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KOPSAVILKUMS

Darba merkis bija apskatit dazadu fermentacijas apstaklu ietekmi uz inulina konversiju
bioetanola ar raugu Kluyveromyces marxianus. Pétijuma tika salidzinati divi K.marxianus
celmi DSM 5418 un DSM 5422. Celms K. marxianus DSM 5422 uzradija labakus augSanas
un etanola produktivitates raditajus inulinu saturo$as barotnés. Tika veikti daudzfaktoru
eksperimenti, kuros apliikota fermentacijas temperatiiras, substrata koncentracijas un aeracijas
ietekme uz etanola un biomasas biosintézes raditajiem inulina barotn€s. Novértéta minéto
faktoru savstarpgja iedarbiba. Konstatéts, ka visoptimalakie apstakli etanola produc€$anai no
inulina ar K.marxianus DSM 5422 ir pie 30°C temperatiras, 0,2 1-1*min™ aeracijas un
inulina barotnes koncentracijas 150 g/l.

ST darba veik3anai tika apgitas sekojosas eksperimentalas metodes: kop&o cukuru
noteikSana, glikozes un fruktozes noteik§ana enzimatiski, K.marxianus kultivésana,
fermentacija un paraugu sagatavosana etanola noteikSanai ar HPLC.

Pétijumi tika veikti LU Mikrobiologijas un biotehnologijas institita, Oglhidratu
biokonversijas laboratorija, laika posma no 2014.gada septembra Iidz 2015.gada februarim.

Atslégvardi: inulins, topinamburs, Kluyveromyces marxianus, fermentacija,

bioetanols, raugs, biomasa



SUMMARY

The task of this work was to observe influence of different fermentation parameters on
inulin conversion to bioethanol by yeast Kluyveromyces marxianus. Two K. marxianus strains
DSM 5418 and DSM 5422 were investigated. Best growth and ethanol production parameters
were obtained by K. marxianus DSM 5422. Fermentation temperature’s, substrate
concentration’s and aeration’s influence on ethanol and biomass production parameters on
inulin substrates using multifactorial experiments were observed. Mantioned factors
interection was estimated. It was observed that most optimal fermentation temperature for
K. marxianus DSM 5422 is 30° C, aeration rate is 0.2 I-I"'min™ and inulin concentration in
medium is 150 g/I.

During the work, the folowing experimental methods were mastered: total sugar
determination, glucose and fructose enzymatic determination, K.marxianus cultivation,
fermentation and sample preparation for ethanol determination with HPLC.

Researches were done in the University of Latvia, Institute of Microbiology and
Biotechnology, Carbohydrate bioconversion laboratory, in period of time from September
2014 to February 2015.

Keywords: inulin, Jerusaleme artichoke, Kluyveromyces marxianus, fermentation,

bioethanol, biomass



IEVADS

Etanols ir plasi izmantots izejmaterials gan partikas razosana, gan riipnieciba. Partikas
razos$ana etanolu galvenokart izmanto alkoholisko dz@rienu gatavosanai, savukart riipnieciba
etanolu izmanto biodegvielas razoSanai u.c.

Misdienas ir aktualas problémas, kas saistitas ar vides piesarnojumu, ka ari
neatjaunojamo resursu izsikums. Ka viens no neatjaunojamiem resursiem ir nafta. Naftas
produktus — benzinu un dizeldegvielu var aizstat ar dazadam alternativam, piem&ram,
biodizeli un bioetanolu. Sabiedriba arvien plasak izplatas ideja par alternativo degvielu
izmantoSanu ikdiena. Lai palielinatu bioetanola razoSanas efektivitati un padaritu to
ekonomiski pieejamaku ikvienam pasaules iedzivotajam, tiek optimizeti dazadi fermentacijas
apstakli, ka arT mekl&tas visizdevigakas izejvielas.

Viena no izejvielam, kuru var izmantot etanola produc€Sanai ir inulins. Inulins ka auga
rezerves oglhidrats ir plasi izplatits. Liels daudzums inulina ir topinambiru bumbulos,
aptuveni 11-20 %. Topinambdrs ir plasi izplatits, daudzgadigs augs, kur§ nav prasigs pret
augsanas apstakl]iem. Sim augam nav nepiecieSams liels mineralvielu un @dens daudzums
augsng, ka ar1 tas ir pielagojies augSanai ziemelu klimata. Topinambiirs satur augstu
bioetanola fermentacijai izmantojamo vielu daudzumu un tas nav prasigs pret augSanas
apstakliem, tadejadi viegli kultivéjams. So pozitivo iezimju dél, topinambiiru var uzskatit par
piemérotu izejvielu bioetanola iegtiSanai.

Darba meérkis — optimiz€t fermentacijas apstaklus inulina konversijai bioetanola,
izmantojot netradicionalos raugus Kluyveromyces marxianus, kas spgj tiesi utilizét inulinu.
Pétijumam tika izvirziti $adi darba uzdevumi:

e Salidzinat Kluyveromyces marxianus DSM 5418 un DSM 5422 celmu etanola
un biomasas sintézes raditajus, inulinu saturo$as mode]barotnés;

e Noskaidrot inulina fermentacijas parametru (temperatiras, aeracijas un
substrata koncentracijas) ietekmi uz etanola un biomasas sintézi, ka ari

novertet to savstarp€jo mijiedarbibu.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Bioetanols un ta razoSanas pamatprincipi

Par bioetanolu dévé etanolu, kur§ iegiits raudz&jot biomasu, un kuru izmanto ka
biodegvielu. Bioetanols daudzas valstis ir ieguvis popularitati ka alternativa dizeldegvielai un
benzinam. Laika posma no 2000.- 2007. gadam bioetanola razoS$anas apjomi ir triskarSojusies,
proti, no 17 miljardiem litru Iidz 52 miljardiem litru gada. Vislielaka bioetanola
producétajvalsts 2011.gada bija ASV, gada laika sarazojot 13 900 galonu (~526 115 litru)
bioetanola (Onuki et.al., 2008). Otra liclaka valsts, kura producé bioetanolu ir Brazilija. Sis
abas valstis ir arT lielakas bioetanola patérétajas. ASV bioetanolu galvenokart iegiist no
kukurtizas, bet Brazilija no cukurniedrém. Eiropas valstis biezi bioetanolu producé no
cukurbietém, kur tam ir atbilstosi augSanas apstakli.

Parasti bioetanolu ka degvielu izmanto dazadu koncentraciju maisijumos kopa ar
benzinu. Latvija bioetanolu benzinam pievieno lidz pat 5%, tadejadi izvairoties no
automasinas dzingja pielagoSanas. Bioetanola ir augsts skabekla saturs (34%) un liels oktana
skaitlis, tad€] pievienojot to benzinam uzlabojas degvielas kvalitate un degvielas sadegSana
dzingja notiek pilnigak (Kalnins, 2005). Turklat, pievienojot bioetanolu benzinam, atmosféra
nonak mazaks daudzums nepilnigas sadegSanas produkti.

Viens litrs bioetanola ir lidzvertigs 0,66 litriem benzina (Kalnins, 2005).

Etanola razoSanas procesam izSkir §adus etapus:

1. izejvielu sagatavoSana;

parcukuro$ana (ja nepiecieSams);

— —v
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3. vienkar$o cukuru fermentacija,

4. etanola attiriSana (parasti destilacija);

5. etanolu nesaturoSo galaproduktu izdaliSana (ja nepiecieSsams) (Lyons et.al., 1995).

Ja izejvielas ir melase, cukurbietes vai siikalas, kuras jau satur metaboliz&amus
cukurus, tad nav nepiecieSama substratu hidrolize. Ja izejvielas satur cukura polimérus,
pieméram, tadas izejvielas ka celuloze, hemiceluloze vai ciete, tad tas nepiecieSams
depolimerizét lidz fermentgjamiem cukuriem. Saja procesa cukura polimérs tiek sadalits
monocukuros. Sim procesam izmanto hidrolizi ar skabi vai fermentativo hidrolizi.
Fermentativo hidrolizi veic pievienojot parcukurojoSo fermentu fermentatora vai atseviska
trauka (Lyons et.al.,1995).

