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PIOTR JANAS, ZDZIS AW TARGO SKI  

WP YW RÓD A W GLA I AZOTU NA PRODUKJ  KSANTANU 
I ENZYMÓW ZEWN TRZKMÓRKOWYCH PRZEZ 

PENICYLINOOPORNEGO MUTANTA  
XANTHOMONAS CAMPESTRIS 

 

S t r e s z c z e n i e 

 

Zbadano wp yw ród a w gla i azotu na produkcj  ksantanu i enzymów zewn trzkomórkowych przez 

penicylinoopornego mutanta Xanthomonas campestris. Dobrymi ród ami w gla do produkcji ksantanu 

by y maltodekstryny, sacharoza, glukoza, celobioza, inulina i maltoza. Najwy sze st enia ksantanu uzy-

skano po hodowlach w obecno ci 3% dodatku maltodekstryn i sacharozy. W hodowlach tych oznaczono 

te  wysokie aktywno ci enzymów zewn trzkomórkowych (inulinazy, inwertazy, -amylazy). Najlepszym 

ród ami azotu do produkcji ksantanu przez X. campestris PPJ4 by y: siarczan(VI) amonu i mocznik. 

 

S owa kluczowe: Xantomonas campestris, ksantan, ród o w gla, ród o azotu, enzymy zewn trzkomór-

kowe 

 

Wst p 

Dzi ki swoim w a ciwo ciom liczne polisacharydy wyst puj ce w przyrodzie 

znalaz y szerokie zastosowanie w dzia alno ci cz owieka. Zwi zki te pozyskiwane s  

na du  skal  z surowców ro linnych. Obecnie du ym zainteresowaniem ciesz  si  te  

polisacharydy pochodzenia mikrobiologicznego, takie jak ksantan, dekstran czy pulu-

lan. Atrakcyjno  tych substancji wynika z faktu, e ich wytwarzanie i dost pno  nie 

zale  od warunków zewn trznych, jak pogoda czy po o enie geograficzne. 

Badania przeprowadzone w latach 60. XX w. w USA wykaza y, e bakterie Xan-
thomonas campestris wyizolowane z kapusty wytwarzaj  zewn trzkomórkowy polisa-

charyd o wyj tkowych w a ciwo ciach reologicznych – ksantan, który dzisiaj jest naj-

wa niejszym polisacharydem pochodzenia mikrobiologicznego otrzymywanym na 

skal  przemys ow  [15]. Szacuje si , e roczna wiatowa produkcja gumy ksantanowej 
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wynosi oko o 25000 ton, a popyt na ten polisacharyd na wiecie wzrasta o 5–10% 

rocznie.  

Na skal  przemys ow  ksantan produkowany jest na drodze tlenowej fermentacji 

substratu w glowodanowego, który najcz ciej stanowi : glukoza, sacharoza, melasa, 

skrobia oraz jej kwasowe i enzymatyczne hydrolizaty. Podstawowym szczepem produk-

cyjnym jest obecnie Xanthomonas campestris NRRL B1459, który w warunkach prze-

mys owych wytwarza oko o 12 g/dm3 ksantanu. Prowadzone s  te  liczne badania maj -

ce na celu zwi kszenie ilo ci wytwarzanego przez bakterie ksantanu, popraw  jego jako-

ci oraz obni enie kosztów produkcji. Cele te realizowane s  poprzez otrzymywanie 

i izolacj  nowych wysokoprodukcyjnych szczepów bakterii, jak te  optymalizacj  wa-

runków hodowli np. poprzez zastosowanie nowych alternatywnych róde  w gla. Ju  

w 1977 r. Kidby i wsp. [5] stwierdzili e wysoko produkcyjne dzikie szczepy Xanthomo-
nas campestris cechuje wra liwo  na niektóre antybiotyki. Natomiast pierwsze mutanty 

oporne na bacytracyn  oraz rifampicyn  i charakteryzuj ce si  zwi kszonymi uzdolnie-

niami do produkcji ksantanu otrzymano w latach 80. [7]. U wysoko produkcyjnych mu-

tantów X. campestris stwierdzono ponadto zale no  mi dzy oporno ci  na antybiotyki 

a zmianami zawarto ci bia ek b ony komórkowej [10].  

