
APTEFF, 31, 1-748 (2000)
UDC 663.18: 547.815

BIBLlD: 1450-7188, (2000) 31, pp. 559-565

BIOSINTEZA KSANTANA NA OBOGACENOJ VODI
OD ISPlRANJA TROPA

Sinisa L. Markov, Ielena M. Dodic, Dragoljub D. Cvetkovic,
Svetlana B. Milosevic, Vesna 1. Marjanovic, Sinisa N Dodic

U podlogu za biosiniezu, Cija je osnova voda od ispiranja tropa (kao izvor ugljenika, azota,
mikroelemenata i faktora rasta), dodavani su ekstrakt kvasca, limunska kiselina i mikroelementi.
lspitan je utica]navedenih dodataka podlozi na produkciju ksantana vlastitimsojem i referentnim
reizolatom.

Utvrdenoje da inicijalnisadriajazota u vodi ad ispiranja tropanijedovoljanpa sedodavanjem
ekstraktakvasca,do 0,38% ostvarujuboljiprinosi.Pozitivan efekatnaprinos ostvarujesedodatkom
mikroelemenata kao i dodatkom limunske kiseline. U svim primenjenim podlogama, pod istim
eksperimentalnim uslovima, veriprinosi su ostvarenireferentnimsojem.

KLJUCNE RECI: Ksantan, biosinteza, voda od ispiranja tropa

UVOD

Zahvaljujuci specificnim osobinama, prirodni polisaharidi i njihovi derivati siroko su
primenjivi u brojnim granama industrije. Pored uobicajcno primenjivanih polisaharida biljnog
porekla, poslednjih decenija sve veca paznja poklanja se polisaharidima mikrobioloskog
porekla. sobine ovih biopolimera u vecoj meri odgovaraju zahtevima nekih savremenih
tehnologija. Njihova proizvodnja ne zavisi od faktora spoljasnje sredine, a zasniva se na
konverziji nuzproizvoda iIi otpadnih materijala prehrambenih tehnologija. lako rezultati
naucnih istrazivanja pokazuju da polisaharidi mikrobioloskog porekla mogu uspesno zameniti
neke od biljnih polisaharida, svrha njihove proizvodnje nije zamena biljnih biopolimera, vee
prosirenje podrucja primene prirodnih polisaharida.

Ksantan je, komercijalno gledano, najznacajniji mikrobioloski polisaharid. Od momenta
njegovog otkrica, koje se pripisuje istrazivackom timu iz NRRL, Peoria (1), on ne prestajc da
zaokuplja paznju istrazivaca, Prema procenama, aktuelne potrebe za ksantanom na svetskom
trzistu rastu godisnjom stopom 5-10% (2), a njegova se primena, u raznovrsnim proizvodima
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i granama industrije, brzo i neprestano siri. Zbog jedinstvenog, pseudoplasticnog ponasanja
njegovih vodenih rastvora u sirokom opsegu temperature i pH, ovaj biopolimer ima primenu
u agrohemiji, prehrambenoj, kozrnetickoj i naftnoj industriji (3). Neka novija istrazivanja
pokazuju da ksantan moze biti primenjivan i u farmaceutskoj industriji (4, 5).

Biosinteza ovog heteropolisaharida je genetska karaktcristike mikroorganizma
Xanthomonas campestris i ne zavisi od izvora ugljenika (6). Ukoliko koncentracija secera ne
prelazi 2%, na raznim tipovima podloge zapazen je stepen konverzije od 90% u odnosu na
lako usvojive ugljene hidrate kao sto su glukoza, maltoza, maltotrioza (7). Minimalan sadrzaj
azota u podlozi je 0,02% (8, 9), a izvor azota ima limitirajuci efekat na produkciju biopolimera.
Na prinos i kvalitet nastalog biopolimera utice sadrzaj Iimunske kiselinc u sintetickoj podlozi.
Za biosintezu je neophodno obezbediti stalnu aerobnu sredinu, a optimalna vrednost pH je
izrnedu 6,5-7,5 (2).

Cilj ovog rada jc ispitivanje mogucnosti prirnene obogacenc vode od ispiranja tropa za
biosintezu ksantana.

