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KOPSAVILKUMS

Soforolipidi ir biovirsmaktivo vielu veids, kuru iesp&jams razot mikrobiali no dazadiem
lipidiem bagatiem substratiem, tai skaita atkritumiem. Saja darba noteica soforolipidu razo$anai
ar Starmerella bombicola piemérotako lipidiem bagatu atkritumu veidu, nemot véra titru,
virsmaktivas pasibas un razosanas procesa ietekmi uz vidi. Soforolipidu razosanai izmantoja
periodisko kultivé$anu bez piebarosanas. Lielako soforolipidu titru (41.57+1.07 g-L™Y) ieguva,
izmantojot rapsSu ellu no frit€tavas ar pievienotu glikozi. RazoSanas procesam ar rap$u ellu no
fritétavas un pievienotu glikozi bija vismazaka ietekme uz vidi. Virsmaktivas ipaSibas bija
vienlidz labas visiem soforolipidiem, kas iegiiti fermentacijas ar pievienotu glikozi.

Atslégas vardi: soforolipidi, partikas atkritumi, periodiska kultivéSana, aprites cikla

analize.



SUMMARY

Sophorolipids are a type of biosurfactant which can be produced microbially from
different lipid-rich substrates, including waste streams. In this work, the most suitable lipid-rich
waste stream for sophorolipid production with Starmerella bombicola was assessed based on
titer, surface active properties and the environmental impact caused by the production process.
Sophorolipids were produced using batch fermentation. The largest sophorolipid titer
(41.57+1.07 g-L ™) was obtained using waste cooking oil from frying with added glucose. The
sophrolipid production process with waste cooking oil from frying with added glucose had the
smallest environmental impact. The surface activities of all sophorolipids obtained in
fermentations where glucose was added, were equally high.

Keywords: sophorolipids, food waste, batch fermentation, life cycle analysis.
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IEVADS

Virsmaktivas vielas tiek plaSi izmantotas dazadas ripniecibas nozarés ka emulgatori,
detergenti, virsmas spraiguma samazinataji, mitrinataji, putotaji, solubiliz&taji un biezinataji.
Biovirsmaktivas vielas iegilist no atjaunojamiem biologiskas izcelsmes resursiem, izmantojot
mikroorganismus (Thavasi & Banat 2019). Atskiriba no sintgtiskajam virsmaktivajam vielam,
tas ir ar zemaku toksiskuma ltmeni un rada mazaku negativo slodzi uz vidi — tas viegli sadalas
gan aeroba, gan anaeroba vide (Madihalli & Doble 2019).

Soforolipidi (SL) ir biovirsmaktivas vielas, kuras mikroorganismi spgj sintezet
vislielakaja daudzuma (Paulino et al. 2016), tomér tas tik un ta ir apméram 20-30 reizes
dargakas par sintétiskajam virsmaktivajam vielam (Dierickx et al. 2022). Sintétiskas barotnes
sastavdalas un SL attiriSanas process veido apméram 60% no kop&jam razoSanas izmaksam.
Sis izmaksas biitu iesp&ams samazinat, izmantojot l&takus substratus, piemé&ram,
atkritumproduktus, un optimizgjot kultivacijas apstaklus (Ma et al. 2020).

Katrs Eiropas iedzivotajs gada vidgji rada 8 L lietotas cepamas ellas (Liepins et al. 2021).
Tatad lipidiem bagati partikas atkritumi ir liela daudzuma pieejams substrats, tacu $o atkritumu
kimiskais sastavs ir loti heterogéns. Tapéc nepiecieSams individuali parbaudit katra $is grupas
substrata piemérotibu SL razosana. Substrata izvele janem vera ne tikai tadi procesa ienesigumu
ietekmgjosi faktori ka ieglistamais SL titrs un to fizikali-kimiskas Tpasibas, bet ar razoSanas
procesa ietekme uz vidi. To ir iesp&jams novertét, izmantojot aprites cikla analizes metodi (Hu
et al. 2021a).