Celem przeprowadzonych bada  by  dobór optymalnego ród a w gla i azotu do 

produkcji ksantanu i enzymów zewn trzkomórkowych przez penicylinoopornego mu-

tanta Xanthomonas campestris PPJ4, otrzymanego po mutagenizacji promieniami UV 

szczepu X. campestris NRRL B-1459 

Materia  i metody bada  

Mikroorganizm 

Do do wiadcze  u yto penicylinoopornego mutanta Xanthomonas campestris 

PPJ4 wyizolowanego po mutagenizacji promieniowaniem UV szczepu Xanthomonas 
campestris NRRL B1459 i selekcji na pod o u z dodatkiem penicyliny. Bakterie prze-

chowywano na skosach z pod o em YM o sk adzie [g/dm3]: glukoza 20, ekstrakt dro -

d owy 3, pepton mi sny 5, ekstrakt maltozowy 3, agar 20. Odczyn pod o a doprowa-

dzano do warto ci pH 7 przy u yciu 25% roztworu NaOH. Po inkubacji w temp. 30ºC 

przez 72 godz. i wzro cie bakterii skosy przechowywano w temp. 4ºC. Bakterie prze-

szczepiano co miesi c na nowe skosy. 

Warunki hodowli  

Hodowle bakterii prowadzono w kolbach Erlenmeyera o pojemno ci 500 cm3 

wype nionych 100 cm3 pod o a, wg Roseiro i wsp.[12], o sk adzie [g/dm3]: ród o 

w gla (30), ród o azotu (3,4), H3BO3 (0,0072), FeCl3×6H2O (0,0042), K2PO4 

(7,2),CaCO3 (0,029), MgSO4×7H2O (0,24), ZnSO4×7H2O (0,006), kwas cytrynowy 
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(2,0), ekstrakt dro d owy (0,75), pepton mi sny (0,34).W poszczególnych hodowlach 

zmieniano jednocze nie tylko ród o w gla lub azotu. W pierwszej cz ci do wiadcze-

nia w charakterze ród a azotu stosowano (NH4)2SO4 (3,4 g/dm3), natomiast zmieniano 

rodzaj ród a w gla, które stanowi y: glukoza, sacharoza, maltoza, celobioza, laktoza, 

karboksymetyloceluloza, fruktoza, maltodekstryny, sorboza, inulina, kwas laktobiono-

wy, ksyloza, ksylan, chityna oraz zmielone bulwy topinamburu (30 g/dm3). 

W drugiej cz ci do wiadczenia sta ym sk adnikiem pod o a by a glukoza (30 

g/dm3), natomiast zmieniano rodzaj ród a azotu, które stanowi y: siarczan amonowy, 

fosforan dwuamonowy, fosforan jednoamonowy, chlorek amonu, fluorek amonu, azo-

tan amonu, mocznik, namok kukurydziany (3,4 g/dm3). 

Wyj ciowe pH pod o a ustalano na poziomie pH 7 za pomoc  20% roztworu wo-

dorotlenku sodowego. Kolby z pod o em sterylizowano w autoklawie w temp. 110ºC 

w ci gu 30 min. Po och odzeniu kolb z pod o em szczepiono je otrzymanym wcze niej 

inokulum. Inokulum przygotowywano przez przeniesienie steryln  ez  ze skosów 

z pod o em YM komórek mutanta X. campestris PPJ4 do kolb zawieraj cych pod o e 

o sk adzie identycznym z pod o em hodowlanym z dodatkiem 3% glukozy jako ród a 

w gla. Prowadzono hodowle mutanta przez 72 godz. na wytrz sarce rotacyjnej (150 

obr./min) w temp. 30ºC; 8 cm3 zawiesiny komórkowej X. campestris PPJ4 przenoszo-

no do kolb z pod o em hodowlanym. Kolby umieszczano w temp 30ºC na wytrz sarce 

rotacyjnej, ustawiaj c obroty na 150 obr./min. Hodowle prowadzono przez 72 godz. Po 

tym czasie pobierano próby do analiz. 