VienkarSo cukuru fermentacija ir process, kura laika raugi vai citi mikroorganismi

utilizé cukuru un izdala etanolu. Sim procesam janodrogina optimalakie apstakli un tas riipigi
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jauzrauga, lai nerastos etanola zudumi. Lai nodroSinatu optimalus apstaklus fermentacijai,
butiskakais faktors ir temperatira. Optimala temperatira fermentacijai ar raugu
Saccharomyces cerevisiae ir 32°C (Lyons et.al., 1995).
Summarais reakcijas vienadojums glikozes parveér$anai etanola:
CeH1206 --> 2CO, + 2C;HsOH
glikoze oglekla etanols
dioksids

1.1.1. Bioetanola attiriSana

Bioetanolu iegiist no fermentacijas ar raugiem un, papildus etanolam, raugi sarazo ari
dazadus blakusproduktus. Lai no blakusproduktiem atbrivotos ,ir nepiecieSama bioetanola
attiriSana. Ja bioetanola produc@Sanai ka substratu izmanto cieti, tad blakusprodukti var bt
tadi ka esteri, organiskas skabes un augstakie spirti. Savukart bioetanolu producgjot no lignina
saturoSiem substratiem, ka blakusprodukti var but cikliskie un heterocikliskie savienojumi.
Destilacija — visbiezak izmantota metode etanola attiriSanai no blakusproduktiem (Onuki
et.al., 2008). Destilacijai izmanto dazadas destilacijas sisteémas, kuras sevi ietver vairakus
elementus:

1. izejmaterialu, kas sastav no sadalamiem komponentiem;

2. energijas avotu, kur$ ierosina procesu (parasti tvaiks, kur§ tiek ievadits kolonnas
apaksa);

3. attiritu produktu (augsgjo), kas satur izejvielu ar zemaku virSanas punktu,

4. apaksas produktu, ar augstaku virSanas punktu,

5. kondensatoru, kurs tiek dzeséts ar tideni, lai kondensétu tvaiku, kurs rodas variSanas

(energijas pievades) rezultata.

Tvaiks, kas rodas kondensacijas procesa, augSpusé tiek sadalits divas plismas. Viena
plisma ir aug8as produkts, bet otra plisma ir atpakalejosa - atgriezas kolonnas augsdala, lai
nodrosinatu skidro lejupejoso plismu, kas nepieciesama kolonnas dalai apaksa.

Adsorbcija — atdaliSanas tehnika, kura blakusprodukti (savienojumi), atkariba no to
fizikalajam un kimiskajam ipasibam, saistds uz kada adsorbenta virsmas. Visbiezak par
adsorbentu izmanto aktivo ogli un aktivo aluminiju.

Ozon&Sana — ozons sastav no 3 skabekla molekulam un ir stiprs oksidétajs, tadel spgj
sadalit dazadus savienojumus. Savienojumu sadaliSana var ietekmét gan to fizikalas, gan

kimiskas 1paSibas — palielinot savienojumu biodegradaciju, samazinot toksicitati u.c. Ozona



izmantoSanai etanola attiriSanai ir ar savi minusi — dazus savienojumus nav iesp&jams oksidet
un tie p&c apstrades vél joprojam atradisies etanola sastava (Onuki et.al., 2008).

P&c vajadzibas etanola nesaturoSos galaproduktus var izmantot lopbariba. Destilacijas
galaprodukti satur mineralvielas un proteinus, ka ar1 augstvertigas raugu Siinas un to

metabolitus, kuri veidojas etanola fermentacijas laika (Rausch and Belyea, 2006).

1.1.2. Etanola veidoSanas, raugu metabolisms

Anaerobos apstaklos raugi pa Embdena-Meijerhofa jeb glikolitisko celu konverté
glikozi etanola. Sis Embdena-Meijerhofa cel§ tiek izmantots, lai raugi konvertétu cukurus
energija. Glikolizes procesa rodas pirovinogskabe (piruvats), kura ir svarigs starpprodukts
mikroorganismu vielmaina. Spirta riigS8ana no piruvata, fermenta piruvatdekarboksilazes
klatbiitné veidojas acetaldehids, no kura savukart ferments alkoholdehidrogenaze veido
etilspirtu. Asimilétie cukuri veido starpproduktus, kas nepiecieSami raugu $tinu augSanai un
beigu produktus (liclaka daudzuma) — etanolu un oglekla dioksidu. So procesu pilniba
nodroS$ina rauga $tinas eso$ie fermenti. Pilna reakciju cikla rodas 2 moli etanola, bet praktiski,
fermentacija produkta iznakums ir 90 % - 95 % no teoretiska. Tas skaidrojams ar to, ka rauga
Sinam jautilizé vertigas vielas biomasa, ka ar1 janodroSina citas nepiecieSamas biokimiskas

reakcijas (Najafpour and Lim, 2002).

1.2. Etanola fermentacijai nepiecieSamie apstakli

Anaerobos apstaklos raugi fermentacijas procesa no cukura veido etanolu un oglekla
dioksidu. Raugu augSanai savukart nepiecieSams skabeklis. Tipiskais skabekla daudzums
barotnés ir no 0,05 Iidz 0,10 mm Hg (Najafpour and Lim, 2002).

Ja raugam ir pieejams liels daudzums skabekla un ir etikskabo baktériju klatbiitne,
etanols var tikt oksidéts 1idz etikskabei. Sis process gan nav vélams etanola razo$anai, bet to
izmanto auglu etika razoSanai.

Raugiem ir dazadi augSanas temperatliras optimumi, minimumi un maksimumi.
Lielaka dala raugu, ko izmanto riipnieciba ir mezofili un spgj augt temperatiras diapazona
no 0°C Iidz 50°C. Optimalakie apstakli So raugu augSanai ir pie 20°C - 30°C temperatiiras.
S. cerevisiae temperatiiras maksimums, pie kura raugs spgj veikt fermentaciju ir 35°C - 43°C,
tas ir atkarigs gan no rauga celma, gan no barotné esosa oglekla avota, vides osmotiska

spiediena, etanola koncentracijas, skabekla pieejamibas un citiem faktoriem (Walker, 1998).



S.cerevisiae ir ne-osmotoleranti raugi, tiem piemérota vide ir ar idens potencialu no -
1,0 Iidz -5,6 Mpa (Walker, 1998). Ja cukuru saturs vidé ir 10% - 15%, tad tas var inhib&t
raugu augSanu un vairo$anos. Tomér etanola razoSana izmantojamie raugu celmi spgj veikt
fermentaciju ari ja vides cukura saturs ir 40 % ( Board, 1983).

Lielaka dala no raugiem spé&j augt pH diapazona no 4,5 Iidz 6,5. Tie var augt ari
skabaka vidg, Iidz pH 3,0 un sarmainaka vidg, lidz pH 8,0. Raugi ir jutigaki pret zemu pH, ja

vide ir neorganiskas skabes, piem&ram, pienskabe un etikskabe (Walker, 1998).

1.3. Etanola fermentacijai izmantojamie mikroorganismi

1.3.1. Etanola fermentacija izmantojot raugus Saccharomyces spp.

Raugi Saccharomyces cerevisiae un Saccharomyces uvaru ir tradicionali raugi, kurus
izmanto, lai razotu etanolu industriali. Saccharomyces cerevisiae izmanto klasiskajas partikas
fermentacijas — alus, vina, maizes, sake, etanola, raugu ekstrakta, vitaminu razosana. To
izmanto ari, lai razotu glicerolu, invertazi, bioetanolu degvielai un dzivnieku baribu.
Alkoholisko dz€rienu razoSanai izmanto dazadas S.cerevisiae variacijas, popularakas no tam
ir S.cerevisiae var.vini un S.cerevisiae var. carlsbergensis. Visi celmi no Saccharomyces gints
ferment& glikozi un dazi no tiem spgj fermentét ari citus oglhidratus - saharozi, maltozi un
rafinozi (Walker, 1988).

Daba S.cerevisiae sastopams ziedu nektara, uz augu lapam un augliem. Sis raugs
galvenokart vairojas nesimetriski daloties jeb pumpurojoties, bet askus tas veido tikai

nelabveligos apstaklos (Walker, 1988).

1.3.2. Etanola fermentacija izmantojot raugu Kluyveromyces spp.

Bioetanola razosana p&dgja laika nozimi iegiist ar1 netradicionalie raugi, ka, pieméram,
Kluyveromyces marxianus un Kluyveromyces lactis. So raugu prieksrociba ir spgja tiesi
utilizét tadus substratus ka laktoze un inulins. Kluyveromyces spp. izmanto bioetanola
razo$ana no piena siikalu laktozes. Sie raugi ir arT perspektivi etanola razosanai no inulinu
saturoSiem substratiem, jo tie sp& produc€t inulinazi (Singh and Gill, 2006). Inulinaze ir
enzims, kas saske] inulinu par fruktozi. Salidzinajuma ar citiem Kluyveromyces gints
parstavjiem, K. marxianus piemit vislabakas ipasibas, lai ar ta palidzibu varétu producét
bioetanolu gan no laktozi saturoSiem substratiem, gan no inulina saturoSiem substratiem

(Fonseca et.al., 2008). Raugs K. marxianus spgj producét etanolu virs 40°C temperatiiras un ta



maksimala augSanas temperatiira var bt 47°C (Anderson et.al., 1986), 49°C (Hughes et.al.,
1984) vai pat 52°C (Banat et.al., 1992), atkariba no rauga celma.

