°C, 40°C, 50°C, 70°C, 90 °C [57].
2.6. Ksantano oksidaciniy savybiy tyrimas nustatant peroksido verte
2.6.1. Naudotos medziagos tiriant ksantano oksidacines savybes

e Saulégrazy aliejus;

e 0,1M fosfatinis buferis, pH=7;
e Detergentas Tween 20;

e Ksantanas;

e Acto rugstis;

e Chloroformas;

e Sotus Kl tirpalas;

e 0,1N NayS,05-5H,0;

e 1 % krakmolo tirpalas.

2.6.2. Tiriamojo tirpalo paruoSimas

10 g saulégrazy aliejaus buvo sumaisyta su 22,3 ml fosfatinio buferio bei 0,6 ml detergento
Tween 20. | gautg emulsijg jdétas atitinkamas kiekis ksantano. Paruosti 0,2 g/l ir 0,4 g/l,
koncentracijy ksantano tirpalai pasigamintoje emulsijoje. Tirpalai laikyti tamsoje 50 valandy 60
°C temperatiiroje. Po inkubacijos aliejus atskirtas centrifuguojant 5 min 9000 aps./min greiciu
[57].

2.6.3. Ksantano oksidaciniu savybiy nustatymas

5 ml tiriamojo tirpalo sumaiSyta su 18 ml acto rtgsties ir 12 ml chloroformo. Ipilta 0,5 ml
sotaus KI tirpalo, gautas miSinys maiSytas lygiai vieng minutg. IS kart po to jpilta 30 ml
distiliuoto vandens ir maiSyta tol, kol jodas iSsiskiria i§ chloroformo sluoksnio. [lasinus 1 ml
krakmolo tirpalo, susidaré melsvos spalvos tirpalas. Gautas tirpalas titruotas Na;S,03-5H,0, kol
spalva iSnyko. Palyginamasis tirpalas buvo ruoSiamas be ksantano. Oksidacijos procesas

jvertintas apskaiciavus peroksido verte pagal (3) formule [57]:
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. . miliekvivalentai A (tiriamasis)—A (palyginamasis))-N (natrio tiosulfatas)-1000 .
Peroksido verte, =( prygmame ) - ! (3);
kg m (tiriamasis)

A — Sviesos sugertis;
N — normaliné koncentracija;

m — masé, kg.
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3. TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Ksantano gamybos i§ Xanthomonas campestris bakterijy rezultatai

Optimizuojant ksantano gamybg buvo atlikta 18 skirtingy bandymy keiciant YM-T terpés
sudétj. Bandymai suskirstyti j keturias grupes: pagal anglies Saltinj (I-V1 variantai), azoto $altinj
(VII-X variantai), anglies ir azoto $altinj (XI-XV variantai) bei prieda, naudota YM-T terpéje
(XVI-XVIII variantai).

| variantas

YM-T terpés sudétyje anglies Saltiniu naudota 12 g/l koncentracijos gliukozé. YM terpéje
uzauginty Xanthomonas campestris bakterijy sugertis buvo ODggo = 0,424. Perkélus YM terpe su
bakterijomis | YM-T terpe, sugertis — ODsgo = 1,792. Prie§ fermentacija biomasés koncentracija
buvo cg = 0,2845-ODs4o = 0,2845-1,792 = 0,51 g/l. YM-T terpé su bakterijomis perkelta j
produkcijos terpe. Po fermentacijos biomasés koncentracija — Cg = 0,2845-ODs49 = 0,2845-1,542
= 0,44 g/l. Sausos biomasés gautas kiekis — 0,2097 g. Vykstant fermentacijai §viesos sugertis

matuota kas keletg valandy, taip stebint bakterijy augimo procesa.

3.1. lentelé. Xanthomonas campestris bakterijy $viesos sugertis fermentacijos metu

Laikas (val) Sviesos sugertis, A=540
0 0,230
23,5 0,632
46,6 1,750
72 1,542

Po fermentacijos ksantanas nusodintas i§ produkcijos terpés acetono, izopropanolio bei

bioetanolio tirpikliais, santykiu 1:3 atitinkamai.

3.2. Lentelé. Skirtingais tirpikliais nusodinto ksantano kiekis

Tirpiklis 30 ml Ksantano kiekis (g), kai produkcijos Ksantano kiekis (g), kai
terpés 10 ml produkcijos terpes 1000 ml
Acetonas 0,0468 4,7
Izopropanolis 0,0202 2,02
Bioetanolis 0,0189 1,89
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Il variantas

Antrame variante buvo pakeistas anglies Saltinis YM-T terpé¢je. Naudota 12 g/l
koncentracijos sacharozé. YM terpéje uzauginty Xanthomonas campestris bakterijy sugertis
buvo ODgy = 0,775. Perkélus YM terpe su bakterijomis | YM-T terpe, sugertis — ODs40 = 1,683.
Prie§ fermentacija biomasés koncentracija buvo cg = 0,2845-ODs4o = 0,2845-1,683 = 0,48 g/l
YM-T terpé su bakterijomis perkelta ] produkcijos terpe. Po fermentacijos biomasés
koncentracija — cg = 0,2845-ODs49 = 0,2845-1,751 = 0,5 g/l. Sausos biomasés gautas kiekis —
0,305 g. Vykstant fermentacijai Sviesos sugertis matuota kas keleta valandy, taip stebint bakterijy

augimo procesa.

3.3. Lentelé. Xanthomonas campestris bakterijy $viesos sugertis fermentacijos metu

Laikas (val) Sviesos sugertis, Asaonm
0 0,161
21,9 1,182
44 1,328
72 1,751

Po fermentacijos ksantanas nusodintas i§ produkcijos terpés acetono, izopropanolio bei

bioetanolio tirpikliais, santykiu 1:3 atitinkamai.

3.4. Lentelé. Skirtingais tirpikliais nusodinto ksantano kiekis

Tirpiklis 30 ml Ksantano kiekis (g), kai produkcijos Ksantano kiekis (g), kai
terpés 10 ml produkcijos terpés 1000 ml
Acetonas 0,0401 4,01
Izopropanolis 0,0274 2,74
Bioetanolis 0,0103 1,03
I11 variantas

Anglies Saltinis YM-T terp¢je pakeistas 12 g/l koncentracijos laktoze. YM terpéje
uzauginty Xanthomonas campestris bakterijy sugertis buvo ODggo = 0,784. Perkélus YM terpe su
bakterijomis | YM-T terpe, sugertis — ODsg9 = 1,592. Prie§ fermentacija biomasés koncentracija
buvo cg = 0,2845-:ODs4o = 0,2845-1,592 = 0,45 g/l. YM-T terpé su bakterijomis perkelta j
produkcijos terpe. Po fermentacijos biomasés koncentracija — g = 0,2845-ODsg0 = 0,2845-1,397
= 0,4 g/l. Sausos biomasés gautas kiekis — 0,1729 g. Vykstant fermentacijai $viesos sugertis

matuota kas keletg valandy, taip stebint bakterijy augimo procesa.
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3.5. Lentelé. Xanthomonas campestris bakterijy $viesos sugertis fermentacijos metu

Laikas (val) Sviesos sugertis, Asaonm
0 0,224
22 1,413
44,3 1,397

Po fermentacijos ksantanas nusodintas i§ produkcijos terpés acetono, izopropanolio bei

bioetanolio tirpikliais, santykiu 1:3 atitinkamai.

3.6. Lentelé. Skirtingais tirpikliais nusodinto ksantano kiekis

Tirpiklis 30 ml Ksantano kiekis (g), kai produkcijos Ksantano kiekis (g), kai
terpés 10 ml produkcijos terpés 1000 ml
Acetonas 0,0543 5,17
Izopropanolis 0,0371 3,71
Bioetanolis 0,0036 0,36
IV variantas

YM-T terpés sudétyje anglies Saltiniu naudota 12 g/l koncentracijos fruktozé. YM terpéje
uzauginty Xanthomonas campestris bakterijy sugertis buvo ODggo = 0,333. Perkélus YM terpe su
bakterijomis | YM-T terpe, sugertis — ODsgo = 1,772. Prie§ fermentacija biomasés koncentracija
buvo cg = 0,2845:ODssg = 0,2845-1,772 = 0,5 g/l. YM-T terpg su bakterijomis perkelta |
produkcijos terpe. Po fermentacijos biomasés koncentracija — ¢g = 0,2845-ODs40 = 0,2845-1,915
= 0,55 g/l. Sausos biomasés gautas kiekis — 0,2142 g. Vykstant fermentacijai Sviesos sugertis

matuota kas keletg valandy, taip stebint bakterijy augimo procesa.