EKSPERIMENTALNI DEO

U ovim istrazivanjima koriscene su sledecc podloge:
1) za cuvanjc, odrzavanje i osvezavanje ksantanogenih sojcva: YM agar (Difco) sa dodatkom

CaC0 1;

2) za priprernu inokuluma - osnovna podloga: voda od ispiranja tropa sa dodatkom
MgSO.

jx7H20 (0,02%) i K2HP04
(0,4%);

3) za biosintezu: osnovna podloga obogaccna ekstraktom kvasca (0,38%), limunskom
kiselinom (0,21%) i/ili smesorn mikroelcmenata (10).
Rastvori dodavanih soli kao i rastvori za obogacivanje odvojcno su stcrilisani i dodavani

u sterilisanu vodu od ispiranja tropa ncposredno pred zasejavanjc. Inicijalne vrednosti pH
podloge za biosintezu korigovane su na potrebnu vrednost sterilnim rastvorima 2M Hel iii
2MKOH.

U ovim istrazivanjirna primcnjeni su ksantanogcni sojcvi iz zbirke kultura predmcta
Mikrobiologija, Tehnoloski fakuItet, Novi Sad. Soj Am je rcizolat iz liofilizovane refcrcntne
kulture Xanthomonas campestris NRRL-1459. Soj R2()~()jll-:l111 ( u daljem tekstu 11-3m) izolovan
je iz prirodnog materijala, naseg okruzenja,

Inokulum je pripreman dvostrukim pasaziranjem, u toku 24-32h na 28°C, u podlozi za
inokulum uz mesanje (300 o/rnin). Biosinteze su izvedene u bocama (zaprcmine 500 ml) sa
prinudnom aeracijom (1000 l/l/h), na tempcraturi 28-30°C, u trajanju do 96 h, na rotacionoj
tresilici. Uzorkovanje fermcntacione tecnosti, pod stcrilnim uslovima, izvedcno jc jcdnom
dncvno, uz predhodnu nadoknadu gubitka mase nastalog tokom biosinteze,

Ksantan jc, iz fcrmentacionc tecnosti izdvajan, na hladno, uz mesanje, dodavanjem
mctanola do koncentracije od 60% (rn/m) (11), i zasiccnog rastvora KCI do 1% (12). Uzorci
su, zatim, cuvani 24h na tcmpcraturi 4°C, a potom centrifugovani (3500 o/min) u toku 15 min.
Izdvojcni talog susen je do konstantne masc na 60°C. Masa dvostruko talozenog ksantana
mcrena jc nakon rastvaranja taloga dobijcnog opisanim postupkom u dcstilovanoj vodi do
pocetne zaprcminc, i ponovnog izdvajanja. Viskoznost fcrmcntacione tecnosti odredivana jc
iz odnosa napona smicanja i brzine smicanja. Promcne napona smicanja u funkciji brzine
smicanja mercnc su rotacionim viskozimctrom Rotovisco RV-20, Haake (13).

Sadrzaj redu kujucih secera u fcrmcntisanoj tccnosti odrcdivan je metodom sa
dinitrosalicilnom kiselinom (14) na osnovu njihovog sadrzaja u supernatantu koji jc dobijen
tokom izdvajanja ksantana. Sakupljcni supcrnatanti su upareni pod snizcnim pritiskom do
mase fcrmcntacionc tecnosti.
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REZULTATI I DISKUSlJA

Za utvrdivanje uticaja dodatog ekstrakta kvasca i limunske kiseline sa mikroelementima
na biosintczu ksantana koriscene su sledecc podloge: osnovna podloga (proba 1 iIi I), osnovna
podloga obogacena ekstraktom kvasca (proba 2 iIi II) i osnovna podloga obogacena limunskom
kiselinom i smesom mikroclcmenata (proba 3 iii III). U ekspcrimentima sa sojem Am (probe
1,2 i 3) koriscena je voda od ispiranja tropa (suva materija 2,20%; rastvorijivi proteini 0,15%;
redukujuci seceri 1%) sa nizim sadrzajcm rastvornih proteina i redukujucih secera, u odnosu
na vodu od ispiranja tropa (suva matcrija 4,70%; rastvorljivi proteini 0,3%; rcdukujuci scceri
2%) koja jc koriscena u oglcdima sa sojern 11-3m (probe I, II i III).