Agrak etanola fermentacija tika pétita izmantojot divas kultiiras: Asperigillus niger,
kura hidroliz€ja inulinu un tad, lai fermentétu cukurus par etanolu, tika izmantota kulttra
Saccharomyces cerevisiae (Ge and Zhang, 2005). Etanols tika fermentéts arT no jauktam
kultoram ar Kluyveromyces fragilis un Zymomonas mobilis vai S.cerevisiae (Szambelam
et.al., 2004). Etanola iegiisanai no divam atseviskam kulttram ir daudz minusu, proti, katrai
kulttrai nepiecieSami individuali augSanas apstakli, kurus nevar pielagot viena laika. Lielaka
priekSrociba etanola fermentacijai, izmantojot raugu K. marxianus, ir tada, ka nav
nepiecieSamas divas kultiiras, tadejadi var pielagot nepiecieSamos augSanas apstaklus.

Lai producétu etanolu ar raugu K. marxianus ir izmantotas dazadas metodes:
periodiskas kultiiras ar paaugstinatu substrata koncentraciju (Barron et.al., 1996), periodiskos
procesus ar piebaroSanu (Gough et.al., 1998), nepartrauktas fermentacijas sist€émas (Love et
al., 1998), membranu bioreaktori (Tin and Mawson, 1993), divu pakapju fermentacija (Banat
et al., 1996), imobilizacija ar [-galaktozidazi (Hahn-Hagerdal, 1985), kalcija alginata
imobilizétas Siinas (Ferguson et al., 1998), poli kriog€la imobilizétas Stinas (Gough et al.,
1998), vienlaicigus parcukurosanas un fermentacijas procesus, pievienojot enzimus (Kadar
et.al.,, 2004), heterologu celulazu génu klonéSanu (Hong et.al., 2007) un miks€tu kultiiru

izmantoSana (Ward et.al., 1995).

1.3.3. Etanola fermentacija izmantojot bakterijas

Vairakam baktérijam (piem. Enterobacteriaceas, Spirochaeta, Bacteroides, utt.) ir
raksturiga raugiem lidziga glikozes konvertacija Embdena-Meijerhofa cela ar etanolu ka gala
produktu (Baratti et.al., 1988). No etanolu razojosam baktérijam perspektiva ir Gram-negativa
baktérija Zymomonas mobilis, kura konverté cukurus, tadus ka glikoze, fruktoze un saharoze,
izmantojot Entnera-Dudorova celu (Montenecourt et.al., 1985). Ir vairakas priekSrocibas
izmantojot Z. mobilis, salidzinot ar S. cerevisiae etanola razosanai. Glikozes barotné ta aug
atrak par raugiem un uzrada augstaku produktivitati fermentacijas laika (Rogers et al., 1986).
Bet ir ari vairaki trikumi Z. mobilis izmantoSanai bioetanola razosana — ierobezotais substratu
loks, blakusproduktu (sorbitols, acetons, glicerols, etikskabe, fruktozes polimérs levans)
veidosanas (Viikari and Berry, 1988). Sobrid baktérija Z. mobilis industriala razo$ana netiek
izmantota. Etanola produc€sanas process ar $Sim baktérijam ir realiz&ts tikai laboratorijas vai

pilotiekartu [iment.
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1.4. Rauga Kluyveromyces marxianus raksturojums

Raugu Kluyveromyces marxianus 1880. gada pirmo reizi aprakstija E.C.Hansens, taja
bridi rauga nosaukums bija Saccharomyces marxianus - nosaukts par godu Marksam,
cilvekam, kur§ izdalfja $o raugu no vinogam (Lodder and Kreger-van Rij, 1952). Sobrid
Kluyveromyces marxianus izskir 15 celmus. K. marxianus ir homotalisks hemiaskomic&tu
raugs, kuru izdala no piena produktiem (Lane et.al., 2011). Raugam K. marxianus ir pieskirts
GRAS (generally recognized as safe — vispargji atzits par drosu) statuss, kas nozimé, ka to
drosi var izmantot gan farmacijas, gan partikas proteinu raZzoSanai.

K. marxianus piemit tadas ipasibas, kuru d€] $o raugu biezi izmanto biotehnologija.
K. marxianus piemit sp&ja asimil&t cukurus, it ipasi laktozi un inulinu, loti strauj$ augSanas
atrums, termotolerance ar sp&ju augt Iidz 52°C augstd temperatiira un liela sekretora
kapacitate (Fonseca et.al., 2008). K. marxianus ir universals un to var izmantot dazadu
savienojumu producéSanai. Galvenokart to izmanto etanola producéSanai no dazadiem
substratiem. Tas spg producét enzimus [-galaktozidazes un pektinazes, ka art tas spgj
producét inulinazi, kura attiecigi spgj hidrolizét augos esoSo fruktanu - inulinu (Lane and
Morrissey, 2010). K. marxianus var izmantot ari $tinu proteinu, laktazes un lipazes raZzoSanai
(Fonseca et.al., 2007). Raugam K. marxianus ir liels potencials biotehnologiju nozaré un tas
tiek arvien vairak pétits, lai uzlabotu ta ipasibas.

Piena siikalas — blakusprodukts, kuram nav talaka pielietojuma, ir kluvis par vienu no
ekonomiski izdevigakajiem substratiem, kuru K. marxianus var izmantot, lai producétu gan
biomasu, gan etanolu. Rauga biomasu var izmantot ka baribu dzivniekiem vai ar1 no tas iegit
ekstraktu, kuru izmantot partikas razoSanas ripnieciba. Savukart etanola produc€Sana no
stikalam, izmantojot raugu K. marxianus ir ekonomiski izdeviga, jo stkalas, ka
blakusprodukts, tiek pilnigi izmantots, nevis izmests atkritumos.

Raugs Kluyveromyces marxianus ir respiro-fermentativs raugs un tas spgj generét
energiju Krebsa cikla ar oksidativo fosforiléSanu vai ar etanola fermentaciju (Lane and
Morrissey, 2010). Raugs K. marxianus nespgj augt pilnigi anaerobos apstaklos un etanola
veidoSanas ir cieSi saistita ar skabekla daudzuma ierobezojumu (Visser et.al., 1990). Krebtri
efekts ir noveérojams, kad cukura koncentracija ir augsta, Stina no piruvata sak producét
etanolu, kaut gan energija ir daudz mazaka, par to, kura tiktu sanemta no Krebsa cikla (Lane
and Morrissey, 2010). Krebtr1 efekta mehanisms vél nav lidz galam izpétits. Visdrizak tas
atkarigs no enzimu daudzuma glikolizg, glikozes represijas no Krebsa cikla enzimiem un
reducésanas balansgjosu metabolisko reakciju ekspresijas (Merico et.al., 2007). K. marxianus

tiek raksturots ka KrebtrT negativs raugs, kur$ vispirms vada energiju caur Krebsa ciklu.
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Tomér pastav atSkiribas starp K. marxianus celmiem, dazi celmi tiek atziti par Krebtrl
pozitiviem (Lane and Morrissey, 2010). Tadejadi var izskaidrot kadel dazi K.marxianus celmi
sp&j loti labi producét etanolu, bet dazi nevar.

Raugam K. marxianus ir viens no vislielakajiem augSanas atrumiem, salidzinot ar
citiem eikariotu mikroorganismiem (Groeneveld et.al., 2009). K. marxianus starp celmiem ir
atSkirigi augSanas parametri un ir noverota ari atskiriba starp laboratorijam, kuras tiek pétits
viens un tas pats celms (Fonseca et al., 2007).

No rauga K. marxianus var iegit dazadus enzimus - inulinazi, B-galaktozidazi, B-
glikozidazi, endopoligalaktouronazes ka ari proteinu fosfatazes, karboksipeptidazes un
aminopeptidazes (Fonseca et.al., 2008). Kluyveromyces spp. sp&j producét ari aromatiskos
savienojumus, tadus ka auglu esterus, karboksilskabes, ketonus, furanus un alkoholus (Fabre
et.al., 1995). No visiem §iem savienojumiem vispieprasitakais ir 2-fenil etanols, kuram piemit
rozu ziedu aromats (Leclercq-Perlat et.al., 2004). Sim alkoholam piemit Ipasibas, kuras
ietekm@ produktu kvalitati, piem&ram, vinam, negaz&tajiem dz€rieniem vai raudzetajiem
partikas produktiem. Tas tiek pievienots arT saldéjumam, bezalkoholiskajiem dz€rieniem,
zelatinam, pudiniem un ko§lajamajam gumijam (Wittmann et.al., 2002). K. marxianus tiek
izmantots ar1 ka oligonukleotidu (lieto ka garSas pastiprinatajus partikas produktiem),
oligosaharidu (lieto ka prebiotikus) un oligopeptidu avots (Belem and Lee, 1999).