3.7. Lentelé. Xanthomonas campestris bakterijy Sviesos sugertis fermentacijos metu

Laikas (val) Sviesos sugertis, Asaonm
0 0,364
21,3 1,378
47,1 1,734
70,2 1,807
741 1,915

Po fermentacijos ksantanas nusodintas i§ produkcijos terpés acetono, izopropanolio bei

bioetanolio tirpikliais, santykiu 1:3 atitinkamai.
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3.8. Lentelé. Skirtingais tirpikliais nusodinto ksantano kiekis

Tirpiklis 30 ml Ksantano kiekis (g), kai Ksantano kiekis (g), kai
produkcijos terpés 10 ml produkcijos terpés 1000 ml
Acetonas 0,0708 7,08
Izopropanolis 0,0361 3,61
Bioetanolis 0,021 2,1
V variantas

YM-T terpés sudétyje anglies Saltiniu naudota 12 g/l koncentracijos manozeé. YM terpéje
uzauginty Xanthomonas campestris bakterijy sugertis buvo ODggo= 0,270. Perkélus YM terpe¢ su
bakterijomis | YM-T terpe, sugertis — ODsgo = 1,604. Prie§ fermentacija biomasés koncentracija
buvo cg = 0,2845-ODs4g9 = 0,2845-1,604 = 0,46 g/l. YM-T terp¢ su bakterijomis perkelta |
produkcijos terpe. Po fermentacijos biomasés koncentracija — g = 0,2845-ODsg9 = 0,2845-1,660
= 0,47 g/l. Sausos biomases gautas kiekis — 0,2266 g. Vykstant fermentacijai Sviesos sugertis

matuota kas keletg valandy, taip stebint bakterijy augimo procesa.

3.9. Lentelé. Xanthomonas campestris bakterijy Sviesos sugertis fermentacijos metu

Laikas (val) Sviesos sugertis, Asaonm
0 0,236
21,3 1,466
47,1 1,788
70,2 1,660

Po fermentacijos ksantanas nusodintas i§ produkcijos terpés acetono, izopropanolio bei

bioetanolio tirpikliais, santykiu 1:3 atitinkamai.

3.10. Lentelé. Skirtingais tirpikliais nusodinto ksantano kiekis

Tirpiklis 30 ml Ksantano kiekis (g), kai Ksantano kiekis (g), kai
produkecijos terpés 10 ml produkcijos terpes 1000 ml
Acetonas 0,0588 5,88
Izopropanolis 0,0325 3,25
Bioetanolis 0,0198 1,98
VI variantas

YM-T terpés sudétyje anglies Saltiniu naudota 12 g/l koncentracijos ksilozé. YM terpéje

uzauginty Xanthomonas campestris bakterijy sugertis buvo ODggp = 0,458. Perkélus YM terpg su
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bakterijomis ] YM-T terpe, sugertis — ODs40 = 1,605. Prie§ fermentacijg biomasés koncentracija
buvo cg = 0,2845:ODs49 = 0,2845-1,605 = 0,46 g/l. YM-T terpé su bakterijomis perkelta |
produkcijos terpg. Po fermentacijos biomasés koncentracija — g = 0,2845-ODsa0 = 0,2845-1,236
= 0,35 g/l. Sausos biomasés gautas kiekis — 0,2242 g. Vykstant fermentacijai Sviesos sugertis

matuota kas keletg valandy, taip stebint bakterijy augimo procesa.

3.11. Lentelé. Xanthomonas campestris bakterijy $viesos sugertis fermentacijos metu

Laikas (val) Sviesos sugertis, As4onm
0 0,350
23,5 1,328
46,6 1,236

Po fermentacijos ksantanas nusodintas i§ produkcijos terpés acetono, izopropanolio bei

bioetanolio tirpikliais, santykiu 1:3 atitinkamai.

3.12. Lentelé. Skirtingais tirpikliais nusodinto ksantano kiekis

Tirpiklis 30 ml Ksantano kiekis (g), kai Ksantano kiekis (g), kai
produkcijos terpés 10 ml produkcijos terpés 1000 ml
Acetonas 0,04 4
Izopropanolis 0,0141 1,41
Bioetanolis 0,0098 0,98
2
— Anglies Saltinis
YM-T terpéje:
E1s m
: / ——Gliukoze
E / ——Sacharoz¢
o0
s 1
2 ——Laktoz¢é
2
2 Fruktoze
N 0,5 7
——Manozeé
—Ksilozé

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Laikas, valandomis

3.1. pav. Xanthomonas campestris bakterijy augimo priklausomybé nuo laiko ir anglies $altinio YM-T

terpéje
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Lyginant Xanthomonas campestris bakterijy augimo priklausomybe nuo laiko esant
skirtingiems anglies Saltiniams (3.1. pav.), didziausias bakterijy augimas pastebétas YM-T
terpéje naudojant fruktoze. Galutiné biomasés koncentracija po fermentacijos buvo 0,55 g/l.
PanaSius rezultatus parodé ir sacharozés anglies Saltinis. Naudojant gliukozés bei manozés
anglies Saltinius, bakterijy prieaugis prad¢jo mazéti po 46—47 valandy. Maziausias bakterijy
pricaugis buvo naudojant laktozés ir ksilozés anglies Saltinius. Bakterijy koncentracijai émus
mazéti, inkubacija nutraukta po 4446 valandy. Maziausia biomasés koncentracija po

fermentacijos buvo 0,35 g/l naudojant ksilozés anglies Saltini YM—T terpéje.

Tirpikliai:

B Acetonas

= [zopropanolis

= Bioetanolis

N W s~ OO0 N

Ksantano kiekis 1000 ml terpés, g

o

Gliukozé Sacharozé Laktozé  Fruktozé  Manozé Ksilozé

Anglies $altinis YM-T terpéje

3.2. pav. Ksantano kiekio priklausomybé nuo anglies Saltinio YM—T terpéje ir iSsodinimui naudoto
tirpiklio

Atlikti tyrimai parodé, kad nuo pasirinkto anglies Saltinio YM-T terpéje ir skirtingy
tirpikliy priklauso galutine ksantano iSeiga (3.2. pav.). Geriausig rezultata parodé fruktozés
anglies $altinis, kuomet ksantanas buvo nusodintas acetonu. Siuo atveju gauta 7,08 g ksantano.
Visais atvejais didziausi kiekiai ksantano gauti, ji nusodinus acetonu. StatistiSkai reikSmingo
skirtumo nepastebéta tarp ksantano kiekio, nusodinto panaudojus gliukozés ir laktozés anglies
Saltinius, atitinkamai gauta 4,7 g ir 5,17 g. Maziausiai ksantano nusodinta acetonu i§ sacharozés
ir ksilozés, kuriy rezultatai beveik identiski, atitinkamai 4,01 g ir 4 g. Panaudojus izopropanolj
kaip tirpiklj pastebéti kiek mazesni nusodinto ksantano kiekiai lyginant su acetonu. DidZiausias
izopropanoliu gautas ksantano kiekis buvo anglies Saltiniu pasirinkus laktoze, fruktoze bei
manoze, atitinkamai 3,71 g, 3,61 g, 3,25 g. Maziausias — ksiloze, Siuo atveju ksantano nusodinta
1,41 g. Nusodinus bioetanoliu didZiausia ksantano iSeiga buvo naudojant gliukozés, fruktozés bei

manozés anglies Saltinius YM-T terpéje. Pastebéta, kad Sie rezultatai naudojant bioetanolj
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statistiSkai reikSmingai nesiskyré nuo duomeny, gauty nusodinant izopropanoliu YM-T terpéje
panaudojus anglies Saltinius gliukoze arba ksiloze. Rezultatai parodé, kad ksantano gamybai
maziausiai tinkantis anglies S$altinis buvo laktozé, kai biopolimeras nusodintas bioetanoliu.

Gautas ksantano kiekis buvo 0,36 g.
VII variantas

Pakeistas azoto Saltinis 2,5 g/l koncentracijos peptonu i$ kazeino. Anglies Saltinis naudotas
12 g/l koncentracijos gliukozé. YM terpéje uzauginty Xanthomonas campestris bakterijy sugertis
buvo ODgy = 0,170. Perkélus YM terpe su bakterijomis | YM-T terpe, sugertis — ODs40 = 1,106.
Prie§ fermentacija biomasés koncentracija buvo cg = 0,2845-ODs49 = 0,2845-1,106 = 0,31 g/l.
YM-T terpé su bakterijomis perkelta j produkcijos terp¢. Po fermentacijos biomasés
koncentracija — cg = 0,2845-ODs40 = 0,2845-2,131 = 0,61 g/l. Sausos biomasés gautas kiekis —
0,3697 g. Vykstant fermentacijai Sviesos sugertis matuota kas keleta valandy, taip stebint

bakterijy augimo proces3g.