Vrednost pH u osnovnoj podlozi na pocctku procesa sa sojem Am bila je 7,30. Isti
paramctar u osnovnoj podlozi obogacenoj ekstraktom kvasca bio je 7,15, dok je u podlozi
obogaccnoj limunskom kiselinom i mikroelementima vrednost pH korigovana sa 5,30 na
7,40. Po isteku 72h fcrmentacije vrednost pH je u probama 1 i 2 pala ispod vrednosti optimalne
za biosintezu (slika 1), sto ukazuje da jc u toku narednih 24h biosinteza minimalna. U probi
3 vrednost pH je i po isteku 96h ferrncntacijc bila u okviru vrednosti optimalnih za biosintczu.
Prinos ksantana u probi 2 jc najveci (slika 1), sto ukazuje na cinjenicu da veca kolicina izvora
azota u podlozi obezbeduje i vcci prinos ksantana. Ovakvi rezultati potvrduju cinjenicu da
kolicina azota u osnovnoj podlozi limitira rast biomase u prvoj fazi ferrnentacije cime je
znacajno smanjcna produkcija biopolimera (2). Kolicina redukujucih secera utrosena tokom
fcrmentacije znacajno je manja od kolicine ovih materija prisutnih u vodi od ispiranja tropa.
Ovo ukazuje na cinjcnicu da kolicina ugljenika koja je na raspolaganju mikroorganizmu nije
limitirajuci faktor biosinteze (slika 1).

Vrednost pH podloge na pocetku fermentacije sa sojem 11-3m u probi I iznosila je 7,5.
U probi II ova vrednost je bila 7,4 , dok je u probi 1lI vrednost pH korigovana sa 5,3 na 7,4.
U podlogama bez limunske kiselinc i mikroelcmenata (probe I i II) vrednost pH jc pala ispod
vrednosti optimalne za biosintczu ksantana vee nakon 72h, dok je u probi III i nakon 96h u
optimalnim granicama za biosintezu (slika 2). Najvcci prinos ksantana ostvaren je u podlozi
sa limunskom kiselinom i mikroelementima u kojoj tokom fermcntacije nije bilo drasticnih
promena vrednosti pH (slika 2). Prinosi ksantana su u probama I i III vcci nego u probama
I i 3, verovatno zahvaljujuci cinjcn ici da su pod loge za cksperimente sa sojem
11-3m bogatije azotom i ugljenikom u odnosu na podlogc za eksperimente sa sojern Am.
Vece kolicine azota obezbeduju vise biomase, koja trosi vise izvora ugljenika i dajc vccu
kolicinu ksantana. U probi II prinos ksantana je manji u odnosu na prinos u probi 2. Ovo
ukazuje na inhibitorni efekat vecih kolicina azota na prinos biopolimera, jer utrosak izvora
ugljenika u periodu 72-96h ukazuje na njegovo dobro iskoriscenje u probi 11, a sto je u
saglasnosti sa literaturnim podacima (7-9).

Na osnovu podat aka dobijenih pracenjcrn kinetike biosinteze sojevima Am ill-3m,
zapazaju sc razlike u prinosu u pojcdinacnim Iermentacijarna, sto je vcrovatno posledica
snizenja vrednosti pH.

U cilju utvrdivanja produktivnosti primenjivanih sojeva izvedene su biosintcze pod istim
eksperimentalnim uslovima. Biosinteze su vodene u tri razlicite vrstc podloge: osnovna
podloga, osnovna podloga obogacena eksteraktom kvasca i osnovna podloga u kojoj je
koriscena voda od ispiranja tropa sa nizim sadrzajem azota i ugljenika. S obzirom da su
predhodni ogledi pokazali neznatne razlike ispitivanih parametara izrncdu 72h i 96h
fermentacije, biosinteza je trajala 72h.

Pocetne vrcdnost pH podloga za soj Am bile su 7,4. Za soj 11-3m pocetne vrcdnosti pH
podloga su se medusobno razlikovale: osnovna podloga 7,55, osnovna podloga obogacena
ekstraktom kvasca 7,3 i osnovna podloga sa nizim sadrzajern izvora ugljcnika i azota 7,4.
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Slika 2. Uticaj ekstrakta kvasca i limunske
kiseline sa mikroelementima

na biosintezu ksantana sojcm II-3m



U Tabeli 1 su date vrednosti parametara odredene nakon 72h fermentacije. Najveci prinos
ostvaren je u podlozi sa ekstraktom kvasca, nesto manji je u osnovnoj podlozi, a najmanji u
podlozi sa nizim sadrzajern izvora azota i ugljenika. Zapaza se da je produktivnost soja Am
nedvosmisleno veca, mada po padu vrednosti pH fermentisane mase to nije ocigle.dno.
Vrednost pH podlogc koja je siromasnija csencijalnim clemcntima u 72h jos uvek jc u
optimalnom opsegu za biosintezu. Visoko iskorisccnje izvora ugljenika u istim ogledima
ukazuje na limitiranost biosinteze u ovoj podlozi nedovoljnim kolicinama secera.