K. marxianus raugam ir atklata ari laktata dehidrogenazes aktivitate (Pecota et.al.,
2007) un termostabila endo-B-1,4 glukanazes, celobiohidrolazes un [-glikozidazes aktivitate

(Hong et.al., 2007).

1.5. Izejvielas etanola fermentacijai

Miisdienas etanola fermentacijai izmanto daudz dazadus substratus. I1zskir Cetrus tipus:

cukura, cietes, celulozes un polifruktanus saturosi substrati.

1.5.1. lzejvielas, kas satur mono un disaharidus

Ka cukuru substratus izmanto cukurniedres, cukurbietes, melasi, auglus, kurus var
uzreiz parstradat etanola. Visbiezak izmantojamais cukura avots etanola fermentacijai ir
melase. Melase satur aptuveni 35-40 w% saharozes, 15-20 w% invertcukurus (glikoze un
fruktoze), un 28-35 w% piemaisijumus bez cukura (Najafpour and Lim, 2002).

Etanola fermentacijai raugi var izmantot ari laktozi, pazistamakais laktozes avots ir

stikalas. Stikalas ka substrats rupnieciskai izmantosanai ir ekonomiski efektivs, jo siikalas ir
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blakusprodukts piena produktu razosana, tatad nav jaiegulda papildu finans€jums, speciali
audzgjot vai cita veida iegustot substratu etanola fermentacijai. Siera un biezpiena produktu
razosana stikalas rodas loti liela daudzuma — sarazojot 1 kg siera veidojas aptuveni 9 litri
stikalu. Lai nepiesarnotu vidi, tas var izmantot etanola razoSanai. Raugi, kurus visbiezak
izmanto ectanola fermentacijai no laktozes, ir Kluyveromyces spp. (Fonseca et.al., 2008).
Saccharomyces cerevisiae var izmantot laktozes konversijai péc ieprieks€jas laktozes
fermentativas hidrolizes par glikozi un galaktozi, tomér lielakai dalai Saccharomyces

cerevisiae celmu ir 1€na galaktozes utilizacija.

1.5.2. Cietes izejvielas

Cietes substrati ir dazadi graudi, kartupeli, ka ari dazadi sakpaugi, Kuri pirms
fermentacijas jahidrolizé ar enzimiem, lai iegiitu cukurus, kurus var€tu izmantot etanola
fermentacijai. Misdienas lielaka dala partika izmantojama etanola, kur§ razots riipnica, ir no
cietes izejvielas - graudiem. Ciete tiek konvertéta glikozé enzimatiski, izmantojot diastazi,
kura atrodas digstoSos graudos, vai izmantojot sénu amilazi. Cietes substrats var biit miezi,
rudzi un citi graudi, gan neizdiedz€ti, gan izdzied&ti. Ja par etanola izejvielu izmanto miezus,
tad jabut Tpasi uzmanigiem, jo mieZi satur 1% - 4% polisaharida Skiedru, beta-glikanu. Beta-
glikans ir loti viskozs un var radit parstrades problémas. Ari rudzi satur vielas, kas rada

nopietnas viskozitates problémas (Lyons et.al., 1995).

1.5.3. Celulozes izejvielas

Ka celulozes substratus izmanto koksni un tas atkritumus, lauksaimniecibas
atkritumus un atkritumus, kas paliek pari no papira raZoSanas. Celulozes substrati tapat ka
cietes substrati, pirms fermentacijas japarveido pieme&rotos cukuros, parasti izmantojot
neorganiskas skabes. Neorganisko skabju izmantoSanai ir savi minusi- tas noarda daudz liekus

cukurus. Ka alternativu skabém var izmantot enzimus (Najafpour and Lim, 2002).

1.5.4. Polifruktanus saturosas izejvielas

Polifruktanus saturo$i substrati ir inulins, kur§ atrodas dazados augos, piemé&ram,
topinambiira. Topinambirs (Helianthus tuberosus L.) ir daudzgadigs augs, kur§ pieder
kurvjziezu dzimtai un ir c€lies no Ziemelamerikas. Topinambiiri sastav no 11 - 20 %

oglhidratiem, no kuriem 70 - 90 % ir inulins - linears D-fruktozes polimérs ar sastava esosu
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D-glikozi, kuru var loti viegli hidrolizét ar inulinazi (Szambelan et.al., 2004). Topinambitiru
bumbulu sastava ir inulins, fruktooligosaharidi, cukuri (galvenokart fruktoze), celuloze,
hemiceluloze un fruktani (Kays and Nottingham, 2008). Inulins tompinambtru bumbulos
nonak no auga augsdalas. Topinambiiru stumbra vidus dala, ligninu saturosajos audos, biezak
ir sastopams inulins ar lielaku polimerizacijas pakapi. Tapat inulins ir sastopams ari
topinambiiru ziedu pumpuros (Kays and Nottingham, 2008). Tatad topinambiiru bumbuli nav
vienigais $1 auga organs, ko var izmantot ka substratu etanola iegtiSanai.

Topinambiiri var augt augsné€, kura nav uzturvielam bagata, kur, pieméram, kukuriiza un
sojas pupinas nespéj augt, ka ari tie augot patéré loti maz energijas un tiem nav nepiecieSama
liela aptideno$ana vai méslosana (Kays and Nottingham, 2008). So iemeslu d&] topinambirs ir

loti laba alternativa biomasas iegtiSanai, lai varétu razot bioetanolu.

1.6. Inulins

Inulins ir polifruktans, kur§ sastav no linearam B-2,1- polifruktozes saiteém un ar D-
glikozes atlikumu. Tas ir sastopams ka rezerves oglhidrats daudzas augu dzimtas — liliju,
graudzalu, amarillu un kurvjziezu. Divas sugas, no kuram Sobrid ieglist riipnieciba
izmantojamo inulinu, pieder pie kurvjziezu dzimtas un tas ir — topinambirs (Helianthus
tuberosus) un cigorin$ (Cichorium intybus) (Leroy et.al., 2010). Topinambiiri akumulé
aptuveni 50 - 70 g/kg inulina uz savu svaigo masu. Tadejadi uz vienu hektaru topinambdri
spgj sarazot aptuveni 5,4 tonnas inulina (Li and Chan-Halbrendt, 2009). Inulins ir plasi
sastopams augu valsti, kopuma tas dabiski veidojas vairak neka 36 000 augos visa pasaule.
Pieméram, dazi no $adiem augiem ir kiploki, spargeli un pienenes, bet janem véra, ka inulina
sastavs Sajos augos ir ievérojamaki mazaks, tadel to izmantoSana ripnieciskai inulina ieguvei
nav izdeviga. Inulina polimerizacijas pakape (DP — degree of polymerization) ir atkariga no
dazadiem faktoriem - paSa auga ipasibam; klimata; augSanas apstakliem; vegetacijas perioda,
kura augs novakts; ka un cik ilgi tas tiek uzglabats péc novaksanas (Leroy et.al., 2010). P&d¢ja
laika inulina izmantoSana ir kluvusi populara, jo tas ir atjaunojams, l€ts izejmaterials etanola
fermentacijai, fruktozes sirupa iegiiSanai un citu kimisko savienojumu producéSanai (Chi

et.al., 2010).
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1.6.1 Inulina izmantoSana dazadu savienojumu iegiSanai

Etanols ka neatjaunojamas degvielas alternativa ir ieguvis lielu popularitati tadas
valstits ka ASV, Brazilija, Kina un Indija. Lai ari citas valstis nakotné var&tu izmantot
atjaunojamo degvielu — bioetanolu, ir svarigi izvértét dazadus bioetanola iegtiSanas aspektus.
Svariga ir bioetanola ieguves izmanto$anai vajadzigo cukuru avotu izmaksas. Sobrid
popularakie izejmateriali bioetanola producésanai ir cukurniedres, ciete un lignoceluloze (Li
and Chan-Halbrendt, 2009). Sie cukura avoti ir izdevigi, bet to fermentacijas procesam ir
nepiecieSamakas sarezgitakas darbibas, neka, pieméram, izmantojot inulinu. Inulina SkeloSais
enzims inulinaze spgj to uzreiz Skelt par fruktozi un glikozi, tadejadi to uzreiz var konvertet
etanola. Raugs S.cerevisiae inulinazi producét nespgj, bet tas ir vispopularakais raugs, kuru
izmanto etanola razoSanai. Lai produc@tu etanolu no inulina saturoSiem substratiem ,vislabak
izveleties raugu K. marxianus, kur§ sp& gan producét inulinazi, gan konvertét cukurus
etanola. Bet diemzgl ir pieradits, ka K. marxianus salidzinajuma ar S. cerevisiae sp&j producét
daudz mazaku etanola daudzumu, tadg| tas riipnieciba netiek tik biezi izmantots (Lane and
Morrissey, 2010). Mikroorganismi, kuri arT sp&j producét inulinazi ir atseviski Asperigillus
niger mutanti un Pichia guillermondii celmi (Chi et al., 2010).