Precypitacja i oznaczanie st enia ksantanu  

Odwirowane ciecze pohodowlane poddawano precypitacji czystym alkoholem 

etylowym w stosunku 1:2, w obecno ci 1% KCl. Roztwory by y mieszane przez 2 

godz. przy u yciu mieszad a mechanicznego. Nast pnie pozostawiano je na 12 godz. 

w temp. pokojowej. Wytr cony ksantan s czono przez wcze niej zwa on  tkanin  

filtracyjn  Mirocloth (Calbiochem – Szwajcaria). Oddzielony na tkaninie filtracyjnej 

ksantan suszono w temp. 80ºC przez 4 godz. 

Oznaczanie suchej masy komórek  

Ciecze pohodowlane wirowano przy 20000 x g przez 30 min. Odwirowan  bio-

mas  przenoszono ilo ciowo na wcze niej zwa one s czki filtracyjne i przemywano 

niewielk  ilo ci  wody destylowanej. S czki z biomas  suszono w temp. 110ºC do 

uzyskania sta ej masy. 

Oznaczanie aktywno ci enzymatycznych  

W celu oznaczania aktywno ci -amylazy sporz dzano 1% roztwór skrobi w 22,5 

mM buforze fosforanowym o pH 7,2. Do 0,8 cm3 roztworu skrobi dodawano 0,2 cm3 

p ynu pohodowlanego i inkubowano przez 1 godz. w temp. 37ºC. Ilo  uwolnionych 
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cukrów redukuj cych oznaczano metod  kolorymetryczn  przy u yciu odczynnika 

zawieraj cego kwas 3,5-dwunitrosalicylowy (DNS) po pomiarze absorpcji próby wo-

bec odczynnikowej próby kontrolnej. Za jednostk  aktywno ci -amylazy przyj to 

tak  ilo  enzymu, która uwalnia 1 mol cukrów redukuj cych w ci gu 1 min w wa-

runkach reakcji.  

Do oznaczania aktywno ci inwertazy sporz dzano 3,4% roztwór sacharozy 

w 0,1 M buforze Mc Ilwaine’a o pH 6. Do 0,5 cm3 roztworu sacharozy dodawano 

0,5 cm3 p ynu pohodowlanego i inkubowano przez 30 min. w temp 55ºC. Ilo  uwol-

nionych cukrów redukuj cych oznaczano metod  kolorymetryczn  przy u yciu od-

czynnika zawieraj cego kwas 3,5-dwunitrosalicylowy (DNS) po pomiarze absorpcji 

próby wobec odczynnikowej próby kontrolnej. Za jednostk  aktywno ci inwertazy 

przyj to tak  ilo  enzymu, która uwalnia 1 mol cukrów redukuj cych w ci gu 1 min 

w warunkach reakcji.  

W celu oznaczenia aktywno ci inulinazy sporz dzano 2% roztwór inuliny w 0,1 M 

buforze fosforanowym o pH 7. Do 0,8 cm3 roztworu inuliny dodawano 0,2 cm3 p ynu 

pohodowlanego i inkubowano przez 1 godz. w temp 45ºC. Ilo  uwolnionych cukrów 

redukuj cych oznaczano metod  kolorymetryczn  przy u yciu odczynnika zawieraj cego 

kwas 3,5-dwunitrosalicylowy (DNS) po pomiarze absorpcji próby wobec kontroli od-

czynnikowej. Za jednostk  aktywno ci inulinazy przyj to tak  ilo  enzymu, która uwal-

nia 1 mol cukrów redukuj cych w ci gu 1 min w warunkach reakcji.  

Do oznaczania aktywno ci -galaktozydazy sporz dzano 0,01 M roztwór -o-

nitrofenylogalaktozydu ( -nifegalu). Do 0,5 cm3 roztworu -nifegalu dodawano 3,5 cm3 

0,1 M buforu Z (bufor fosforanowy z 1% dodatkiem KCl) o pH 7 i 1 cm3 filtratu poho-

dowlanego i inkubowano przez 30 min w temp. 30ºC. Reakcj  przerywano przez dodatek 

do mieszaniny reaguj cej 1 cm3 1 M roztworu w glanu sodu. Nast pnie dodawano 

10 cm3 wody destylowanej. Pomiaru ekstynkcji dokonywano przy d ugo ci fali 420 nm 

wobec próby odczynnikowej. Za jednostk  aktywno ci enzymu przyj to zmian  ekstynk-

cji mieszaniny reaguj cej w ci gu 1 min w 1 cm3 filtratu pohodowlanego. 