Darba merkis: parbaudit dazadu lipidiem bagatu partikas atkritumu piemérotibu
soforolipidu razosanai ar raugu Starmerella bombicola un noveértét §1 razoSanas procesa ietekmi
uz vidi.

Darba uzdevumi:

1. Veikt periodisko kultivésanu ar S. bombicola, izmantojot dazadus lipidiem bagatus partikas
atkritumus,

Noteikt periodiskas kultivésanas laika iegtito soforolipidu koncentraciju,

Noteikt periodiskas kultivésanas laika pateréto lipidu un/vai glikozes koncentraciju,

Novertét iegiito soforolipidu virsmaktivas ipasibas ar stalagmometrijas metodi,

o b~ N

Veikt aprites cikla datu analizi soforolipidu razoSanas procesiem no dazadiem lipidiem

bagatiem partikas atkritumiem, lai salidzinatu So procesu ietekmi uz vidi.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Starmerella bombicola visparejs raksturojums

Starmerella bombicola ir fakultativi aeroba asku séne. Ta vegetativi vairojas
pumpurojoties, tatu dzimumvairo$anas procesa katra rauga $iina veido vienu askusporu (De
Graeve et al. 2018). Sis sugas raugi ir fruktofili. Sp&ju efektivi uznemt fruktozi nodroina
fruktozes transporteris (Ffz1), kas iegiits no citas sénu sugas horizontalas génu parneses
rezultata (Goncalves et al. 2019). Nav zinama neviena S. bombicola izraisita saslim$ana, tomér
ST suga vél nav oficiali atzita ka ‘Generally Regarded as Safe’ (GRAS) (De Graeve et al. 2018;
Liepins et al. 2021).

S. bombicola pirmo reizi izol&ja 1954. gada no savvalas ziedu nektara. Sakotngji §is rauga
sugas nosaukums bija Torulopsis bombicola, vélak to parklasificgja par Candida bombicola.
2012. gada rauga suga ieguva tagad€jo nosaukumu — Starmerella bombicola (De Clercq et al.
2021). Raugs S. bombicola daba v&l sastopams gints Bombus kukainu medi un uz $o kukainu
kermena (De Graeve et al. 2018). Pastav hipotéze, ka kukaini dod prieksroku ziediem, kuros
atrodas raugi, jo tie var veikt polisaharidu transforméSanu par vienkarSakiem, kukainiem
sagremojamiem oglhidratiem (Ciesielska et al. 2014).

Ta ka S. bombicola dabiga vide ir bagata ar cukuriem, $is raugs sp&j augt barotng ar lielu
cukura koncentraciju (Van Bogaert et al. 2011), tacu augsana ievérojami samazinas 400 g-L*
cukura koncentracija un gandriz pilniba apstajas 600 g-L* koncentracija (De Clercq et al. 2021).
Sis sugas raugiem piemit sp&ja uznemt ari dazadus hidrofobus savienojumus, tai skaita
taukskabes, garkézu spirtus, alkanus un hidroksilétas taukskabes. Kaut gan S. bombicola nav
patogéna suga, ta ir rezistenta pret lieclu daudzumu dazadu antimikrobialo savienojumu,
pieméram, fleomicinu, G418 un zeocinu (Claus et al. 2022).

Pateicoties aktivam lipidu metabolismam, S. bombicola sp&j uzkrat gan iek$stinas lipidus,
gan razot un izvadit argja vidé virsmaktivus savienojumus soforolipidus (SL) (De Graeve et al.
2018; Liepins et al. 2021). S. bombicola literattira tiek pieminéta gandriz tikai saistiba ar Siem
savienojumiem. Lai gan vairaku desmitu gadu garuma ir izvirzitas dazadas hipotézes par SL
dabiskajam funkcijam, tikai nesen dazas no tam tika eksperimentali pieraditas (De Clercq et al.
2021).