Tabela 1. Rczultati ispitivanja fermentisanih tecnosti nakon 72h fermcntacije

SOJ Am Sojll-3m

Podloga Osnovna Podloga Podloga Osnovna Podloga sa
sa podloga sa nizirn sa podloga nizim

ekstraktom sadrzajcm ekstraktom sadrzajcm
kvasca C, N kvasca C,N

Vrednost pH 6,40 5,85 6,75 6,30 5,95 6,80

Utrosak secera
79,63 71.53 86,76 74,84 63,8 84,79

[g/lOOml podlogc]

Masa ksantana [%] 2,22 1,97 1,625 1,99 1,745 1,555

Rezultati dvostrukog talozenja ksantana ukazuju da slozenost podlogc uvecava razliku
prinosa biopolimera jednom i dvaput talozenog ksantana. Slika 3 pokazuje razliku prinosa
ksantana nakon jednostrukog i dvostrukog talozenja biopolimera iz fermentisane tecnosti.
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Slika 3. Prinosi ksantana nakon 72h

Za oba primenjivana soja, u sve tri primenjene podloge je na kraju biosinteze izvrsena
analiza promena viskoznosti fermentisane tecnosti u funkciji brzine smicanja. Rezultati ovih
odrcdivanja prikazani su na slici 4 .

Najveca viskoznost pri svim brzinama smicanja zapaza se kod podloge sa ekstraktom
kvasca koja je fermentisana sojem Am, a najmanja viskoznost zapazena je kod iste podloge
fermentisane sojcm II-3m. Ostale ferrnentisane tecnosti imaju bliske vrednosti viskoznosti
za sve primenjcne brzine smicanja. Dobijene vrednosti viskoznosti u podlogama koje su
Ierrnentisanc sojcm Am u skladu su sa ostvarenim prinosima u datim podlogama. Kod
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podloga fermentisanih sojem 11-3m to nije slucaj, Poznato je da viskoznost rastvora ksantana
nije jednoznacno odredena koncentracijom biopolimera, vee u velikoj meri zavisi i od sadrzaja
piruvata ugradenog u bocne grane molekula kao i od raspodele molekulskih masa ksantana.
Ispoljene razlike u viskoznosti fermentisanih tecnosti sojem 11-3m verovatno poticu od
sadrzaja piruvata u biopolimeru, a moguce je i da zavise od uredenosti strukture nastalog
ksantana.

a - osnovnapodlogasa ekstraktom;soj A

b - osnovnapodlogasa ekstraktom soj II-3m

C - OSI1O\11apodloga;so] A

d - osnovnapodloga;soj II-3m

e - osnovna podloga sa nizim sadrzajem secera: sojA

f - osnovna podloga sa nizim sadrzajem secera: soj ll-3m
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Slika 4. Promene viskoznosti fermentisanih tecnosti nakon 72h
procesa u funkciji brzine smicanja

ZAKUUCAK

Sadrzaj izvora ugljenika u podlozi direktno utice na prinos ksantana, a za ekoloski
prihvatljivu proizvodnju potrebno je odrediti stepen iskoriscenja izvora ugljenika za svaki soj
pod datim uslovima.

U zavisnosti od inicijalnog sadrzaja azota u vodi od ispiranja tropa zavisi i kolicina ekstrakta
kvasca koju je neophodno dodati.

Veci prinosi ksantana se ostvaruju ukoliko se u vodu dodaju mikroelementi.
Dodatkom limunske kiseline u osnovnu podlogu usporava se pad vrednosti pH uz

porast iskoriscenja secera, time se ostvaruje veci prinos ksantana.
U svim primenjenim podlogama veca produktivnost se ostvaruje ukoliko je proizvodni

mikroorganizam referentni soj.
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XANTHAN BIOSYNTHESIS ON ENRICHED WATER
FOR SPENT GRAINS WASHING

Sinisa L. Markov, Ielena M. Dodic, Dragoljub D. Cvetkovic,
Svetlana B. Milosevic, Ve~na J Marjanovic, SinisaN. Dodic

Yeast extract, citric acid and microelements were added in biosynthesis medium based on
enriched spent grains liquor (as the source of C and N atoms as well as microelements and
growing factors). Influence of these supplements on production of xanthan by itself strain
and reisolation strain was studied.

The initial content of nitrogen in the last running spent grains liquor was not enough,
but with adding of yeast extract, the xanthan yield had better results. Better effects on
xanthan yield were realized with adding of microelcments and citric acid as well. The better
results of xanthan yield are obtained with Am strain in all testing broths.
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