Wyniki i dyskusja 

Najwy sze st enie ksantanu oznaczono w filtratach po hodowlach na pod o ach 

zawieraj cych jako ród o w gla: maltodekstryny (25,48 g/dm3), sacharoz  

(23,73 g/dm3), glukoz  (21,32 g/dm3), celobioz  (20,00 g/dm3), maltoz  (15,33 g/dm3), 

inulin  (16,66 g/dm3) oraz topinambur (9,6 g/dm3) (tab. 1). 

Stwierdzono, e ród em w gla najbardziej stymuluj co wp ywaj cym na efek-

tywny wzrost komórek bakterii by  kwas laktobionowy (4,208 g/dm3) i sacharoza 

(1,6 g/cm3). Wykorzystuj c ten pierwszy substrat otrzymano jednak niskie st enia 

ksantanu (4,73 g/dm3). W przypadku sacharozy wysoki plon biomasy by  skorelowany 

z ilo ci  otrzymanego ksantanu.  
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T a b e l a  1 

 

St enia ksantanu oraz plony biomasy otrzymane po hodowli Xanthomonas campestris PPJ4 na pod o ach 

zawieraj cych ró ne ród a w gla. 

Concentration of xanthan gum and biomass obtained after cultivation of Xanthomonas campestris PPJ 4 

on the medium containing different source of carbon. 

 

ród o w gla 

Source of carbon 

St enie ksantanu [g/dm3] 

Concentration of xanthan gum 

[g/dm3] 

Plon biomasy [g/dm3] 

Biomass [g/dm3] 

Glukoza 

Glucose 
21,32 0,667 

Sacharoza 

Sucrose 
23,73 1,6 

Maltoza 

Maltose 
15,33 0,85 

Celobioza 

Celobiose 
20,00 0,65 

Laktoza 

Lactose 
7,80 0,04 

Fruktoza 

Fructose 
9,00 0,24 

Maltodekstryny 

Maltodextrin 
25,48 0,12 

Sorboza 

Sorbose 
5,00 0,04 

Inulina 

Inulin 
16,66 0,16 

Kwas laktobionowy 

Lactobionic acid 
4,73 4,208 

Ksyloza 

Xylose 
8,26 0,459 

Chityna 

Chitin 
3,93 1,467 

Topinambur 

Yerusalem artichoce 
9,75 0,07 

 

Stosunkowo du  koncentracj  biomasy (0,85 g/dm3) charakteryzowa  si  p yn 

z hodowli, w której ród em w gla by a maltoza. Najni szy plon biomasy (0,04 g/dm3) 

oznaczono po hodowli na pod o u zawieraj cym laktoz  jako ród o w gla. Najwy sz  

aktywno ci  inulinazy (tab. 2) charakteryzowa y si  filtraty otrzymane po hodowli 

z wykorzystaniem ksylozy (0,6318 mol/cm3×min), sorbozy (0,3729 mol/dm3×min), 

topinamburu (0,2060 mol/cm3×min), maltodekstryn (0,1275 mol/cm3×min) oraz 
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fruktozy (0,1263 mol/cm3×min) jako róde  w gla. Stwierdzono natomiast nisk  ak-

tywno  inulinazy (0,0555 mol/cm3×min) w filtracie otrzymanym po hodowli 

w obecno ci inuliny.  

Najwy sze aktywno ci inwertazy oznaczono w filtratach otrzymanych po hodow-

lach w obecno ci maltodekstryn (0,391 mol/cm3×min), celobiozy (0,2243  

mol/cm3×min) oraz sacharozy (0,2032 mol/cm3 ×min). W filtratach otrzymanych po 

pozosta ych hodowlach aktywno ci tego enzymu by y niskie (tab. 2). 