3.13. Lentelé. Xanthomonas campestris bakterijy Sviesos sugertis fermentacijos metu

Laikas (val) Sviesos sugertis, Asaonm
0 0,124
22,1 1,538
445 1,841
72,4 2,131

Po fermentacijos ksantanas nusodintas i§ produkcijos terpés acetono, izopropanolio bei

bioetanolio tirpikliais, santykiu 1:3 atitinkamai.

3.14. Lentelé. Skirtingais tirpikliais nusodinto ksantano kiekis

Tirpiklis 30 ml Ksantano kiekis (g), kai Ksantano kiekis (g), kai
produkcijos terpés 10 ml produkecijos terpés 1000 ml
Acetonas 0,057 5,7
Izopropanolis 0,0347 3,47
Bioetanolis 0,0089 0,89
VI variantas

Pakeistas azoto Saltinis 2,5 g/l koncentracijos peptonu i§ mésos. Anglies Saltinis naudotas
12 g/l koncentracijos gliukozé. YM terpéje uzauginty Xanthomonas campestris bakterijy sugertis
buvo ODgy = 0,159. Perkélus YM terpe su bakterijomis j YM-T terpg, sugertis — ODsg0 = 1,194.
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Prie§ fermentacija biomasés koncentracija buvo cg = 0,2845-ODssg = 0,2845-1,194 = 0,34 g/l.
YM-T terpé su bakterijomis perkeliame i produkcijos terpe. Po fermentacijos biomasés
koncentracija — cg = 0,2845-ODs40 = 0,2845-1,940 = 0,55 g/l. Sausos biomasés gautas kiekis —
0,2724 g. Vykstant fermentacijai Sviesos sugertis matuota kas keleta valandy, taip stebint

bakterijy augimo procesg.

3.15. Lentelé. Xanthomonas campestris bakterijy $viesos sugertis fermentacijos metu

Laikas (val) Sviesos sugertis, As4onm
0 0,119
22,1 1,385
44,5 1,689
72,4 1,940

Po fermentacijos ksantanas nusodinamas i§ produkcijos terpés acetono, izopropanolio bei

bioetanolio tirpikliais, santykiu 1:3 atitinkamai.

3.16. Lentelé. Skirtingais tirpikliais nusodinto ksantano kiekis

Tirpiklis 30 ml Ksantano kiekis (g), kai Ksantano kiekis (g), kai
produkcijos terpés 10 ml produkcijos terpés 1000 ml
Acetonas 0,0617 6,17
Izopropanolis 0,0517 5,17
Bioetanolis 0,0247 2,47
IX variantas

Pakeistas azoto Saltinis 2,5 g/l koncentracijos peptonu i$ sojos. Anglies Saltinis naudotas 12
g/l koncentracijos gliukozé. YM terpéje uzauginty Xanthomonas campestris bakterijy sugertis
buvo ODgy = 0,303. Perkélus YM terpe su bakterijomis j YM-T terpg, sugertis — ODsg0 = 1,207.
Prie§ fermentacija biomasés koncentracija buvo cg = 0,2845-ODssg = 0,2845-1,207 = 0,34 g/l.
YM-T terpé¢ su bakterijomis perkelta | produkcijos terpg. Po fermentacijos biomasés
koncentracija — cg = 0,2845-ODsa0 = 0,2845-1,904 = 0,54 g/l. Sausos biomasés gautas kiekis —
0,2611 g. Vykstant fermentacijai Sviesos sugertis matuota kas keleta valandy, taip stebint

bakterijy augimo procesa.
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3.17. Lentelé. Xanthomonas campestris bakterijy $viesos sugertis fermentacijos metu

Laikas (val) Sviesos sugertis, Asaonm
0 0,229
24,2 1,461
47,9 1,779
72,1 1,904

Po fermentacijos ksantanas nusodinamas i§ produkcijos terpés acetono, izopropanolio bei

bioetanolio tirpikliais, santykiu 1:3 atitinkamai.

3.18. Lentelé. Skirtingais tirpikliais nusodinto ksantano kiekis

Tirpiklis 30 ml Ksantano kiekis (g), kai Ksantano kiekis (g), kai
produkcijos terpés 10 ml produkcijos terpés 1000 ml
Acetonas 0,0486 4,86
Izopropanolis 0,0460 4,6
Bioetanolis 0,0171 1,71
X variantas

Pakeistas azoto Saltinis 2,5 g/l koncentracijos triptonu. Anglies $altinis naudotas 12 g/
koncentracijos gliukozé. YM terpéje uzauginty Xanthomonas campestris bakterijy sugertis buvo
ODggo = 0,302. Perkélus YM terpe su bakterijomis | YM-T terpe, sugertis — ODsg0 = 1,276. Pries
fermentacijg biomasés koncentracija buvo cg = 0,2845-ODss = 0,2845-1,276 = 0,36 g/l. YM-T
terpé su bakterijomis perkelta | produkcijos terpe. Po fermentacijos biomasés koncentracija — g =
0,2845-0ODsg0 = 0,2845:1,696 = 0,48 g/1. Sausos biomasés gautas kiekis — 0,2683 g. Vykstant

fermentacijai Sviesos sugertis matuota kas keleta valandy, taip stebint bakterijy augimo procesa.

3.19. Lentelé. Xanthomonas campestris bakterijy $viesos sugertis fermentacijos metu

Laikas (val) Sviesos sugertis, Asaonm
0 0,176
24,2 1,777
47,9 1,696

Po fermentacijos ksantanas nusodintas i§ produkcijos terpés acetono, izopropanolio bei

bioetanolio tirpikliais, santykiu 1:3 atitinkamai.
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3.20. Lentelé. Skirtingais tirpikliais nusodinto ksantano kiekis

Tirpiklis 30 ml Ksantano kiekis (g), kai Ksantano kiekis (g), kai
produkcijos terpés 10 ml produkcijos terpés 1000 ml
Acetonas 0,0461 4,61
Izopropanolis 0,0405 4,05
Bioetanolis 0,0159 1,59
2,5
e 2 — Azoto Saltinis
S / YM-T terpéje:
< L .
515 — ll:ept(_)nas 18
= azeino
%] v
80 Peptonas 1§
o 1 mesos
=] oy
g Peptonas i§
5 0.5 S0jos
Triptonas
0
0 20 40 60 80
Laikas, valandomis

3.3. pav. Xanthomonas campestris bakterijy augimo priklausomybé nuo laiko ir azoto Saltinio YM—T

terpéje

Keiciant azoto Saltinius YM-T terpéje, didziausias Xanthomonas campestris bakterijy

bakterijy augimas pastebétas naudojant peptona i§ kazeino, gauta biomasés koncentracija po

fermentacijos buvo 0,61 g/l. Terpés sudétyje azoto Saltinius pakeitus peptonu, gautu i§ mésos ir

Kitu atveju — peptonu, gautu i$ sojos, bakterijy augimas buvo panasus. Po fermentacijos biomasés

koncentracija buvo 0,55 g/l ir 0,54 g/, atitinkamai. Maziausias augimas pastebétas, kai

panaudotas triptono azoto $altinis. Fermentacija sustabdyta po 48 valandy, nes biomasé pradéjo

mazéti. Gauta biomasés koncentracija — 0,48 g/l (3.3. pav.).
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Tirpikliai:
= Acetonas
= Izopropanolis

1 Bioetanolis

Ksantano kiekis 1000 ml terpés, g

Peptonas i$ Peptonas i$ Peptonas i$ Triptonas
kazeino mésos S0j0s

Azoto Saltinis YM-T terpéje

3.4. pav. Ksantano kiekio priklausomybé nuo azoto $altinio YM—T terpéje ir iSsodinimui naudoto tirpiklio