Pati nozimigaka SL funkcija ir argjas oglekla rezerves, kuras organisms var izmantot bada
apstaklos. Vidé pieejamais ogleklis tiek ieklauts sarezgitakas struktiras molekulas
(soforolipidos), padarot to griutak pieejamu citiem mikroorganismiem. Turklat SL
antimikrobiala aktivitate atvaira citus mikroorganismus un nelauj tiem izmantot S. bombicola
uzkratas rezerves. Ka mazak svariga SL funkcija ir minéta hidrofobu oglekla avotu emulgésana,

kas atvieglo to uznemsanu $tna (De Clercq et al. 2021). Tadgjadi SL razosana S. bombicola
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dod prieksrocibas, kas uzlabo §is sugas izdzivosanas iesp&jas un palidz konkurét par vidé
esosajiem substratiem ar citiem organismiem.
1.2 Soforolipidu 1pasibas un biosintéze

Soforolipidi ir viens no biovirsmaktivo vielu veidiem, kurus producé mikroorganismi.
Atskiriba no sintétiskajam virsmaktivajam vielam, biovirsmaktivajam vielam piemit zemaks
toksiskuma limenis un tas ir vieglak biodegradjamas (Madihalli & Doble 2019). Tas ir
iesp&jams iegiit no atjaunojamiem resursiem (Thavasi & Banat 2019), ka arf tas ir izturigas pret
augstam temperattram, dazadam pH vértibam un jonu koncentracijam (Paulino et al. 2016).

Biovirsmaktivas vielas sp€j samazinat Skiduma virsmas spraigumu, tacu tas var ari
pielietot ka putotajus, detergentus, emulgatorus, solubiliz&tajus, mitrinatajus, biezinatajus,
antimikrobialus lidzeklus, lidzeklus pret bioplévém, pretsalipes Iidzeklus (Thavasi & Banat
2019).

Virsmaktivas vielas efektivitati virsmas spraiguma samazinaS$ana nosaka tas kritiska
micellu koncentracija (jo mazaka kritiska micellu koncentracija, jo efektivaka virsmaktiva
viela) (Thavasi & Banat 2019). Kritiska micellu koncentracija ir lielums, kas raksturo to, pie
kadas virsmaktivo vielu koncentracijas §is vielas molekulas sak veidot micellas, kas nodro$ina
to virsmaktivas ipasibas (De et al. 2015). P&c kritiskas micellu koncentracijas sasniegSanas
Skiduma virsmas spraigums butiski nemainas (McGiffen et al. 2014).

Tapat ka pargjas biovirsmaktivas vielas, ar1 SL ir sekundarie metaboliti, kuri tiek
producéti stacionaraja fazé (Lodens et al. 2020). Visi lidz §im atklatie SL producgjosie
mikroorganismi pieder pie Starmerella monofilétiskas grupas, iznemot Pseudohyphozyma
bogoriensis (Dierickx et al. 2022).

SL ir amfifilas molekulas un $ada molekulas uzbiive pieskir tiem raksturigas
virsmaktivas 1pasibas. To hidrofilo dalu veido soforoze — glikozes disaharids, kas savienots ar
B-1,2 glikozidisko saiti (Marchant & Banat 2012). Soforoze var biit mono-acetiléta, di-acetiléta
vai neacetiléta (acetiléSana notiek pie 6’ un 6’ oglekla atomam piesaistitajam hidroksilgrupam)
(Jezierska et al. 2018). SL hidrofobo dalu veido taukskabe, kas visbiezak sastav no 16 vai 18
oglekla atomiem un var saturét vienu, divas vai nevienu dubultsaiti (Ashby & Solaiman 2019;
Glenns & Cooper 2006; Marchant & Banat 2012).