Najwy sz  aktywno  –amylazy stwierdzono w filtratach po hodowlach na mal-

todekstrynach (2,4087 mol/cm3×min), ksylozie (1,7263 mol/cm3×min), celobiozie 

(1,1585 mol/cm3×min) oraz fruktozie (1,0211 mol/cm3×min). Najni sz  aktywno-

ci  –amylazy charakteryzowa y si  filtraty z hodowli prowadzonych z wykorzysta-

niem glukozy (0,0841 mol/cm3×min) i kwasu laktobionowego (0,088 mol/cm3×min) 

jako róde  w gla. W pozosta ych filtratach pohodowlanych aktywno  –amylazy 

by a zbli ona i waha a si  w granicach od 0,1781 mol/cm3×min w przypadku sorbozy 

do 0,2891 mol/cm3×min - laktozy (tab. 2). 

Najwy sz  aktywno ci  -galaktozydazy charakteryzowa y si  filtraty z hodowli 

w obecno ci maltodekstryn (0,01687 U/cm3), inuliny (0,01413 U/cm3) i sacharozy 

(0,01347 U/cm3). Najni sz  aktywno  tego enzymu stwierdzono w filtracie otrzyma-

nym z hodowli prowadzonej na kwasie laktobionowym (0,00077 U/cm3). Nisk  ak-

tywno  -galaktozydazy (0,001567 U/cm3) oznaczono te  w filtracie z hodowli 

w obecno ci laktozy jako ród a w gla (tab. 2). 

Kolejnym etapem pracy by o zbadanie wp ywu ród a azotu na produkcj  ksanta-

nu i enzymów przez Xanthomonas campestris PPJ4. W do wiadczeniu tym hodowle 

prowadzono przy zastosowaniu ró nych róde  azotu i w obecno ci jednego ród a 

w gla, którym by a glukoza (tab. 3 i 4). 

W porównaniu ze st eniem ksantanu (21,32 g/dm3) otrzymanym po hodowli 

z zastosowaniem (NH4)2SO4 adne inne ród o azotu nie spowodowa o wzrostu pro-

dukcji ksantanu przez szczep Xanthomonas campestris PPJ4. Zbli one st enie ksanta-

nu (21,47 g/dm3) oznaczono tylko po hodowli z zastosowaniem mocznika jako ród a 

azotu. Najni sze st enie ksantanu (10,33g/dm3) stwierdzono w filtratach po hodowli 

z zastosowaniem NH4F (tab. 3). 

Najwy szy plon biomasy (0,667g/dm3) oznaczono po hodowli w obecno ci 

(NH4)2SO4 jako ród a azotu. Po zastosowaniu NH4NO3 i (NH4)2HPO3 uzyskano o 0,2 

g/dm3 ni sze plony biomasy (tab. 3). 

Jak przedstawiono w tab. 4., najwy sz  aktywno  inulinazy i inwertazy (odpo-

wiednio, 0,5762 i 0,4609 mol/cm3×min) stwierdzono w filtratach po hodowli z wyko-

rzystaniem NH4F jako ród a azotu. Nie stwierdzono aktywno ci tych enzymów 

w filtratach po hodowli prowadzonej na pod o u zawieraj cym NH4H2PO3. 
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T a b e l a  2 

 

Produkcja enzymów zewn trzkomórkowych przez Xanthomonas campestris PPJ4, determinowana ró -

nymi ród ami w gla. 

Effect of different carbon sources on the production of extracellular enzymes by Xanthomonas campestris 

PPJ4. 

 

Aktywno  enzymatyczna 

Enzymatic activitie 

ród o w gla 

Source of carbon 

Inulinaza 

[ mol/cm3min] 

inulinase 

[ mol/cm3min] 

Inwertaza 

[ mol/cm3min] 

Invertase 

[ mol/cm3min] 

-amylaza  

[ mol/cm3min] 

-amylase 

[ mol/cm3min] 

-galaktozydaza 

[U/cm3] 

-galactosidase 

[U/cm3] 