Geriausius ksantano iSeigos rezultatus parodé peptonas, iSskirtas i§ mésos (3.4. pav.).
Acetonu nusodinto ksantano kiekis panaudojus §j azoto Saltinj buvo 6,17 g. ReikSmingo
skirtumo nepastebéta tarp acetonu nusodinto ksantano kiekio YM-T terp¢je azoto Saltinj
pakeitus ] peptong i§ sojos bei triptona, atitinkamai gauta 4,86 g ir 4,61 g biopolimero. I§ Siy
azoto Saltiniy izopropanoliu nusodintas panaSus ksantano kiekis, panaudojus peptona i$ sojos
gauta 4,6 g galutinio produkto, panaudojus triptong — 4,05 g. Didziausia ksantano iSeiga
nusodinant izopropanoliu buvo 5,17 g, panaudojus peptong i§ mésos. Pastebéta isimtis, kai
galutinio produkto kiekis nusodintas izopropanoliu buvo didesnis uz kiekj, gautg nusodinus
ksantang acetonu, o azoto Saltiniais panaudojus peptong i$ sojos bei triptong. Keiciant azoto
Saltinius YM-T terpéje pastebéta, kad maziausiai ksantano nusodinta bioetanoliu. Pats
maziausias kiekis, t.y. 0,89 g, gautas i$ kazeino peptono. Didziausia biopolimero iSeiga gauta

nusodinant bioetanoliu buvo i§ mésos peptono.
Xl variantas

YM-T terp¢je padidinta azoto Saltinio koncentracija. Naudota 3 g/l koncentracijos mieliy
ekstraktas. Anglies Saltinis naudotas 12 g/l koncentracijos gliukozé. YM terpéje uzauginty
Xanthomonas campestris bakterijy sugertis buvo ODgy = 0,749. Perkélus YM terpe su
bakterijomis | YM-T terpe, sugertis — ODsgo = 1,745. Prie§ fermentacija biomasés koncentracija
buvo ¢ = 0,2845-ODsso = 0,2845:1,745 = 0,5 g/l. YM-T terpé su bakterijomis perkelta j
produkcijos terpg. Po fermentacijos biomasés koncentracija — Cg = 0,2845-ODs40 = 0,2845-1,036
= 0,29 g/l. Sausos biomasés gautas kiekis — 0,1471 g. Vykstant fermentacijai Sviesos sugertis

matuota kas keletg valandy, taip stebint bakterijy augimo procesa.
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3.21. Lentelé. Xanthomonas campestris bakterijy $viesos sugertis fermentacijos metu

Laikas (val) Sviesos sugertis, Asaonm
0 0,066
22,3 1,050
50,3 1,065
71,5 1,036

Po fermentacijos ksantanas nusodintas i§ produkcijos terpés acetono, izopropanolio bei

bioetanolio tirpikliais, santykiu 1:3 atitinkamai.

3.22. Lentelé. Skirtingais tirpikliais nusodinto ksantano kiekis

Tirpiklis 30 ml Ksantano kiekis (g), kai produkcijos Ksantano kiekis (g), kai
terpés 10 ml produkcijos terpés 1000 ml
Acetonas 0,0475 4,75
Izopropanolis 0,0193 1,93
Bioetanolis 0,0059 0,59
Xl variantas

Pakeistas anglies Saltinis 12 g/l koncentracijos sacharoze. Naudota 3 g/l koncentracijos
mieliy ekstraktas. YM terpéje uzauginty Xanthomonas campestris bakterijy sugertis buvo ODggg
= 0,692. Perkélus YM terpe su bakterijomis i YM-T terpg, sugertis — ODsso = 1,739. Pries
fermentacija biomasés koncentracija buvo cg = 0,2845-ODs40 = 0,2845-1,739 = 0,49 g/l. YM-T
terpé su bakterijomis perkelta | produkcijos terpe. Po fermentacijos biomasés koncentracija — g =
0,2845-0ODsg0 = 0,2845:1,660 = 0,47 g/l. Sausos biomasés gautas kiekis — 0,1471 g. Vykstant

fermentacijai Sviesos sugertis matuota kas keleta valandy, taip stebint bakterijy augimo procesa.

3.23. Lentelé. Xanthomonas campestris bakterijy $viesos sugertis fermentacijos metu

Laikas (val) Sviesos sugertis, Asaonm
0 0,416
22,3 0,941
50,3 1,393
71,5 1,660

Po fermentacijos ksantanas nusodintas i§ produkcijos terpé€s acetono, izopropanolio bei

bioetanolio tirpikliais, santykiu 1:3 atitinkamai.
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3.24. Lentelé. Skirtingais tirpikliais husodinto ksantano kiekis

Tirpiklis 30 ml Ksantano kiekis (g), kai Ksantano kiekis (g), kai
produkcijos terpés 10 ml produkcijos terpés 1000 ml
Acetonas 0,0438 4,38
Izopropanolis 0,041 41
Bioetanolis 0,0185 1,85
X111 variantas

Pakeistas anglies Saltinis 12 g/l koncentracijos laktoze. Naudota 3 g/l koncentracijos mieliy
ekstraktas. YM terpéje uzauginty Xanthomonas campestris bakterijy sugertis buvo ODggo =
0,705. Perkélus YM terpe su bakterijomis 1 YM-T terpe, sugertis — ODsg = 1,776. Pries
fermentacija biomasés koncentracija buvo cg = 0,2845-ODsg9 = 0,2845-1,776 = 0,51 g/l. YM-T
terpé su bakterijomis perkelta j produkcijos terpg. Po fermentacijos biomasés koncentracija — Cg =

0,2845-0ODsg0 = 0,2845:1,097 = 0,31 g/l. Sausos biomasés gautas kiekis — 0,2257 g. Vykstant

fermentacijai Sviesos sugertis matuota kas keleta valandy, taip stebint bakterijy augimo procesa.

3.25. Lentelé. Xanthomonas campestris bakterijy $viesos sugertis fermentacijos metu

Laikas (val) Sviesos sugertis, Asaonm
0 0,429
22,3 1,049
50,3 1,259
715 1,097

Po fermentacijos ksantanas nusodintas i§ produkcijos terpés acetono, izopropanolio bei

bioetanolio tirpikliais, santykiu 1:3 atitinkamai.

3.26. Lentelé. Skirtingais tirpikliais nusodinto ksantano kiekis

Tirpiklis 30 ml Ksantano kiekis (g), kai Ksantano kiekis (g), kai
produkcijos terpés 10 ml produkcijos terpes 1000 ml
Acetonas 0,0487 4,87
Izopropanolis 0,0333 3,33
Bioetanolis 0,0206 2,06

XIV variantas

Pakeistas anglies Saltinis 12 g/l koncentracijos fruktoze bei azoto Saltinis 2,5 g/l

koncentracijos peptonu i§ meésos. Naudotas pakeistas 1,5 g/l koncentracijos mésos ekstraktas.
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YM terpéje uzauginty Xanthomonas campestris bakterijy sugertis buvo ODggo = 0,348. Perkélus
YM terpe su bakterijomis 1 YM-T terpg, sugertis buvo ODsg = 1,039. Prie§ fermentacija
biomasés koncentracija — Cg = 0,2845:ODsso = 0,2845-1,039 = 0,3 g/l. YM-T terpé su
bakterijomis perkelta j produkcijos terpg. Po fermentacijos biomasés koncentracija — Cp =
0,2845-0ODs49 = 0,2845-1,759 = 0,5 g/I. Sausos biomasés gautas kiekis — 0,2211 g. Vykstant

fermentacijai Sviesos sugertis matuota kas keleta valandy, taip stebint bakterijy augimo procesa.

3.27. Lentelé. Xanthomonas campestris bakterijy $viesos sugertis fermentacijos metu

Laikas (val) Sviesos sugertis, As4onm
0 0,191
23,3 1,931
48,1 1,759

Po fermentacijos ksantanas nusodintas i§ produkcijos terpés acetono, izopropanolio bei

bioetanolio tirpikliais, santykiu 1:3 atitinkamai.

3.28. Lentelé. Skirtingais tirpikliais nusodinto ksantano kiekis

Tirpiklis 30 ml Ksantano kiekis (g), kai Ksantano kiekis (g), kai
produkcijos terpés 10 ml produkcijos terpés 1000 ml
Acetonas 0,0445 4,45
Izopropanolis 0,0357 3,57
Bioetanolis 0,0093 0,93

XV variantas

Pakeistas anglies S$altinis 12 g/l koncentracijos fruktoze bei azoto S$altinis 2,5 g/l
koncentracijos peptonu i§ mésos. Naudotas 1,5 g/l koncentracijos mieliy ekstraktas. YM terp¢je
uzauginty Xanthomonas campestris bakterijy sugertis buvo ODggo = 0,396. Perkélus YM terpg su
bakterijomis | YM-T terpe, sugertis — ODsg9 = 0,955. Prie§ fermentacija biomasés koncentracija
buvo cg = 0,2845:ODs4 = 0,2845-0,955 = 0,27 g/l. YM-T terpé su bakterijomis perkelta j
produkcijos terpg. Po fermentacijos biomasés koncentracija — Cg = 0,2845-ODs40 = 0,2845-1,701
= 0,48 g/l. Sausos biomasés gautas kiekis — 0,2047 g. Vykstant fermentacijai Sviesos sugertis

matuota kas keletg valandy, taip stebint bakterijy augimo procesa.
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3.29. Lentelé. Xanthomonas campestris bakterijy $viesos sugertis fermentacijos metu

Laikas (val) Sviesos sugertis, Asaonm
0 0,166
23,3 1,901
48,1 1,701

Po fermentacijos ksantanas nusodintas i§ produkcijos terpés acetono, izopropanolio bei

bioetanolio tirpikliais, santykiu 1:3 atitinkamai.