SL tiek raZoti ka divu strukturali atSkirigu molekulu tipu maistjjums: skabes un laktonu
tipa (Drakontis & Amin 2020; Glenns & Cooper 2006). Skabes tipa SL ir briva taukskabe,
savukart laktonu tipa SL taukskabes karboksilgrupa veido estera saiti ar hidroksilgrupu pie
soforozes 4’°, 6>’ vai 6’ oglekla atoma (Lourith & Kanlayavattanakul 2009). Abu tipu
struktirformulas redzamas 1. attéla. Lielaka dala S. bombicola razoto SL ir di-acetiléti laktonu

tipa SL ar oleinskabi (C18:1) hidrofobaja dala, tacu to sastavs var mainities atkariba no
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kultivésanas apstakliem un pieejama substrata (Dierickx et al. 2022). SL ar dazadam struktiiram
piemit atSkirigas Tpasibas (De Clercq et al. 2021). Skabes tipa SL piemit labaka $kidiba tideni
un tie veido vairak putu (Ciesielska et al. 2014). Tacu laktonu tipa SL piemit augstaka

antimikrobiala aktivitate (De Clercq et al. 2021).

(a) T (b)

OR,

Ri=R,=H

R,= R, = COCH,
R,= COCH, R,=H
Ri=H R,=COCH,

1. attéls. (a) Skabes tipa un (b) laktonu tipa soforolipidu visparigas struktirformulas. Attéls no Claus
et al. (2022).
Figure 1. General structural formulas of (a) acidic and (b) lactonic sophorolipids. Figure from Claus
et al. (2022)

Stinas ieksieng SL sintézi nodrosina &etri enzimi: citohroma P450 monooksigenaze, divas
glikoziltransferazes un acetiltransferaze. SL parvietoSanu uz argjo vidi veic SL transporteris
(Lodens et al. 2020). Nesen tika atklats vél viens SL transporteris, kuru kod&josais géns atrodas
arpus SL biosintézes génu klastera (Claus et al. 2022). Arpus $iinas SL sintézes procesa piedalas
ar1 enzims laktonu esteraze (Ciesielska et al. 2014).

SL biosintézes pirmaja solt citohroma P450 monooksigenaze terminali vai subterminali
hidroksilé taukskabi (Van Bogaert et al. 2013). Sis enzims prioritari ka substratu izmanto
oleinskabi (C18:1) (Huang et al. 2014). P&c tam glikoziltransferaze I hidroksilétas taukskabes
hidroksilgrupai pievieno glikozes molekulu, kas ir aktivéta ar uridindifosfatu (UDF).
Glikoziltransferaze II pie pirmas glikozes molekulas pievieno otru ar uridinfosfatu aktivetu
glikozes molekulu. P&c Siem soliem ir sintez&ta neacetiléta skabes tipa SL molekula. V&l SL
molekulai var tikt pievienotas acetilgrupas, kuru pievieno$anu katalizg acetiltransferaze (Van
Bogaert et al. 2011). SL laktonizéSanos nodrosina laktonu esteraze (Ciesielska et al. 2014;
Liepins et al. 2021). Ja tiek izslégts laktonu esterazes géns, ir iesp&jams iegut S. bombicola
celmu, kas razo tikai skabes tipa SL (Ciesielska et al. 2014). SL biosintézes cel§ redzams 2.

attéla.
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2. attels. Soforolipidu biosintéze. (1) Citohroma P450 monooksigenaze, (2) glikoziltransferaze I,
(3) glikoziltransferaze II, (4) acetiltransferaze, (5) soforolipidu transporteri. Att€la nav paradita

soforolipidu laktoniz&$ana, kas notiek arpus $tinas. Attéls ar izmainam no Baccile et al. (2017).

Figure 2. Sophorolipid biosynthesis. (1) cytochrome P450 monooxygenase, (2) Glucosyltransferase
I, (3) glucosyltransferase 11, (4) acetyltransferase, (5) sophorolipid transporter. Figure excludes
sophorolipid lactonisation, which occurs outside the cell. Figure with changes from Baccile et al.
(2017).

Pasa SL biosintézes génu klasteri nav atrodami regulatorie elementi (Van Bogaert et al.
2013). Ar SL biosintezi saistito génu ekspresija tiek reguléta ar teloméru pozicijas efektu, kas
atgriezeniski represe ekspresiju teloméru tuvuma esosiem géniem (Lodens et al. 2020). Klastera
enzimu sint€zi ierosina ari augsta C/N attieciba. Pagaidam SL biosintézes regulacijas
mehanismi ir tikai dal€ji noskaidroti. Jaunatklata SL transportera géna ekspresijas regulacija
nav saistita ar SL biosintézes klastera génu ekspresijas regulaciju, jo tas atrodas cita hromosoma
(Claus et al. 2022).