Misdienas inulins ir kluvis populars ne tikai ka izejmaterials etanola raZoSanai, bet no ta
tiek iegiiti ar1 dazadi kimiskie savienojumi. Inulinu izmanto fruktozes sirupa iegtiSanai,
inuloligosaharidu producgsanai, citronskabes iegiiSanai, 2,3-butandiola iegiSanai, pienskabes

un dazadu cukuru alkoholu iegtiSanai (Chi et al., 2010).

1.7. Inulinaze

Raugos enzims, kur§ ir atbildigs par inulina SkelSanu, ir nespecifiska B-fruktozidaze
(inulinaze; 2,1-D-fruktanfruktanohidrolaze), kura atbrivo fruktozes molekulas no cukuriem ar
B(2,1)-saisu fruktozes vienibam nereducgjoSaja gala (Fuchs et al., 1985). Dabiski inulinazes
substrati ir inulins, saharoze un levans. Salidzinajuma ar invertazi, inulinazei ir dazadas
priekSrocibas izmantoSanai partikas ripnieciba. Iz8kir ekso-inulinazi un endo-inulinazi. Ekso-
inulinaze kataliz€ fruktozes atlikuma atSkelSanu no nereducg€josa inulina molekulas gala.
Savukart endo-inulinaze hidrolizé inulina ieks€jas saites, tadgjadi iegistot inulotriozi,
inulotetrozi un inulopentozi (Chi et.al.,, 2009). Enzims inulinaze, kas izdalas kultiiras
Skiduma, ir dimérs, bet inulinaze, kas glabajas Stinas sienina, ir tetramérs (Rouwenhorst et al.,

1990).
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Enzima inulinazes aktivitate ir atkariga gan no temperatiras, gan no vides pH.
Visaugstako aktivitati uz saharozes substrata inulinaze uzrada pie 70°C temperatiiras, bet
inultna substrata pie 50°C temperatiras. Virs 70°C temperatiras enzima aktivitate inulina
substrata netika noverota, bet saharoz€ enzima darbiba vl joprojam bija augsta. Inulinazes
aktivitati ietekmé arT pH. Uz inulina substrata augstaka enzima aktivitate bija pie lielaka pH,
turpretl, enzima optimalai aktivitatei uz saharozes substrata nepiecieSams zemaks pH
(Rouwenhorst et al., 1988). Cita pétijuma (Cazetta et.al., 2010) tika paradits, ka optimalakie
apstakli inulinazes produc@sanai ir pie pH 5,0; aeracijas 1,0 /I™*min™ un 10 g/l * saharozes
koncentracijas barotné.

K. marxianus ekstracelulara inulinaze, kas sastopama gan $tinas sienina, gan kulttiras
Skiduma sastav no vienadam subvienibam, kura ir 64-kDa polipeptidi, kuri satur 26 % - 37 %

oglhidratu molekularo masu (Rouwenhorst et al., 1988).
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2.1. Materiali
2.1.1. Mikroorganismi:

2. MATERIALI UN METODES

o Kluyveromyces marxianus DSM 5422

o Kluyveromyces marxianus DSM 5418

2.1.2. Laboratorijas trau

e Merkolbas

ki :

e Koniskas kolbas ar vates aizbazniem

o Varglazes

o Stikla n@ijina

e Pipete (20ul, 200ul, 1000ul, Sml)

e Mercilindri

2.1.3 Vienreizéjas lietoSanas materiali

1.tabulaVienreizgjas lietoSanas materiali

Table 1. Disposable materials

Materiala nosaukums RazZotajs Piegadatajs

1. | Acryl-Cuvettes Sarstedt; Sarstedt parstavnieciba
Aktiegesellschaft&Co; Latvija
D-51588
Numbrechet, Vacija

2. | Mikrostobrini Sarstedt; Sarstedt parstavnieciba
Aktiegesellschaft&Co; Latvija
D-51588
Numbrechet, Vacija

17




2.1.4. Reagenti, barotnes, buferi

2.tabula Reagenti
Table 2. Reagents

1. Heksokinase Roche,Vacija

2 Phosphoglucose — Isomerase (PGI) Roche,Vacija

3 Adenosine-5'-triphosphate (ATP) Roche,Vacija

4. Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase Roche,Vacija

5. B-NADP Roche,Vacija

6 Imidazol Sigma,ASV

7 (NH,).SO, Peaxum,PSRS

8. MgSO,4 * 7 H20 Peaxum,PSRS

9. KH,PO,4 Peaxum,PSRS

10. MqgCl, * 6 H20 Peaxum,PSRS

11. KoHPO, Peaxum,PSRS

12. NaOH Peaxum,PSRS

13. Rauga ekstrakts SIA Enola, Vacija
14, Sucrose Peaxum,PSRS

15. Inulin Dion Bioline, Latvija
16. Fructozyme Novozyme, Danija

Barotnes

3.tabula Agara barotne raugam Kluyveromyces marxianus (1 litrs)

Table 3. Agar culture medium for yeast Kluyveromyces marxianus (1 liter)

Reagents Koncentracija, (g/1)
Rauga ekstrakts 5

MgSQO, * 7 H20 1,4

KH,PO, 1

K,HPO, 1

(NH4),SO4 5

Agars 50

Uzpilda ar destilétu tideni lidz 1 litram.
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Barotnes séjmateriala iegusanai Kluyveromyces marxianus

4.tabula Saharozes barotne(1 litrs).

Table 4. Sucrose culture medium(1 liter)

Reagents Koncentracija, (g/1)
Rauga ekstrakts 5

MgSO, * 7 H20 1,4

KH,PO, 1

K,HPO, 1

(NH4)2SO4 5

Saharoze 5% (laktoze 5%) 50

Uzpilda ar destilétu tideni Iidz 1 litram.

Fermentacijas substrats

5.tabula Inulina barotne (1 litrs).

Table 5. Inulin culture medium ( 1 liter)

Reagents Koncentracija, (g/1)
Rauga ekstrakts 5

MgSO,4 * 7 H20 14

KH,PO4 1

KoHPO, 1

(NH,).S0O, 5

Inulins 10% 100

Uzpilda ar destilétu tideni lidz 1 litram.

Buferi

Imidazola buferis (1 litrs) :

e imidazols 6,82 g
e MgCl, * 6 H20 1,02g

Uzpilda ar destilétu tideni lidz 1 litram.
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Mérisanas buferis glikozes un fruktozes enzimatiskajai noteikSanai (25ml):
e [B-NADP -39mg
e ATP-15mg
e Glikozes-6-P-dehidrogenaze -75ul

vai
e NAD-34,7mg
e ATP-15mg

e Glikozo-6-P.dehidrogenaze (Leuconostoc mesenteroides) — 70 pl

Uzpilda Iidz 25 ml ar imidazola bufera Skidumu.
Reagentus izskidina destiléta tideni un noregulé pH ar 6n HCI Iidz 6,9 un pievieno destilétu

tdeni, lai kopigais tilpums biitu 1 litrs.

2.1.5. Iekartas

e Spektrofotometrs: Libra S22, Bichrom Ltd, Cambridge, Lielbritanija

e pH-metrs: Microprocessor pH Meter pH211,HANNA instruments, Rumanija

e Svari: BOECO, Boeckel & Co, Vacija

e Fermentatori: Sartorius Stedim , Sartorius AG, Vacija

o Autoklavs: Crepunuzarop naposoit 'K — 100-36, PSRS

o Centrifuga: Hermle Z383K, Vacija

o Termobloks: Thermo Block TDB-120, Dry Block Heating Thermostats, BIOSAN,
Latvija

o Hromatografs, Agilent 1100, Vacija

2.1.6. Datorprogrammas

e Microsoft Office Word 2010

e Microsoft Office Excel 2010

« Statgraphics Plus (Manugistics, Inc., US)
o Mathcad (Cambridge Mass., US)
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2.2. Metodes

2.2.1. Rauga biomasas daudzuma noteik$ana

Biomasas noteikSanai no parauga nem alikvotu daudzumu un ievieto kiveté. Paraugu
atSkaida ar tideni, lai méramais OD bitu 0,05 - 0,2 robezas. References kivete iepilda destilétu
tdeni. Kiveti ar paraugu liek spektrofotometra un nolasa optisko blivumu pie 600nm. Optisko
blivumu pareizina ar atSkaidijumu un koeficientu parrékina uz biomasas koncentraciju gramos

litra.