Glukoza 

Glucose 
0,0127 0,0102 0,0841 0,003267 

Sacharoza 

Sucrose 
0,1065 0,2032 0,2604 0,013470 

Maltoza 

Maltose 
0,0233 0,0000 0,2082 0,007070 

Celobioza 

Celobiose 
0,0000 0,2243 1,1589 0,003133 

Laktoza 

Lactose 
0,0338 0,0000 0,2891 0,001567 

Fruktoza 

Fructose 
0,1263 0,0000 0,2110 0,004233 

Maltodekstryny 

Maltodextrin 
0,1275 0,3910 2,4870 0,016870 

Sorboza 

Sorbose 
0,3729 0,0000 0,1781 0,004367 

Inulina 

Inulin 
0,0555 0,0357 0,2539 0,014130 

Kwas laktobionowy 

Lactobionic acid 
0,0000 0,0000 0,0880 0,000770 

Ksyloza 

Xylose 
0,6318 0,0000 1,7263 0,005 

Chityna 

Chitin 
0,0420 0,0000 0,2154 0,0011 

Topinambur 

Yerusalem artichoce 
0,2060 0,0931 0,1840 0,0018 
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T a b e l a  3 

 

St enia ksantanu oraz plony biomasy otrzymane po hodowli Xanthomonas campestris PPJ4 na pod o ach 

zawieraj cych ró ne ród a azotu. 

Concentration of xanthan gum and biomass obtained after cultivation of Xanthomonas campestris PPJ 4 

on the medium containing different source of nitrogen. 

 

ród o azotu 

Source of nitrogen 

St enie ksantanu [g/dm3] 

Concentration of xanthan gum 

[g/dm3] 

Plon biomasy [g/dm3] 

Biomass [g/dm3] 

(NH4)2SO4 21,32 0,667 

(NH4)2HPO4 16,52 0,334 

NH4H2PO4 18,30 0,467 

NH4Cl 16,13 0,134 

NH4F 10,33 0,08 

Namok kukurydziany 

Corn steep liquor 
15,47 0,334 

NH4NO3 13,46 0,467 

Mocznik 

Urea 
21,47 0,2 

 

Najwy sz  aktywno ci  -amylazy charakteryzowa y si  filtraty otrzymane po 

hodowli z zastosowaniem NH4NO3 (0,8429 mol/cm3×min) i mocznika (0,741 mo-

l/cm3×min). Najni sz  aktywno  tego enzymu (0,004 mol/cm3×min) oznaczono 

w filtracie pochodz cym z hodowli z wykorzystaniem NH4H2PO3 jako ród a azotu. 

Najwy sz  aktywno  -galaktozydazy (0,011267 U/cm3) oznaczono w filtracie 

uzyskanym po hodowli prowadzonej na pod o u zawieraj cym (NH4)2HPO3, a najni -

sz  (0,002733 U/cm3) w filtracie po hodowli z zastosowaniem NH4F jako ród a azotu 

(tab. 4). 

W przeprowadzonych w pracy badaniach podj to prób  okre lenia optymalnych 

warunków hodowli do produkcji ksantanu przez penicylinoopornego mutanta Xantho-
monas campestris PPJ4. Leela i Sharma [6] stwierdzili, e najlepszym ród em w gla 

do produkcji ksantanu przez szczepy Xanthomonas campestris s : glukoza, sacharoza, 

maltoza i skrobia. Najwy sze st enie (14,744 g/dm3) ksantanu wytwarzanego przez 

Xanthomonas campestris GK6 otrzymali oni, stosuj c glukoz  i nieco ni sze st enie 

(13,234 g/dm3) w przypadku sacharozy jako ród a w gla. Shou i Demain [13] donosz  

jednak, e sacharoza jest lepszym substratem do produkcji ksantanu ni  glukoza, co 

potwierdzaj  równie  wyniki otrzymane w tej pracy. 

Wa nym czynnikiem wp ywaj cym na syntez  polisacharydów przez drobno-

ustroje jest st enie ród a w gla w pod o u produkcyjnym. Najwy sze wydajno ci 

produkcji ksantanu przez bakterie Xanthomonas campeatris uzyskano stosuj c st enia 
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glukozy w zakresie 1-5% [5]. Rogovin i wsp. [11] informuj , e stosuj c 1% dodatek 

glukozy do pod o a hodowlanego otrzymano prawie ca kowit  jej konwersj  (90%) do 

polisacharydu. Abd El-Salam i wsp. [1], stosuj c melas  z buraków cukrowych jako 

substrat do produkcji ksantanu, uzyskali najwy sze st enie polisacharydu (41,3 

g/dm3) przy 25% st eniu substratu, natomiast najwy sz  wydajno  procesu (92%) 

uzyskali przy jego 2% st eniu. 
 