3.30. Lentelé. Skirtingais tirpikliais nusodinto ksantano kiekis

Tirpiklis 30 ml Ksantano kiekis (g), kai Ksantano kiekis (g), kai
produkcijos terpés 10 ml produkcijos terpés 1000 ml
Acetonas 0,0447 4,47
Izopropanolis 0,0399 3,99
Bioetanolis 0,0182 1,82

N
3

Anglies ir azoto Saltiniai
YM-T terpéje:

N

7

Gliukozé - 3 g/l
mieliy ekstraktas

Sacharozé - 3 g/l
mieliy ekstraktas

Sviesos sugertis, Asyonm

\\
\

Laktozé - 3 g/l
mieliy ekstraktas

Fruktozé -
peptonas i§ mésos
- mésos ekstraktas

0 20

40 60

Laikas, valandomis

Fruktozé - mésos
80 ekstraktas - mieliy
ekstraktas

3.5. pav. Xanthomonas campestris bakterijy augimo priklausomybé nuo laiko ir anglies bei azoto Saltiniy

YM-T terpéje

Atlikus tyrimus panasi bakterijy augimo nuo laiko priklausomybé pastebéta (3.5. pav.), kai

YM-T terpéje buvo naudota fruktozés anglies Saltinis kartu su peptonu, gautu i§ mésos, ir vienu

atveju pakeitus mieliy ekstrakta mésos ekstraktu. Naudojant mésos ekstrakta po fermentacijos

gautos biomasés koncentracija buvo 0,5 g/l, o naudojant mieliy ekstraktg — 0,48 g/l. Fermentacija

nutraukta po 48 valandy, nes bakterijy kiekis maz¢jo. Nepaisant to, abiejais Siais atvejais gautos
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didziausios biomasés koncentracijos. Visos fermentacijos metu bakterijy kiekis didéjo tolygiai
terpéje anglies Saltiniu panaudojus sacharoze ir padidinus azoto koncentracijg. Gauta biomasés
koncentracija — 0,47 g/l. Anglies Saltiniu pasirinkus laktoz¢ ir padidinus mieliy ekstrakto
koncentracija, bakterijy Kiekio mazéjimas pastebétas po 50 valandy, gauta biomasés
koncentracija po fermentacijos buvo 0,31 g/l. Maziausiai bakterijy uzaugo terp¢je panaudojus
gliukoze bei padidinus mieliy ekstrakto koncentracija. Biomasés kiekis po fermentacijos buvo

0,29 g/l.
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Tirpikliai:

Ksantano kiekis 1000 ml terpés, g
w

= Acetonas
) ® |zopropanolis
m Bioetanolis
1
0
Gliukozé - 3 g/l Sacharozé -3 Laktozé-3 g/l Fruktozé - Fruktozé -
mieliy g/l mieliy mieliy peptonas i$ peptonas i$
ekstraktas ekstraktas ekstraktas ~ mésos - mésos meésos - mieliy
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Anglies ir azoto Saltiniai YM-T terpéje

3.6. pav. Ksantano kiekio priklausomybé nuo anglies bei azoto Saltiniy YM—T terpéje ir iSsodinimui

naudoto tirpiklio

Gauti duomenys parodé¢, kad pakeitus pagrindinius mitybos elementus YM-T terpéje,
daugiausiai ksantano (4,87 g) gauta, kai anglies Saltinis buvo laktozé, mieliy koncentracija
padidinta nuo 1,5 g/l iki 3 g/I, 0 nusodinimui naudotas acetonas (3.6. pav.). MaZiausiai ksantano
nusodinta acetonu buvo i$ terpés su sacharoze bei padidinta mieliy koncentracija, fruktoze su
peptonu i§ mésos ir mésos ekstraktu, fruktoze su peptonu i§ mésos ir mieliy ekstraktu,
atitinkamai gauta 4,38 g, 4,45 g, 4,47 g. Sie rezultatai statistigkai reik§mingai nesiskyré nuo
daugiausiai izopropanoliu nusodinto ksantano kiekio panaudojus sacharoz¢ su padidinta mieliy
koncentracija bei fruktoze su mésos peptonu ir mieliy ekstraktu, atitinkamai 4,1 g ir 3,99 g.
Maziausia izopropanoliu nusodinta biopolimero iSeiga (1,93 g) panaudojus YM-T terp¢je
gliukoze ir padidinus mieliy koncentracijg iki 3 g/I, reikSmingai nesiskyré nuo produkto iSeigy,
gauty nusodinant bioetanoliu, o Saltiniais pasirinkus sacharozg¢ ir laktoze bei padidinus mieliy
Koncentracija, taip pat fruktoze su mésos peptonu bei mieliy ekstraktu, atitinkamai 1,85 g, 2,06

g, 1,82 g. Atsizvelgiant | visy $iy varianty rezultatus, maZziausiai galutinio produkto nusodinta
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bioetanoliu 1§ terpés, kurioje anglies Saltiniu naudota gliukozé ir padidinta azoto Saltinio

koncentracija nuo 1,5 g/l iki 3 g/I. Siuo atveju gauta 0,59 g ksantano.
XVI variantas

Naudota jprasta YM-T terpés sudétis, papildomai pridéta 2 g/l koncentracijos amonio
citrato. Terpés sudétyje kaip anglies Saltinis naudota 12 g/l koncentracijos gliukozé. YM terpéje
uzauginty Xanthomonas campestris bakterijy sugertis buvo ODggo= 0,852. Perkélus YM terpe¢ su
bakterijomis | YM-T terpe, sugertis — ODsgo = 1,431. Prie§ fermentacija biomasés koncentracija
buvo cg = 0,2845:ODss0 = 0,2845-1,431 = 0,41 g/l. YM-T terpé su bakterijomis perkeliame |
produkcijos terpg. Po fermentacijos biomasés koncentracija — ¢g = 0,2845-ODsg9 = 0,2845-1,725
= 0,49 ¢/l. Sausos biomasés gautas kiekis — 0,2257 g. Vykstant fermentacijai §viesos sugertis

matuota kas keletg valandy, taip stebint bakterijy augimo procesa.

3.31. Lentelé. Xanthomonas campestris bakterijy $viesos sugertis fermentacijos metu

Laikas (val) Sviesos sugertis, Asaonm
0 0,264
26,3 1,584
48,1 1,877
70,5 1,725

Po fermentacijos ksantanas nusodintas i§ produkcijos terpés acetono, izopropanolio bei

bioetanolio tirpikliais, santykiu 1:3 atitinkamai.

3.32. Lentelé. Skirtingais tirpikliais nusodinto ksantano kiekis

Tirpiklis 30 ml Ksantano kiekis (g), kai Ksantano kiekis (g), kai
produkcijos terpés 10 ml produkcijos terpes 1000 ml
Acetonas 0,0437 4,37
Izopropanolis 0,039 3,9
Bioetanolis 0,0161 1,61

XVII variantas

Naudota jprasta YM-T terpés sudétis, papildomai pridéta 1,5 g/l koncentracijos L-
glutamato riigSties. Terpés sudétyje kaip anglies Saltinis naudota 12 g/l koncentracijos gliukoze.
YM terpéje uzauginty Xanthomonas campestris bakterijy sugertis buvo ODggo = 0,795. Perkélus
YM terpe su bakterijomis | YM-T terpe, sugertis — ODsao = 1,517. Prie§ fermentacija biomaseés
koncentracija buvo cg = 0,2845-ODssg = 0,2845-1,517 = 0,43 g/l. YM-T terpé su bakterijomis
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perkelta | produkcijos terpe. Po fermentacijos biomasés koncentracija — cg = 0,2845-ODssg =
0,2845-1,822 = 0,52 g/l. Sausos biomasés gautas kiekis — 0,3005 g. Vykstant fermentacijai

Sviesos sugertis matuota kas keletg valandy, taip stebint bakterijy augimo procesa.