1.3 Soforolipidu raZoSana
1.3.1. Substrati
Vislielakais SL daudzums tiek producéts periodiskaja kulttra ar piebaroSanu, izmantojot

divus oglekla avotus — hidrofilu un hidrofobu (Davila et al. 1994). SL razosanai ka hidrofilo
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oglekla avotu visbiezak izmanto glikozi, saharozi vai glicerinu. BieZak izmantotie hidrofobie
oglekla avoti ir rapSu ella, saulespuku ella ar paaugstinatu oleinskabes saturu un oleinskabe
(Dierickx et al. 2022).

Kad hidrofobais substrats parsvara sastav no poli-nepiesatinatam taukskabém, vairakums
SL ir skabes tipa. Pretgjais tieck novérots, kad substrata vairak ir stearinskabe (C18:0) un
oleinskabe (C18:1), - producétie SL parsvara ir laktonu tipa. Vislielakais SL titrs tiek sasniegts
ar lipidu substratiem, kuru sastava ir C16 un C18 taukskabes, piem&ram, oleinskabe, jo tas var
tikt tiesa veida ieklautas SL molekula (Claus et al. 2022; Davila et al. 1994). A.M. Davila et al.
(1994) apgalvo, ka tas neattiecas uz poli-nepiesatinatam taukskabém, kuras, neskatoties uz
taukskabes k&des garumu, netiek tieSi ieklautas SL molekulas; tas tiek oksidétas lidz COs..
Savukart, cita petijjuma noverots, ka SL maisijuma sastava ir arT SL, kuru hidrofobo dalu veido
taukskabe ar divam dubultsaitém (Hu & Ju 2001). Ja izmantoto taukskabju oglekla k&de ir isaka
par 16 oglekla atomiem, vispirms janotiek elongacijai, lai to varétu ieklaut SL molekulas, kas
palénina SL razoSanas atrumu (Davila et al. 1994).

Nelietotas augu ellas sastav parsvara no piesatinatam un poli-nepiesatinatam taukskab&m
(Awogbemi et al. 2019). Savukart, informacija par lietotas cepamas ellas sastavu dazados
literatiiras avotos atSkiras, pieméram, viena pétijuma konstatéts, ka lietota cepama ella satur
tikai piesatinatas un mono-nepiesatinatas taukskabes (Awogbemi et al. 2019), cita p&tijuma
lietotas cepamas ellas sastava bija 60% mono-nepiesatinatas, 26% poli-nepiesatinatas un 8%
piesatinatas taukskabes (Chhetri et al. 2008). Lietoto ellu atskirigais sastavs varétu bt
skaidrojams ar to, ka pétijumos izmantoto ellu sastava ir vairakas augu ellas (ka ari tauki),
dazadas proporcijas. Ka arf lietotas cepamas ellas sastavu ietekme tas, cik ilgi, kada temperatiira
un kadam meérkim (piem&ram, vistas vai kartupelu cepsSanai) to izmantoja (Cherubini et al.
2021).

Tadi substrati ka augu ellas un glikoze ir ne tikai dargi, bet arl konkuré ar to
pielietojumiem partika. Tapéc notiek jaunu SL razoSanai piemé&rotu substratu mekl&jumi
(Ingham & Winterburn 2022). Iepriek§ mingta lietota cepama ella ir viens no $adiem
hidrofobiem substratiem.

SL sastava tieSi ieklaujamo taukskabju sastavs dazadas nelietotas un lietotas ellas un
taukos att€lots 1. tabula. Redzams, ka gan lietota, gan nelietota rapsu ella $adu taukskabju saturs

ir ievérojami lielaks, neka parg€jas minétajas ellas un taukos.

11



1. tabula. Dazadu ellu un tauku taukskabju sastavs (%). Ieklautas tikai taukskabes, kuras visbiezak

sastopamas soforolipidu molekulas sastava (Davila et al. 1994). N — nelietota ella, L — lietota ella.