T a b e l a  4 

 
Produkcja enzymów zewn trzkomórkowych przez Xanthomonas campestris PPJ4, determinowana ró -

nymi ród ami azotu. 

Effect of different nitrogen sources on the production of extracellular enzymes by Xanthomonas campes-
tris PPJ4. 

 

Aktywno  enzymatyczna 

Enzymatic activitie 

ród o azotu 

Source of nitrogen 

inulinaza 

[ mol/cm3min] 

inulinase 

[ mol/cm3min] 

inwertaza 

[ mol/cm3min] 

invertase 

[ mol/cm3min] 

-amylaza  

[ mol/cm3min] 

-amylase 

[ mol/cm3min] 

-galaktozydaza 

[U/cm3] 

-galactosidase 

[U/cm3] 

(NH4)2SO4 0,0127 0,0102 0,0841 0,003267 

(NH4)2HPO4 0,1673 0,1339 0,0932 0,011267 

NH4H2PO4 0,0000 0,000 0,004 0,003467 

NH4Cl 0,1697 0,1357 0,2291 0,008267 

NH4F 0,5726 0,4609 0,4798 0,002733 

Namok kukurydziany 

Corn steep liquor 
0,3208 0,2566 0,1540 0,004600 

NH4NO3 0,1076 0,0861 0,8429 0,002933 

Mocznik 

Urea 
0,2142 0,1714 0,7410 0,005267 

 

Wymienione wcze niej ród a w gla s  powszechnie stosowane do produkcji 

ksantanu. Obecnie trwaj  te  badania nad wykorzystaniem innych, ta szych róde  

w gla np. korzeni cykorii, zawieraj cych inulin  czy serwatki, zawieraj cej laktoz . 

Park i wsp. [8] wykazali, e szczep Xanthomonas sp. jest w stanie wytwarza  w odpo-

wiednich warunkach zewn trzkomórkow  inulinaz  o wysokiej aktywno ci (20 U/ml). 

Wynik ten osi gn li, przeprowadzaj c hodowl  Xanthomonas sp. na pod o u zawiera-

j cym odpowiednio przygotowane korzenie cykorii jako ród o w gla w ilo ci 5 g/dm3. 

W badaniach tych nie oznaczano jednak ilo ci wytwarzanego ksantanu, ale wysoka 

aktywno  inulinazy sugeruje mo liwo  wykorzystania niektórych substratów zawie-

raj cych inulin  do produkcji gumy ksantanowej przez szczepy z rodzaju Xanthomo-
nas. Niski poziom aktywno ci -galaktozydazy wydzielanej do pod o a podczas ho-
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dowli Xanthomonas campestris uniemo liwia wykorzystanie laktozy oraz serwatki 

jako substratów do produkcji ksantanu przez bakterie. Frank i Somkui [2] oczy cili -

galaktozydaz  produkowan  przez Xanthomonas campestris. Enzym ten wykazywa  

najwy sz  aktywno  w temp. 32 – 37ºC i pH 5,5 – 5,8 oraz charakteryzowa  si  ni-

skim powinowactwem w stosunku do substratu – laktozy. Od pocz tku lat 80. XX w. 

podejmowane by y próby izolacji szczepów Xanthomonas campestris o uzdolnieniach 

do rozk adu laktozy. Zastosowano równie  techniki in ynierii genetycznej do kon-

strukcji transformantów Xanthomonas campestris zawieraj cych geny koduj ce  

-galaktozydaz  z E. coli. Fu i Tseng [3] otrzymali transformanta Xanthomonas cam-
pestris przy u yciu plazmidu ekspresyjnego zawieraj cego gen koduj cy  

-galaktozydaz  z E. coli pod kontrol  promotora fagowego. Otrzymany transformant 

produkowa  ksantan w podobnych st eniach podczas hodowli na serwatce oraz na 

pod o ach zawieraj cych laktoz  i glukoz , jako ród o w gla. Tang i wsp. [14] udo-

wodnili, e synteza ksantanu i niektórych enzymów np. -amylazy jest skorelowana. 