3.33. Lentelé. Xanthomonas campestris bakterijy Sviesos sugertis fermentacijos metu

Laikas (val) Sviesos sugertis, Asaonm
0 0,296
26,3 1,964
48,1 1,822

Po fermentacijos ksantanas nusodintas i§ produkcijos terpés acetono, izopropanolio bei

bioetanolio tirpikliais, santykiu 1:3 atitinkamai.

3.34. Lentelé. Skirtingais tirpikliais nusodinto ksantano kiekis

Tirpiklis 30 ml Ksantano kiekis (g), kai Ksantano kiekis (g), kai
produkcijos terpés 10 ml produkcijos terpés 1000 ml
Acetonas 0,059 5,9
Izopropanolis 0,0415 4,15
Bioetanolis 0,0208 2,08

XVIII variantas

Naudota jprasta YM-T terpés sudétis, papildomai pridéta 2 g/l koncentracijos amonio

citrato ir 1,5 g/l koncentracijos L-glutamato rtgsties. Terpés sudétyje kaip anglies Saltinis
naudota 12 g/l koncentracijos gliukozé. YM terpéje uzauginty Xanthomonas campestris bakterijy
sugertis buvo ODggo = 0,612. Perkélus YM terpe su bakterijomis | YM-T terpe, sugertis — ODs4
= 1,389. Pries fermentacija biomasés koncentracija buvo cg= 0,2845-ODs40= 0,2845-1,389= 0,4
g/l. YM-T terpé su bakterijomis perkelta i produkcijos terpg. Po fermentacijos biomasés
koncentracija buvo cg = 0,2845-ODs4 = 0,2845-2,39 = 0,7 g/l. Sausos biomasés gautas kiekis —
0,4079 g. Vykstant fermentacijai Sviesos sugertis matuota kas keleta valandy, taip stebint

bakterijy augimo procesg

3.35.Lentelé. Xanthomonas campestris bakterijy Sviesos sugertis fermentacijos metu

Laikas (val) Sviesos sugertis, Asaonm
0 0,146
26,3 2,254
48,1 2,365
71,5 2,39
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Po fermentacijos ksantanas nusodintas i§ produkcijos terpés acetono, izopropanolio bei

bioetanolio tirpikliais, santykiu 1:3 atitinkamai.

3.36. Lentelé. Skirtingais tirpikliais nusodinto ksantano kiekis

Laikas, valandomis

Tirpiklis 30 ml Ksantano kiekis (g), kai Ksantano kiekis (g), kai
produkcijos terpés 10 ml produkcijos terpés 1000 ml
Acetonas 0,0524 5,24
Izopropanolis 0,0403 4,03
Bioetanolis 0,0268 2,68
2,5
2,25
) Priedas YM-T
g terpéje:
3175 7 //'\‘ it
ﬁ ——Citratas
.E 15 */
‘En 1,25 7 L-glutamatas
> /
z 1 / Citratas+L-
2 0,75 / glutamatas
>
A 05 4
0,25 /
0
0 20 40 80

3.7. pav. Xanthomonas campestris bakterijy augimo priklausomybé nuo laiko ir priedo YM-T terpéje

I YM-T terp¢ pridéjus L-glutamato ir amonio citrato priedy, buvo gauta didZiausia

biomasés koncentracija — 0,7 g/l (3.7. pav.). Panaudojus tik L-glutamato prieds, fermentacija

sustabdyta po 48 valandy, nes bakterijy kiekis pradéjo mazéti. Gauta biomasés koncentracija

buvo 0,52 g/l. Maziausias bakterijy augimas pastebétas, kai priedu naudotas amonio citratas. Po

48 valandy bakterijy kiekis émé mazéti, o fermentacijos pabaigoje biomasés koncentracija buvo

0,49 g/l.
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Ksantano kiekis 1000 ml terpés, g

o

Amonio citratas L-glutamo ragstis ~ Amonio citratas+L-
glutamo ragstis

Priedas YM-T terpéje

3.8. pav. Ksantano kiekio priklausomybé nuo YM—T terpés priedy ir i§sodinimui naudoto tirpiklio

Rezultatai parodé skirtingy terpés priedy jtaka galutinei ksantano iSeigai (3.8. pav.).
Nekeiciant pradinés YM-T terpés sudéties, daugiausiai ksantano gauta papildomai jdéjus L-
glutamo riigsties, o nusodinimui panaudojus acetong, gauta 5,9 g biopolimero. Maziausias
ksantano kiekis (4,37 g) nusodintas acetonu su amonio citrato priedu terpéje. Visais trimis
atvejais izopropanoliu biopolimero nusodinta labai panasiis kiekiai. Naudojant amonio citratg —
3,9 g, L-glutamo ragstj — 4,15 g, amonio citrato ir L-glutamo ragsties misinj — 4,03 g. MaZiausias
ksantano kiekis gautas panaudojus bioetanol;j ir amonio citrato prieda, t.y. 1,61 g.

Taigi, jvertinus visy varianty rezultatus pastebéta, kad didziausia biomasés koncentracija
po fermentacijos buvo, kai | YM-T terpe buvo jdétas amonio citrato ir L-glutamo ragsties
priedai, o maziausia — anglies Saltiniu pasirinkus gliukoze ir padidinus azoto Saltinio

koncentracija iki 3 g/l.
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3.9. pav. Ksantano, nusodinto acetonu, kiekio priklausomybé nuo mitybinio elemento YM-T terpéje

Tyrimas parodé, kad geriausias tirpiklis buvo acetonas. Todél buvo palyginti geriausi
acetonu nusodinti rezultatai i§ kiekvienos grupés su pagal metodinius nurodymus naudotos
pradinés YM-T terpés sudéties, nusodinant ksantang, rezultatais. Nors mokslininky Krishna
Leela ir Sharma atlikty tyrimy rezultatai parodé, kad daugiausiai ksantano gauta panaudojus
gliukozés anglies Saltinj [58], 0 Souw ir Demain mokslininky teigimu, daugiausiai ksantano
gaunama mitybos elementu pasirinkus sacharoze [59], $io tyrimo metu daugiausiai ksantano
gauta YM-T terpéje pakeitus anglies Saltinj fruktoze. Palyginus §j rezultata su pradine ksantano
iSeiga, gauta, kai YM-T terp¢je anglies Saltinis buvo gliukoze, pastebétas statistiSkai reikSmingas
skirtumas. Pakeitus mitybingje terpéje azoto Saltinj peptonu i§ mésos, o kitu atveju pridéjus L-
glutamo rugsties priedo ] terpg, tarp gauty rezultaty didelio skirtumo nepastebéta. Taciau jy
iSeiga buvo statistiSkai patikimai didesné uz iSeiga, gauta pradiniu ksantano gavimo bidu
nekeiCiant terpés sudéties. Nors YM-T terpéje pakeitus anglies $altinj laktoze bei padidinus
mieliy ekstrakto koncentracija, gauta ksantano iSeiga buvo didesné uz iSeiga, gauta neikeitus
mitybinés terpés sudéties, t.y. anglies Saltiniu panaudojus gliukoze, tarp $iy rezultaty statistiskai
reikSmingo skirtumo nepastebéta.

Maziausias ksantano kiekis gautas pakeitus terpéje anglies saltinj laktoze ir nusodinus

bioetanoliu, gauta 0,36 g biopolimero. Kity mokslininky atlikti palyginimai parodé ta patj [58].
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3.2. Ksantano antioksidaciniy savybiy tyrimo DPPH metodu rezultatai

3.37. lentelé. Antioksidacinio aktyvumo tyrimo DPPH metodu palyginamieji tirpalai

Palyginamasis tirpalas Sviesos sugertis, Asisnm
1 1,012

1,038

0,998

1,019

1,235

1,074

OO Bl WIN

3.38. lentelé. Antioksidacinis aktyvumas DPPH radikala slopinant ksantanu priklausomai nuo anglies