Table 1. Fatty acid composition (%) of various oils and fats. Only fatty acids, which make up the
sophorolipid molecule most often, were included (Davila et al. 1994). N — unused oil, L — used oil.

Palmitin- Palmitolein- Stearin- Olein-
Ella vai tauki skabe skabe skabe skabe Atsauce
C16:0 Cl16:1 C18:0 C18:1
Saulespuku ella (N) 32.21 - 9.27 - (Awogbemi
Saulespuku ella (L) 0.36 - - 0.80 et al. 2019)
Palmu ella (N) - - 2.67 - (Awogbemi
Palmu ella (L) 40.21 - - 14.39  etal. 2019)
Rapsu ella (N) 4.82 0.25 1.94 61.56  (Aniolowska
Rapsu ella (L) 7.17 0.27 2.83 63.62  etal. 2016)
Vistas zemadas Paszkiewicz
tauki® 22.97 1.99 4.86 35.99 ét al. 2020)
Tauki pec vistas 23.137 6.382 779 1e741 (Sharmaet
cepSanas al. 2021)
Tauku un elju (Sharma et
maisijums péc 15.714 2.207 7.154 26.48 1. 2021)
cepSanas al.

“no jélas vistas galas

Kaut gan lietotas ellas ar1 satur SL molekula tiesi ieklaujamas taukskabes, iegtito SL titrs
parasti ir mazaks, ja ka substratu izmanto lietotu cepamo ellu (nevis nelietotu ellu), jo ta satur
dazadus savienojumus, piem&ram, peroksidus, hidroperoksidus, ketonus, aldehidus un skabes,
kas var inhibét SL producésanu (Kim et al. 2021), pieméram, A. Mannu et al. (2019) lietota
cepamaja ella identificgja 46 dazadus gaistoSus organiskos savienojumus. Lietotai cepamajai
ellai raksturigas zemakas pH vertibas, neka nelietotai augu ellai, kas art var negativi ietekmét
SL razo$anu, ja vien pH netiek reguléts (Awogbemi et al. 2019).

Ka piemeéru letam hidrofilam substratam var minét melasi. Cukurniedru melases sastava
ir apméram 550 gL saharozes un 50 g-L* glikozes un fruktozes. Tapec ta var biit piemérots
hidrofilais substrats SL razoSanai (Wongsirichot et al. 2021). Izmantojot cukurniedru melasi ka
hidrofilo substratu un sojas pupinu ellu ka hidrofobo substratu fermentacijas procesa
bioreaktora, iegiiti 63.7 g-L™* SL. Japiebilst, ka 31 fermentacija ilga tikai 5 dienas un parasti
Sadas fermentacijas ir garakas (Daverey & Pakshirajan 2009). Periodiskas kultivéSanas procesa
ar piebarosanu, izmantojot oleinskabi ka hidrofobo substratu un sojas melasi ka hidrofilo
substratu, izdevies iegiit SL titru, kas ir 75% no titra, ko iesp&jams iegit, ja tados pasos

apstaklos melases vieta izmanto glikozi (Solaiman et al. 2007).
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1.3.2. Kultivesanas apstakli

Kultivésanas process, kura laika tiek razoti SL, parasti ilgst 8-14 dienas (Dierickx et al.
2022), +24-30 °C temperattra (Ingham & Winterburn 2022; Vedaraman & Venkatesh 2010),
un $aja procesa visbiezak izmanto S. bombicola ATCC 22214 celmu (Liepins et al. 2021,
Wongsirichot et al. 2021).

Tiek uzskatits, ka SL razoSanas process ir efektivs, ja SL iznakums uz tilpuma vienibu ir
1-2.5 g-L":ht (Wongsirichot et al. 2021). No periodiskas kultiiras ar piebaro$anu ir iesp&jams
iegiit 3.7 reizes lielaku SL titru, neka no periodiskas kultivéSanas bez piebarosanas. J.H. Kim
et al. (2021) bez piebarosanas ieguva 84.8 g-L* SL, bet ar piebarosanu — 315.6 g-L™* SL, kas ir
lielakais 1idz $im sasniegtais titrs, izmantojot lietotu cepamo ellu ka substratu (Kim et al. 2021).