Hu i wsp. [4] otrzymali -amylaz  produkowan  przez Xanthomonas campestris pv 

campestris. Bia ko to by o wydzielane przez bakterie podczas hodowli na pod o u 

z glukoz  lub maltoz  jako ród em w gla. Badacze ci wyizolowali z biblioteki faga  

gen koduj cy -amylaz  z tej bakterii zlokalizowany na fragmencie DNA o d ugo ci 

27 kb. Na podstawie sekwencji nukleotydowej okre lono sekwencj  bia ka -amylazy 

zbudowan  z 475 aminokwasów zawieraj c  sekwencj  sygna ow  zbudowan  z 35 

aminokwasów. Stwierdzono bardzo s ab  sekrecj  -amylazy z Xanthomonas campe-
stris w E. coli pod kontrol  jej w asnego promotora. Enzym eksprymowany w E. coli 
gromadzi  si  w przestrzeni periplazmatycznej. 

Quader i Baig [9], badaj c szczep Xanthomonas campestris NRRL 1459 wykaza-

li, e najbardziej efektywnym ród em azotu do produkcji ksantanu jest (NH4)2HPO4. 

Jednak e Abd El-Salam i wsp. [1] wykazali nisk  przydatno  tej soli jako ród a azotu 

do produkcji ksantanu przez szczep Xanthomonas campestris E-NRC-3. Na podstawie 

przeprowadzonych bada  stwierdzili oni, e najbardziej efektywnymi ród ami azotu 

do produkcji polisacharydu s : NH4Cl, NH4NO3 oraz mocznik i namok kukurydziany. 

Otrzymali oni wy sze st enie ksantanu, stosuj c podczas hodowli bakterii NH4H2PO4 

w porównaniu z (NH4)2HPO4 jako ródem azotu. Zale no  tak  zaobserwowano 

w do wiadczeniu prowadzonym w tej pracy. 

Wnioski 

1. Penicylinooporny mutant Xanthomonas campestris PPJ4 charakteryzowa  si  wy-

sok  produkcj  ksantanu w czasie hodowli w obecno ci szerokiego spektrum ró-

de  w gla. Dobrymi ród ami w gla do produkcji ksantanu przez mutanta PPJ4 by-

y: maltodekstryny, sacharoza, glukoza, celobioza, inulina i maltoza. Dobrym sub-

stratem do produkcji polimeru okaza y si  te  rozdrobnione bulwy topinamburu. 
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Najwy sze st enia ksantanu oznaczono po hodowlach w obecno ci 3% dodatku 

maltodekstryn i sacharozy. 

2. Stwierdzono wysokie aktywno ci enzymów zewn trzkomórkowych (inulinazy, 

inwertazy, -amylazy) wydzielanych do pod o a przez mutanta Xanthomonas 
campestris PPJ4 podczas hodowli w obecno ci tych róde  w gla. 

3. Najlepszym ród em azotu do produkcji ksantanu przez Xanthomonas campestris 
PPJ4 by y: (NH4)2SO4 i mocznik. 

4. Badany mutant produkowa  niewielkie ilo ci ksantanu w hodowlach na pod o u 

zawieraj cym laktoz  jako ród o w gla. Powodem tego by a niska aktywno  en-

zymu – -galaktozydazy wydzielanego przez ten szczep bakterii. 
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THE INFLUENCE OF CARBON AND NITROGEN SOURCES ON THE PRODUCTION 
OF XANTHAN GUM AND EXTRACELLULAR ENZYMES BY PENICILINERESISTANT 

MUTANT OF XANTHOMONAS CAMPESTRIS 
 

S u m m a r y 

 

The influence of carbon and nitrogen sources on the production of xanthan gum and extracellular en-

zymes by penicilineresistant mutant of Xanthomonas campestris was investigated. The good carbon 

sources for xanthan production were maltodextrin, sucrose, glucose, celobiose, inulin and maltose. The 

highest xanthan concentration was obtained after cultivations in the presence of 3% addition of maltodex-

trin and sucrose. Also, the high activities of extracellular enzymes (inulinase, invertase,  – amylase) were 

estimated in the media. The best nitrogen sources for xanthan production by X. campestris were 

(NH4)2SO4 and urea. 

 

Key words: Xanthomonas campestris, xanthan, carbon source, nitrogen source, extracellular enzymes  