Saltinio YM-T terpéje bei iSsodinimui naudoto tirpiklio

Anglies Saltinis Palygi- Sugertis po Sugertis po | Sugertis po
YM-T terp¢je Tirpiklis namasis 10 min, 60 min, 240 min,

tirpalas As15nm As15nm As15nm

Gliukoze Acetonas 3 0,882 0,861 0,834
DPPH slopinimas (%) 11,62 13,73 16,43
Gliukozé Izopropanolis 2 0,871 0,851 0,842
DPPH slopinimas (%) 16,09 18,02 18,88
Gliukoz¢ Bioetanolis 6 0,995 0,991 0,951
DPPH slopinimas (%) 7,36 7,73 11,45
Laktoze Acetonas 3 0,873 0,818 0,744
DPPH slopinimas (%) 12,53 18,04 25,45
Fruktozé Acetonas 4 0,800 0,746 0,717
DPPH slopinimas (%) 21,49 26,79 29,64
Fruktozé Izopropanolis 1 0,888 0,797 0,862
DPPH slopinimas (%) 12,25 21,25 14,82
Fruktoze Bioetanolis 6 0,951 0,905 0,874
DPPH slopinimas (%) 11,45 15,74 18,62
Manozé Acetonas 1 0,817 0,753 0,774
DPPH slopinimas (%0) 19,27 25,59 23,52
Manozé Izopropanolis 2 0,822 0,771 0,739
DPPH slopinimas (%0) 20,81 25,72 28,81
Ksiloze Izopropanolis 3 0,859 0,799 0,769
DPPH slopinimas (%) 13,92 19,94 22,95
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Atsizvelgiant ] anglies Saltinj YM-T terp¢je, nusodinimui panaudotg tirpiklj ir slopinimo
laika, didziausiu antioksidaciniu poveikiu pasizyméjo ksantanas, nusodintas acetonu, 0 anglies
Saltiniu panaudojus fruktoze. Siuo atveju DPPH slopinimas po 240 minudiy buvo 29,64 %.
Maziausias slopinimas stebimas, kai terpéje anglies Saltinis buvo gliukozé, o ksantanas

nusodintas bioetanoliu. 7,36 % slopinimas stebimas po 10 min.

3.39. lentelé. Antioksidacinis aktyvumas DPPH radikalg slopinant ksantanu priklausomai nuo azoto

Saltinio YM—T terpé¢je bei iSsodinimui naudoto tirpiklio

Azoto Saltinis Tirpiklis Palygi- Sugertis po Sugertis po Sugertis po
YM-T terp¢je namasis 10 min, 60 min, 240 min,

tirpalas As15nm As15nm As15nm
Peptonas i$ mésos Acetonas 5 0,934 0,914 0,888
DPPH slopinimas (%) 24,37 25,99 28,1
Peptonas i§ mésos | lzopropanolis 5 1,010 0,956 0,862
DPPH slopinimas (%) 18,22 22,59 30,2
Peptonas i$ sojos Acetonas 3 0,878 0,837 0,807
DPPH slopinimas (%) 12,02 16,13 19,14
Peptonas is sojos | lzopropanolis 4 0,954 0,902 0,862
DPPH slopinimas (%) 6,38 11,48 15,41
Triptonas Acetonas 5 1,013 0,991 0,929
DPPH slopinimas (%) 17,98 19,76 24,78
Triptonas Izopropanolis 3 0,825 0,800 0,787
DPPH slopinimas (%) 17,33 19,84 21,14

Pakeitus YM-T terpéje azoto Saltinj peptonu, iskirtu i§ mésos, ir nusodinus ksantang
izopropanoliu, gautas didziausias (30,2 %) DPPH radikalo slopinimas, kuris buvo stebimas po
240 minuciy. MaZiausiai antioksidacinémis savybémis pasizyméjo ksantanas, nusodintas
izopropanoliu, o terpéje azoto $altiniu panaudojus peptong i§ sojos. Slopinimas po 10 minuciy

sieké 6,38 %.

52



3.40. Lentelé. Antioksidacinis aktyvumas DPPH radikalg slopinant ksantanu priklausomai nuo anglies ir

azoto Saltiniy YM-T terpéje bei iSsodinimui naudoto tirpiklio

Anglies ir azoto Tirpiklis Palygi- Sugertis po Sugertis po | Sugertis po
Saltinis YM—T namasis 10 min, 60 min, 240 min,
terpéje tirpalas A5150m A5150m As15nm
Gliukoze—3g/I Izopropanolis
mieliy ekstrakto 5 1,013 0,969 0,900
DPPH slopinimas (%) 17,98 21,54 27,13
Sacharozé—3g/I Acetonas 4 0,868 0,791 0,748
mieliy ekstrakto
DPPH slopinimas (%) 14,82 22,37 26,59
Sacharozé—3g/I Izopropanolis 2 0,859 0,825 0,766
mieliy ekstrakto
DPPH slopinimas (%) 17,24 20,52 26,2
Laktozé—3g/I Acetonas 4 0,849 0,796 0,766
mieliy ekstrakto
DPPH slopinimas (%) 16,68 21,88 24,83
Laktozé—3g/I Izopropanolis 1 0,858 0,768 0,790
mieliy ekstrakto
DPPH slopinimas (%) 15,22 24,11 21,94
Fruktozé—peptonas | Izopropanolis 3 0,881 0,864 0,792
1§ me&sos—mesos
ekstraktas
DPPH slopinimas (%) 11,72 13,43 20,64
Fruktozé—peptonas | Bioetanolis 6 0,926 0,904 0,882
1§ mésos—mieliy
ekstraktas
DPPH slopinimas (%) 13,78 15,83 17,88

Keiciant anglies ir azoto Saltinius, didziausias 27,13 % slopinimas gautas, kai mieliy
koncentracija buvo padidinta iki 3 g/l, anglies Saltiniu terp¢je naudota gliukoze, o nusodinimas
vykdomas izopropanoliu. Sis slopinimas stebétas po 240 minudiy. MaZiausiu antioksidaciniu
poveikiu pasizyméjo ksantanas, nusodintas izopropanoliu. DPPH radikalo slopinimas po 10
minuciy buvo 11,72 %, kai anglies Saltinis terp¢je buvo fruktozé, azoto — peptonas i§ mésos bei
meésos ekstraktas.
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3.41. lentelé. Antioksidacinis aktyvumas DPPH radikalg slopinant ksantanu priklausomai nuo priedo

YM-T terp¢je bei i§sodinimui naudoto tirpiklio

YM-T terpés Tirpiklis Palygi- Sugertis po Sugertis po | Sugertis po
priedas namasis 10 min, 60 min, 240 min,

tirpalas As15nm As15nm As15nm

Amonio citratas Acetonas 1 0,935 0,829 0,849

DPPH slopinimas (%) 7,61 18,08 16,11

Amonio citratas | Izopropanolis 2 1,004 0,940 0,919

DPPH slopinimas (%) 3,28 9,44 11,46

Amonio citratas Bioetanolis 4 0,870 0,817 0,796

DPPH slopinimas (%) 14,62 19,82 21,88

L-glutamo ragstis Acetonas 2 0,924 0,868 0,856

DPPH slopinimas (%) 10,98 16,38 17,53

Amonio citratas + Acetonas 1 0,841 0,754 0,749
L-glutamo raigstis

DPPH slopinimas (%) 16,9 25,49 25,99

Amonio citratas + | Izopropanolis 6 0,929 0,896 0,864
L-glutamo ragstis

DPPH slopinimas (%) 13,5 16,57 19,55

Kei¢iant YM-T terpés priedus, geriausius rezultatus slopinant DPPH radikalg parodé
ksantanas, nusodintas acetonu terpéje, kurioje buvo amonio citrato ir L-glutamo raigsties misinio.
Slopinimas po 240 minuciy buvo 25,99 %. 3,28 % slopinimas po 10 minuciy buvo maziausias,
Siuo atveju nusodinimas buvo vykdomas izopropanoliu, o terpés priedas buvo amonio citratas.

Taigi, atlikus tyrimus pastebéta, kad laikui bégant ksantano antioksidacinis aktyvumas
did¢ja. Didziausias ksantano antioksidacinis poveikis pastebétas pakeitus YM-T terpéje azoto
Saltinj peptonu, i$skirtu i§ mésos ir nusodinus ksantang izopropanoliu. Maziausias slopinimas

stebimas YM-T terpé¢je pridéjus amonio citrato priedo.

3.3. Ksantano antioksidaciniy savybiy tyrimo pagal linolo riaigstj rezultatai

3.42. lentelé. Ksantano koncentracijos jtaka antioksidaciniam aktyvumui

Sviesos sugertis esant skirtingoms ksantano koncentracijoms, Azzanm
0,2 g/l 0,4 g/l 0,6 g/l
0,738 0,224 0,189
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Gauti rezultatai rodo, jog didéjant ksantano koncentracijai linolo riigsties sistemoje, Sviesos
sugertis mazéja, o tai reiskia, kad antioksidacinis aktyvumas did¢ja. Kishk ir Al-Sayed atliktos
studijos rodo tokj patj rezultata, didéjant ksantano koncentracijai, didéja antioksidacinis

aktyvumas [57].