2.2.2. Kopé€jo cukuru satura noteikSana

HidrolizéSana

50 ml kolba ielej 2,5 ml analiz€jama Skidruma, 2,1 ml koncentrétas salsskabes un 20
ml destileta idens. Kolbu aptin ar foliju un uz 10 minttém liek Gdens vanna pie 78°C, lai
notiktu cukuru inversija. P&c tam skidumu strauji atdzese Iidz istabas temperaturai, neitralizé

ar 4M NaOH Ilidz pH 6,0-7,0. Ar destilétu tideni uzpilda kolbu lidz 50 ml.

Cukuru noteik$ana ar fruktozimu

Mikrostobrina ievieto 1ml analiz€jama Skidruma un piepilina 10 pl Fructozyme.

Mikrostobrinu liek termobloka 60°C temperatiira un atstaj uz tris stundam.

2.2.3. Glikozes un fruktozes satura noteik§ana

Glikozes un fruktozes satura notiekSana tika veikta enzimatiski, izmantojot Libra S22
spektrofotometru.
Darba gaita:
1. Kontroles kivet€ ievieto 1000 ul merisanas bufera.
2. Spektrofotometru uzstada uz 340 nm un nomeéra sakotn&jo absorbciju kivete ar 1000
ul meriSanas buferi.
3. Nakamaja kiveté ievieto 10 pl parauga, kas satur ne vairak par 1% glikozes +
fruktozes un 990 pul mérisanas bufera.
4. Spektrofotometra noméra sakotngjo absorbciju paraugam.
5. Kivete, kura atrodas paraugs, pievieno 1 pl fermenta heksokinazi un meéra lidz

konstantai absorbcijai.
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6. Turpina darbibas ar to pasu kiveti, kura atrodas paraugs, pievienojot 2 ul fermenta

Fosfoglikoizomerazi un méra lidz konstantai absorbcijai.

Aprékini:

Ja parauga tilpums ir bijis 10 pl, tad aprékina formula ir $ada:
C(mmol/l) = AA x 100/ 6,28, kur

C- glikozes vai fruktozes koncetracija paraugos (mmol/l);

AA — absorbcijas starpiba (starpiba starp sakuma un beigu absorbciju)

Glikozes un fruktozes noteik§anas princips :
1. D-glikoze + ATF — heksokinaze --> glikozes-6-fosfats + ADF
D-fruktoze + ATF — heksokinaze --> fruktozes-6-fosfats + ADF

2

3. Fruktozes-6-fosfats — fosfoglikoizomeraze --> glikozes-6-fosfats

4. Glikozes-6-P + NADP™ - glikozes-6-fosfatdehidogenaze --> 6-fosfatglukonats +

NADPH + H*

Paraugam pievienojot heksokinazi vienlaicigi notiek pirmas divas reakcijas.
P&c tam glikozes-6-fosfats oksidgjas lidz 6-fosfoglukonatam, reducgjot NADP" lidz NADPH
+H".
Absorbcijas spektra maksimums NADPH ir 340 nm, tatad veicot mérjjumus pie §1 vilpa
garuma ir iesp&ams noteikt NADPH daudzumu, kas ir ekvivalents glikozes daudzumam.
Talak seko fosfoglikoizomerazes pievienoSana, kura izomerizé fruktozes-6-fosfatu lidz
glikozes-6-fosfatam. Tad glikozes-6-fosfats oksidéjas lidz 6-fosfoglukonatam, reducgjot
NADP™ lidz NADPH un H".

2.2.4. Mikroorganismu kultivé§ana un fermentacija

Kluyveromyces marxianus séjmateriala sagatavoSana

S€jmaterialu iegist ar mikrobiologiskas cilpas palidzibu no agara barotnes panemot
nelielu daudzumu (vienu koloniju) rauga Stinu masu un ienesot to laktozes 5% Skidraja
barotné. Tad barotnes ar rauga §tinam tiek kultivétas termostata 24 stundas, 35°C temperatiira,
pie 200 apgriezieniem.

P&c diennakts laktozes barotng, izaugusas rauga Stinas parsgj, iepriek§ sagatavota un
nosteriliz&ta, saharozes 5% barotné. Tad barotnes liek termostata, 35°C temperatiira, pie 200

apgriezieniem un atstaj uz diennakti.

22



Fermentacija

Pirms fermentacijas notiek fermenatoru sagatavosana — sterilizéSana autoklava (parasti
kopa ar inulinu saturo$o barotni + barotnei tiek pievienots antifoam, lai novérstu putu
veidoSanos). Nakamais solis ir inokuléSana — s€materiala pievienoSana barotnei,
fermentatora. Tiek iestaditi fermentacijas parametri, kas tiek automatiski reguléti
fermentacijas laika — pH, temperatiira, maisiSanas atrums, aeracija. Vides pH tiek reguléts ar

10% KOH skidumu.

2.2.5. Etanola noteik§ana fermentacijas paraugos

Etanols paraugos tika noteikts ar augstefektivas skidruma hromatografijas (HPLC)
metodi, izmantojot Agilent 1100 hromatografu. Kolonna Asahipak SH1011 (garums 300 mm,
i.d. 8 mm). Signala detekcija ar refrakcijas detektoru. Kolonnas temperatiira 50 °C, mobila
faze 0,005 M H,SOy pluasmas atrums 0,6 ml/min, parauga tilpums 5 pl. Paraugi pirms
analizém tika centrifugéti pie 8000 rpm 10 minites, pec tam filtréti caur celulozes acetata

filtru, ar poru diametru 0,45 um.
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3. REZULTATI UN DISKUSIJA

3.1. Kluyveromyces marxianus celmu DSM 5422 un DSM 5418 biomasas un etanola

iznakumu salidzinajums

Salidzinasanai tika izvél&ti divi K. marxianus celmi. Celms DSM 5418 jau ieprieks
minéts literatira ka celms ar augstu inulinazes aktivitati, fermentacijas uz inulina substrata
(Yuan et.al., 2008). Savukart K. marxianus DSM 5422 minéts ka celms ar augstiem etanola
un biomasas sintézes raditajiem uz laktozi saturoSiem substratiem (Vincenzi et.al., 2014),
bet maz apliikota §1 celma bioetanola sint€ze uz inulina substrata. Izvelgjamies salidzinat So
divu celmu biomasas iznakumus un etanola produc€Sanas raditajus, lai izveértétu, kur§ no
celmiem ir produktivaks inulinu saturo$as barotn€s. Fermentacijas tika veiktas barotn€s ar
inulina koncentraciju 135 g/1 (1.,2 att€ls). Abi celmi uzrada lidzigu specifisko augSanas
atrumu, bet biomasas iznakums celmam DSM 5422 ir lielaks. Rauga K. marxianus celms
DSM 5422 sasniedza augstaku biomasas koncentraciju (14,4 g), neka celms DSM 5418
(11,6 go/l). l.attela var redzet, ka abi celmi ap 19 stundu ir sasniegusi savu augSanas

maksimumu.
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l.attels. K. marxianus biomasas pieaugums atkariba no laika. Inulina sakuma koncentracija
barotnés 135 g/l, fermentacijas temperatira 35°C, maisiSanas atrums 400 rmp, pH= 5,0.
Aeracija 0,25 1-1min™

Figure 1. K. marxianus biomass increase versus time. Inulin medium concentration 135 g/l,

fermentation temperature 30°C, stirring speed 400 rpm, pH= 5,0. Aeration 0,25 1-I"*-min™
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Savukart etanola maksimala koncentracija tika saniegta 24-26 stunda. Literatiiras
datos (Yuan et.al., 2008) minéts, ka K. marxianus celmam DSM 5418 ir liels potencials
bioetanola produc€Sanai no inulina. Bet izrietot no ST eksperimenta rezultatiem (skatit
2.attels), pie dotajiem fermentacijas apstakliem augstakus etanola producéSanas raditajus
uzradija celms DSM 5422. Celmam DSM 5422 etanola iznakums ir 0,40 g/g inulina.
Savukart celmam DSM 5418 etanola iznakums ir 0,34 g/g inulina.