3.43. lentelé. pH jtaka antioksidaciniam aktyvumui

Kontentracija Sviesos sugertis esant skirtingimies pH, Azz4nm
g/l 3 5 7 9 11
0,2 0,217 0,138 0,738 0,121 0,115
0,4 0,210 0,153 0,224 0,247 0,207
0,6 0,419 0,525 0,189 0,171 0,391

3.44. lentelé. Temperatiros jtaka antioksidaciniam aktyvumui

Koncentracija Sviesos sugertis esant skirtingoms temperatiiroms, A234nm
g/l 30°C 40°C 50°C 70°C 90°C
0,2 0,202 0,226 0,255 0,454 0,239
0,4 0,307 0,225 0,335 0,168 0,359
0,6 0,199 0,354 0,466 0,204 0,412

Tiriant pH ir temperatiros jtaka antioksidaciniam ksantano aktyvumui mazéjancios ar
did¢jancios tendencijos keiCiant §iuos parametrus nepastebéta. Didziausiu antioksidaciniu
aktyvumu pasizymejo tiriamasis tirpalas, kurio koncentracija buvo 0,2 g/l, o pH=11, maziausiu —
kai koncentracija buvo 0,6 g/l, o pH=7. Tiriant temperatiiros jtaka didziausias antioksidacinis
aktyvumas buvo inkubuojant 0,4 g/ koncentracijos tirpalg 70 °C temperatiiroje, o maZiausias —
inkubuojant 0,6 g/l koncentracijos tirpala 50 °C temperatiiroje. Kishk ir Al-Sayed atliko tyrimus,
kai ksantano koncentracija buvo 0,2 g/, ir jie nustaté, kad did¢jant pH, did¢ja antioksidacinis

aktyvumas, o didéjant temperatirai, aktyvumas mazéja [57].

3.4. Ksantano antioksidaciniy savybiy tyrimo slopinant vandenilio peroksida rezultatai

Teigiamy rezultaty nepastebéta. Po 30 minuciy palyginamojo tirpalo $viesos sugertis buvo

mazesné nei tiriamojo.
3.5. Ksantano oksidaciniy savybiy tyrimo nustatant peroksido verte rezultatai

Teigiamy rezultaty nepastebéta. Skirtumo tarp sunaudoto Na,S,03-5H,0 Kiekio titruojant

palyginamajj ir tiriamajj méginius nebuvo.

55



4. REKOMENDACIJU DALIS

Norint padidinti ksantano gamybos iSeiga, rekomenduojama laikytis sudarytos principinés
aparatiirinés schemos.

I rezervuarg R-1 iScentriniu siurbliu S-1 tickiama YM terpé (T-1), kuri prie§ tai
sterilinama autoklave AU-1, kartu su Xanthomonas campestris bakterijy kolonijomis (B). R-1
rezervuare rekomenduojama palaikyti 28 °C temperatiirg. R-1 rezervuaro misinys iScentriniu
siurbliu S-2 transportuojamas j R—2 rezervuarg. Lygiagre€iai j rezervuarag R-2 yra tiekiama
YM-T terpé¢ (T-2), kuri pries tai sterilinama autoklave AU-2. T-2 terpéje rekomenduojama
naudoti fruktozés anglies Saltinj, peptono, i$skirto i§ mésos, azoto Saltinj arba j terpg pridéti L-
glutamo riigties. R—2 rezervuare turéty biiti palaikoma 28 °C temperatiira. R—2 rezervuaro
misinys kartu su produkcijos terpe (T-3), kuri pries tai sterilinama autoklave AU-3, iScentriniu
siurbliu S-3 tiekiami j fermentatoriy F, kuriame rekomenduojama palaikyti 28 °C temperatiira.
Norint nustatyti ir stebéti biomasés koncentracija, periodiskai imami méginiai. Po fermentacijos
miSinys yra kaitinamas kaitintuvu K tam, kad padidéty ksantano tirpumas, sumazéty terpés
klampa, degraduoty X. campestris lastelés ir fermentai, galintys paveikti biopolimera. Toliau
misinys transportuojamas j centrifuga C-1, kur pasalinamos bakterijy lastelés ir kitos priemaisos.
Susidariusios nuosédos yra pasalinamos kaip atlieckos A-1. Norint suzinoti sausos biomasés
kiekj, rekomenduojama atlickas A-1 iS§dziovinti ir pasverti. Supernatantas kartu su NaCl (N)
iScentriniu siurbliu S-5 tiekiamas j rezervuarg R-3. Ksantanas i§ supernatanto nusodinamas
tirpikliu TP rezervuare R—4. Kaip tirpiklj rekomenduojama naudoti acetong. MiSinys iScentriniu
siurbliu S—6 transportuojamas j centrifuga C-2. Tirpiklis pasalinamas kaip atliekos A-2, 0
gautos ksantano nuosédos iSdziovinamos liofilizatoriuje L. Ksantanas susmulkinamas

smulkintuvu S ir supakuojamas pakavimo jrenginiu PI.

4.1. lentelé. Ksantano gamybos principinés aparatiirinés schemos medziagy/terpiy Zymeéjimas

Zyméjimas Medziaga/terpé

A-1 Biomasés atliekos

A-2 Tirpiklio atliekos
B Xanthomonas campestris bakterijy kolonijos
N Natrio chloridas

T-1 YM terpé

T-2 YM-T terpe

T-3 Produkcijos terpé

TP Tirpiklis
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4.2. lentelé. Ksantano gamybos principinés aparatiirinés schemos jrenginiy Zymeéjimas

Zyméjimas Irenginys
AU-1, AU-2, AU-3 Autoklavas
C-1,C-2 Centrifuga
F Fermentatorius
K Kaitintuvas
L Liofilizatorius
Pl Pakavimo jrenginys
R-1, R-2, R-3 Rezervuaras su maisykle
R-4 Rezervuaras
S-1, S-2, S-3, S—4, S-5, S-6, S-7 IScentrinis siurblys

S-1 S-2 s-3
B T T
A\ 4 A4 O
AU-1 J@ AU-2 J@ AU-3
T-1 R-1 T-2 R-2 T3
TP N A-1 : :
s-5 T < > F
/\ O
NV
6 c-1
R-3
c-2
S-7 A
AN — X
R-4 S
L
[
A2 |:|

Meéginiai

4.1. pav. Ksantano gamybos principiné aparattriné schema
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ISVADOS

. Atlikus ksantano gamybos optimizavimo tyrimus ir palyginus jvairiy Xanthomonas
campestris mitybinés terpés anglies Saltiniy jtaka ksantano iSeigai, rezultatai parodé, kad
geriausiai tam tinkantis buvo fruktozés anglies Saltinis, kai biopolimeras nusodintas acetonu.

. Optimizavus gamybos procesg kei¢iant Xanthomonas campestris mitybinés terpés azoto
Saltinj, didziausia ksantano iSeiga gauta, kai azoto Saltinis buvo peptonas i§ mésos, o
nusodinimui naudotas acetonas.

. Jvertinus optimalig iSeigg, gautg kei¢iant Xanthomonas campestris mitybinés terpés anglies ir
azoto Saltinius, duomenys parodé, kad didziausia ksantano iSeiga gauta terpéje panaudojus
laktoze bei padidinus mieliy koncentracijg nuo 1,5 g/l iki 3 g/l, o biopolimera nusodinus
acetonu.

. Palyginus skirtingy Xanthomonas campestris mitybinés terpés priedy poveikj ksantano
gamybos procesui, gauta, kad daugiausiai biopolimero nusodinta acetonu j terpe pridéjus L-
glutamo rugsties.

. Ivertinus ksantano antioksidacinj aktyvumg pagal linolo raigstj nustatyta, kad didéjant
biopolimero  koncentracijai tirpale, antioksidacinis aktyvumas didé¢ja. Didziausiu
antioksidaciniu aktyvumu pagal linolo rhgstj pasizyméjo ksantano tirpalai, kuriy
koncentracija buvo 0,2 g/l, o pH=11, bei 0,4 g/l koncentracijos tirpalai 70 °C temperatiiroje.
Didziausias ksantano antioksidacinis poveikis slopinant DPPH radikalg pasireiské¢ po 240
minuciy, kai biopolimero gamybos procese buvo naudotas peptono i§ mésos azoto Saltinis, 0
nusodinimui naudotas izopropanolis.

. IStyrus tirpikliy poveiki ksantano nusodinimui, geriausius iSeigos rezultatus parodé atvejai,
kai buvo naudotas acetonas.

. Atsizvelgus ] atrinktas optimalias salygas sudaryta ksantano gamybos aparatiiriné schema
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