Ta ka misu eksperimentos K. marxianus DSM 5422 uzradija labakus biomasas un
etanola biosintézes raditajus un zinatniskaja literatiira nav daudz informacijas par §1 celma
inulina utilizaciju, turpmakajiem eksperimentiem inulina fermentacijas parametru

optimizacijai tika izmantots $is celms.
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2.attels. K. marxianus producéta etanola koncentracijas pieaugums atkariba no laika. Inulina
sakuma koncentracija barotnés 135 g/l, fermentacijas temperatiira 35°C, maisiSanas atrums
400 rmp, pH = 5,0. Aeracija 0,25 1'[**min™

Figure 2. K. marxianus produced ethanol concentration increase versus time. Inulin medium
concentration 135 g/l, fermentation temperature 30°C, stirring speed 400 rpm, pH= 5,0.
Aeration 0,25 0 1-I"-min™
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3.2. Temperatiiras un aeracijas ietekme uz bioetanola un biomasas veido§anos
K. marxianus DSM 5422

No literatiras zinams, ka optimalaka temperatiira, vairums raugu, augsanai un etanola
producésanai ir ap 30°C (Walker, 1998). Savukart Kluyveromyces marxianus literatiira
minéts ka termotolerants raugs, kas sp&j augt pie temperatiiras 1idz pat 52 °C ( Fonseca et.al.,
2008). Tadg] sim eksperimentam tika izv€létas divas dazadas temperatiras 30°C un 40°C.
Etanola producésanai svarigs faktors ir aeracija. Lai noteiktu pie kadas aeracijas etanola
producésana raugam K. marxianus norit visefektivak, tika izv€leti tris dazadi aeracijas
lielumi: 1,4; 0,8; un 0,2 I'I**min™. Inulina koncentracija barotnés bija 90 g/l. MaisiSanas
atrums 400 rmp. Vides pH tika uzturéts nemainigs pH= 5,0. Neatkarigo mainigo faktoru

kombinacijas dotas 1. tabula.

1.tabula. Faktoreksperimenta neatkarigd mainigo - fermentacijas temperatiira un aeracijas
intensitates kombinacijas
Table 1. The independent variables of factor experiment — combination of fermentation

temperature and aeration rate

Temperatura, °C Aeracija, 1-I'" min™
Temperature, °C Aeration, I'1"-min™
40 1,4
30 1,4
40 0,2
30 0,2
40 038
30 0,8

Visaugstakas biomasas koncentracijas ir pie 30°C temperatiiras (skatit 3.attels), pie
visiem trijiem aeracijas rezimiem. Pasi augstakie biomasas raditaji ir pie 30°C temperatiiras
un lielakas aeracijas 1,4 -1 min™, to var izskaidrot ar to, ka rauga biomasas augSanai ir
nepiecieSams liels skabekla daudzums un temperattira ap 30°C ir optimala rauga augSanai, pie
augstakas temperatiiras rauga Sinam var veidoties temperatiiras Soks. Fermentatoros, kur
temperattira tika iestatita uz 40°C, ir zemaki biomasas raditaji. Viszemaka biomasas

koncentracija ir fermentatora ar 40°C temperatiiru un viszemako aeraciju 0,2 -1 min™.
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Ceturtaja attela dota atbildes virsma un tas vienadojums biomasas iznakumam no pateréta
substrata. Redzams, ka dotaja temperatiras un aeracijas diapazona aeracijai ir pozitiva
ietekme uz biomasas iznakumu, savukart paaugstinatas temperatiiras efekts it negativs. Ir

noverojama abu faktoru mijiedarbiba — aeracijas pozitivais efekts ir izteiktaks pie zemakam

temperaturam.
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3.attels. K. marxianus biomasas pieaugums atkariba no laika. Inulina sakuma koncentracija
barotné 90 g/l, fermentacijas temperatiira 30°C un 40°C, maisiSanas atrums 400 rmp, pH=
5,0. Aeracija 1,4; 0.8; 0,2 11" min™

Figure 3. K. marxianus biomass increase versus time. Inulin medium concentration 90 g/l,
fermentation temperature 30°C and 40°C, stirring speed 400 rpm, pH= 5,0. Aeration 1,4; 0,8;

0,211 min?
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4.attels. A: Atbildes virsmas lauks parada biomasas iznakumu no patéréta substrarta atkariba
no temperatiiras (X3) un aeracijas (X3), inulina barotn€, fermentacijas 14 stunda. Modela

vienadojums: YX/s = 0,266741 — 0,00439902*X1 + 0,18269*X2 — 0,00364359*X1X2

B: Eksperimentali iegiitie atkarigie mainigie pret prognozgjamiem

Figure 5. A: Response surface plot showing biomass results depending on temperature (X1)
and aeration (X;) changes, in the inulin medium, at 14th hour of fermentation.

B: The observed versus predicted plot for the values of depended variable. The model
equation: Yx/s = 0,266741 — 0,00439902*X1 + 0,18269*X2 — 0,00364359*X1X2
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5.attels. K. marxianus producéta etanola koncentracijas picaugums atkariba no laika. Inulina
sakuma koncentracija barotné€s 90 g/l, fermentacijas temperatiira 30°C un 40°C, maisiSanas
atrums 400 rmp, pH = 5,0. Aeracija 1,4; 0,8; 0,2 11" min™

Figure 4. K. marxianus produced ethanol concentration increase versus time. Inulin medium
concentration 90 g/l, fermentation temperature 30°C and 40°C, stirring speed 400 rpm, pH=
5,0. Aeration 1,4; 0,8; 0,2 1" -min™*

Vislielaka etanola koncentracija tika sasniegta fermentatora, kur temperatiira bija 30°C
un aeracija 0,2 11" min™ (skatt 5. attgls). Saja fermentatora etanola iznakums ir vislielakais -
aptuveni 70 % no teorétiska iznakuma. Etanola producéSanai raugam nepiecieSami gandriz
anaerobi apstakli, tadeé] augstakas etanola koncentracijas novérojamas pie zemakajiem
aeracijas raditajiem. Tome&r raugs K.marxianus nesp&j augt pilnigi anaerobos apstaklos, ta
etanola sintéze ir cieSi saistita ar skabekla daudzuma ierobeZojumu (Visser et al., 1990).
Savukart vismazakais etanola daudzums ir fermentatoros, kuros ir intensivaka aeracija, jo tad
pievadito skabekli rauga Stnas izmanto biomasas producéSanai. Attela (skatit 5.att€ls) var
redz&t, ka aptuveni 14. stunda viss substrats ir patéréts un etanola koncentracija vairs
nepieaug. Raugs K. marxianus sp&j producét etanolu ari temperatara virs 40°C (Fonseca
et.al., 2008), bet Saja eksperimenta var redzet, ka optimalakie apstakli etanola sintézei ir pie

30°C temperatiras.
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Sestaja atteéla dota atbildes virsma un tas vienadojums etanola iznakumam no patéréta
substrata. Dotaja temperatiiras un aeracijas diapazona aeracijai ir negativa ietekme uz etanola
iznakumu, noveérojama abu faktoru mijiedarbiba un aeracijas efekts ir izteiktaks pie lielakam
temperatiiram. Negativie temperatiiras efekti uz etanola iznakumu ir nelieli un tie izpauzas pie

paaugstinatas aeracijas.
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6.attels. A: Atbildes virsmas lauks parada etanola iznakumu no patéréta substrata atkariba no
temperatiiras (X3) un aeracijas (X3), inulina barotng, fermentacijas 14 stunda. Modela
vienadojums: Yp/s = 0,466302 — 0,00919533*X1X2 + 0,0939648*(X2)*

B: Eksperimentali iegiitie atkarigie mainigie pret prognoz&jamiem

Figure 6. A: Response surface plot showing ethanol yield depending on temperature (X;) and
aeration (X,) at 14th hour of fermentation

B: The observed versus predicted plot for the values of depended variable. The model
equation: Yp/s = 0,466302 — 0,00919533*X1X2 + 0,0939648*(X2)?
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3.3. Substrata koncentracijas un fermentacijas temperatiiras ietekme uz bioetanola

un biomasas veido$anos K. marxianus DSM 5422

Ieprieks€ja eksperimenta tika noskaidrots, ka etanolu vislabak ir iegiit pie mazas
aeracijas, tadel inulina koncentracijas ietekme uz etanola un biomasas sinté€zes raditajiem tika
pétita pie konstantas aeracijas intensitates 0,2 -1 min™. Inulina koncentracija barotné tika
mainita diapazona no 100 Iidz 200 g/l. Vides pH uzturéts nemainigs pH= 5,0. MaisiSanas
atrums 400 rmp. Var novérot, ka maksimali sasniegta biomasas koncentracija pieaug,
palielinot substrata koncentraciju no 100 Iidz 150 g/I, tomér talakais pieaugums pie inulina
koncentracijas 200 g/l ir nebutisks (skatit 7.att€ls). Iemesls varétu but gan inhibicija ar

substratu, gan inhibicija ar metabolisma produktiem, tai skaita etanolu.
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7.attels. K. marxianus biomasas picaugums atkariba no laika. Inulina sakuma koncentracija
barotné 100 g/1, 150 g/l un 200 g/I. Fermentacijas temperatiira 30°C, maisiSanas atrums 400
rmp, pH=5,0. Aeracija 0,2 -1 min™

Figure 7. K. marxianus biomass increase versus time. Inulin medium concentration 100 g/I,
150 g/l and 200 g/l. Fermentation temperature 30°C, stirring speed 400 rpm, pH= 5,0.

Aeration 0,2 11 -min™
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Ka var redzet 8. att€la, augstaka etanola beigu koncentracija tika sasniegta
fermentatoros, kuros inulina koncentracija bija 200 g/l. Vidgjais etanola producéSanas atrums
inulina barotngs ar koncentraciju 100 un 150 g/l bija vienads ap 2,8 g I'* h™. Pie augstakas
inulina koncentracijas tas samazinajas lidz 2,4 ¢ I h. Tomer jaatzimé, ka pie augstam
inulina koncentracijam netiek patéréts viss substrats. Pie inulina koncentracijas 200 g/l
fermentacijas beigas vidé bija palicis vél 9,29 g/l kopigo ferment€jamo cukuru. Etanola
iznakums, rékinot no ielikta substrata, bija zemaks pie augstam inulina koncentracijam — 58 %
no teorétiski iesp€jama etanola iznakuma, pie inulina koncentracijas 100 g/l un 49 % no
teorétiska pie inulina koncentracijas 200 g/l. Tomér industrialam etanola razoSanas procesam
svarigs raditajs ir etanola beigu koncentracija fermentacijas vidé, jo talakais etanola
destilacijas process, pie zemam etanola koncentracijam, ir neizdevigs energoresursu patérina

zina.
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8.attels. K. marxianus producéta etanola koncentracijas picaugums atkariba no laika. Inulina
sakuma koncentracija barotné 100 g/1, 150 g/l un 200 g/I. Fermentacijas temperatiira 30°C,
maisiSanas atrums 400 rmp, pH= 5,0. Aeracija 0,2 -1 min™

Figure 8. K. marxianus produced ethanol concentration increase versus time. Inulin medium
concentration 100 g/l, 150 g/l and 200 g/l. Fermentation temperature 30°C , stirring speed 400

rpm, pH=5,0. Aeration 0,2 I'I"**min™
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Tika veikts divfaktoru eksperiments, vienlaicigi mainot gan substrata koncentraciju,
gan temperatturu. Tika izraudzitas tris temperatiiras, vertibas diapazoma no 30 °C lidz 38 °C,
un tika izvéletas divas inulina koncentracijas - 150 un 200 g/l. Sadas substrata koncentracijas
tika izvélétas tadel, ka etanola beigu koncentracija augstaka ir pie lielakam substrata
koncentracijam un no praktiskas pielietoSanas viedokla Sis koncentracijas diapazons biitu
piemérotaks etanola producésanai. Aeracija tika uzturéta konstanta 0,2 1-1-min™, maisisanas
atrums 400 rmp. Vides pH tika uzturéts nemainigs pH= 5,0. Abu mainigo faktoru

kombinacijas dotas 2. tabula.

2.tabula. Faktoreksperimenta neatkarigo mainigo - fermentacijas temperatira un inulina
koncentracijas kombinacijas
Table 2. The independent variables of factor experiment — combination of fermentation

temperature and inulin concentration

Temperatara, °C Inulina koncentracija
barotné
30 150 g/l
34 150 g/l
38 150 g/l
30 200 g/l
34 200 g/l
38 200 g/l

Visaugstaka biomasas koncentracija (skatit 9.att€ls) ir fermentatora ar temperatiiru
30°C un inulina koncentraciju 200 g/1, ka tas ir arT iepriek$&jos eksperimentos (skatit 7.att€ls).
Savukart viszemakie biomasas raditaji ir pie 38°C temperatiiras un inulina koncentracijas
barotné 150 g/l. Ka redzams no atbildes virsmas un to apraksto$a vienadojuma (skatit 10.
attels) paaugstinot temperatiiru, biomasas iznakums no pateréta substrata samazinas visa
skatitaja substrata koncentracijas diapazona. ArT inulina koncentracijai ir negativa ietekme uz
biomasas iznakumu. Tapat novérojama arT neliela abu faktoru mijiedarbiba, inulina
koncentracijas negativa ietekme uz biomasas iznakumu ir izteiktdka pie augstakam

temperaturam.
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9.attels. K. marxianus biomasas pieaugums atkariba no laika. Inulina sakuma koncentracija
barotné 150 g/, 200 g/l. Fermentacijas temperatiira 30°C , 34°C un 38°C, maisiSanas atrums
400 rmp, pH = 5,0. Aeracija 0,2 11" min™

Figure 9. K. marxianus biomass increase versus time. Inulin medium concentration 150 g/I,
200 g/l. Fermentation temperature 30°C , 34°C un 38°C, stirring speed 400 rpm, pH= 5,0.

Aeration 0,2 1-1-min™
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10.attels. A: Atbildes virsmas lauks parada biomasas iznakumu atkariba no temperatiiras (X2)
un inulina koncentracijas barotné (g/1) (X1), fermentacijas 27 stunda. Modela vienadojums:
Yxs = -0.105963 + 0.0160844*X2 - 0.000285878*(X2)? - 0.00000695937*X1X2

B: Eksperimentali iegiitie atkarigie mainigie pret prognoz&jamiem

Figure 10. A: Response surface plot showing biomass results depending on temperature (X2)
and inulin concentration (g/l) (X1) changes, in the inulin medium, after 27th hour of
fermentation. The model equation:

Yxs = -0.105963 + 0.0160844*X2 - 0.000285878*(X2)? - 0.00000695937*X1X2

B: The observed versus predicted plot for the values of depended variable
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1l.attels. K. marxianus producéta etanola koncentracijas picaugums atkariba no laika.
Sakotngja inulina koncentracija barotné 150 g/l, 200 g/I. Fermentacijas temperatiira 30°C ,
34°C un 38°C, maisi§anas atrums 400 rmp, pH = 5,0. Aeracija 0,2 1-1""-min™

Figure 11. K. marxianus produced ethanol concentration increase versus time. Inulin medium
concentration 150 g/l, 200 g/I. Fermentation temperature 30°C , 34°C un 38°C, stirring speed

400 rpm, pH=5,0. Aeration 0,2 -1 min™

Lidzigi, ka iepriekS€ja eksperimenta, augstaka etanola koncentracija fermentacijas
beigas tika sasniegta pie augstakam inulina koncentracijam (skatit 11. attéls). ST sakariba
saglabajas ari pie paaugstinatas temperatiras. Savukart augstakie etanola iznakumi no
patéréta substrata ir pie zemakas temperatiiras un zemakas substrata koncentracijas.
Respektivi, no etanola iznakuma viedokla labakie apstakli etanola biosint€zei biitu inulina
koncentracija 150 g/l un temperatiira 30°C. Vérojama ir arT abu faktoru mijiedarbiba (skatit
12. attels). Temperataras efekts ir izteiktaks pie zemakam substrata koncentracijam, savukart

inulina koncentracijas efekts uz etanola iznakumu vairak izpauzas pie zemakas temperatiiras.
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12.attels. A: Atbildes virsmas lauks parada etanola iznakumu no pateréta substrata atkariba
no temperatiiras (X2) un inulina koncentracijas barotné (g/1) (X1), fermentacijas 27 stunda
B: Eksperimentali iegiitie atkarigie mainigie pret prognoz&jamiem. Modela vienadojums:

Yps =0.772654 - 0.00199647*X1 - 0.0114323*X2 + 0.0000474627*X1X2

Figure 12. A: Response surface plot showing ethanol results depending on temperature (X2)
and inulin concentration (g/l) (X1) changes, in the inulin medium, after 27th hour of
fermentation

B: The observed versus predicted plot for the values of depended variable. The model
equation: Yps = 0.772654 - 0.00199647*X1 - 0.0114323*X2 + 0.0000474627*X1X2
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SECINAJUMI

Inulina konversijai bioetanola piemérotakais K. marxianus celms ir DSM 5422, jo tas
uzrada labakus etanola un biomasas raditajus, salidzinajuma ar K. marxianus celmu
DSM 5418.

Etanola producéSanai optimala aeracija ir 0,2 -1 min™, savukart biomasas

producésanai 1,4 1-'I'*-min™.

Etanola iegiiSanai no inulina rekomend€jama substrata koncentracija butu 150 g/l. Pie
zemakas substrata koncentracijas ir riipnieciskam procesam parak zema etanola
koncentracija, savukart pie augstakam substrata koncentracijam samazinas etanola
iznakums no substrata.

Optimala fermentacijas temperatiira etanola un biomasas producésanai ir 30 °C.

Fermentacijas temperatiirai ir izteiktaka ietekme uz biomasas augSanu, Salidzinot ar

etanola producésanu.
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