Lielako literatiira sastopamo SL titru (623 g-L?) izdevies sasniegt 42 dienas gara
periodiskas kultivéSanas procesa ar piebarosanu, izmantojot rapsu ellu un glikozi ka substratus.
Iegiit $adu SL titru un veikt tik garu fermentacijas procesu izdevas, pateicoties autoru
izstradatajai in situ tehnologijai SL atdaliSanai no fermentacijas vides (Dolman et al. 2017).

Palielinoties biomasas koncentracijai, palielinas SL titrs (Dierickx et al. 2022), tacu parak
licla biomasas koncentracija var ierobezot §inam pieejamo skabekla koncentraciju (To et al.
2022). Tomér M.H. To et al. (2022) pétijuma inokulata koncentracijai (2-6% (v/v)) nebija
butiskas ietekmes uz SL titru. Iesp&jams, ka variacija biomasas koncentracija $aja p&tijjuma
nebija pietiekami liela, lai noverotu atskiribu SL titra.

Ievérojama ietekme uz iegiito SL titru ir arT hidrofoba substrata koncentracijas izmainam.
Izmantojot rap3u ellas koncentraciju, kas zemaka par 50 mL-L™, iegiitais SL titrs ievérojami
samazinas (Ingham & Winterburn 2022). Ari M.H. To et al. (2022) novéroja, ka, ellas
koncentracijai palielinoties, palielinas arT SL titrs, tacu SL producéSana sakas agrak, ja ellas
koncentracija ir zemaka. Tomér izmantotais ellas daudzums nevar but parak liels, jo tas var
pasliktinat skabekla difiiziju fermentacijas vide, ka art liels daudzums brivo taukskabju var bt
toksisks stinam (Ingham & Winterburn 2022).

SL razo$ana liela nozime ir ari C/N attiecibai. Ja C/N attieciba ir liela (8-9), tad SL
specifiskais producésanas atrums ir liels, tacu biomasas koncentracija ir zema. Gan optimalu
SL iznakumu, gan optimalu biomasas koncentraciju nodrosina vidéja C/N attieciba (4.5-5)
(Dierickx et al. 2022). Izvéletais slapekla avots ietekmé ieglito SL struktiiru tipu proporcijas.
Pieméram, kad amonija nitrats vai peptons tiek izmantots ka slapekla avots, SL produkta
sastava neparadas laktonu tipa SL (To et al. 2022).

Atseviskiem metala jonu savienojumiem ar sulfata saliem arf ir ietekme uz S. bombicola
augSanu un/vai SL razoSanu. MgSO4 palielina laktonu tipa SL proporciju, FeSO4 palielina

skabes tipa SL proporciju, savukart, CuSOs palielina kop&jo sarazoto SL koncentraciju 2.16
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reizes. Tomér $o jonu ietekme var but atSkiriga, izmantojot dazadas barotnes (Dierickx et al.
2022).

A1l pH regulacijas metodei (ja pH vispar tiek reguléts) ir ietekme uz SL titru. Konstatéts,
ka pH regulacijai SL razoSanas procesa labak izmantot KOH, neka NaOH, jo SL titrs KOH
gadifjuma bija ievérojami lielaks (140 g-L™X(KOH) un 102 g-L"}(NaOH)). Savukart, regulgjot pH
ar amonija acetata buferi, vispar nebija novérojama $tinu augsana (To et al. 2022).

Lielaka SL daudzuma iegiSanai tiek izmantota ne tikai kultivéSanas apstaklu
optimizacija, bet arT mikroorganismu genétiskas inzenierijas metodes. Pieméram, SL titru par
50% izdevas palielinat, veicot deléciju enzima taukskabju acil-CoA sintetazes génam (Afaal),
kas nodrosina brivo taukskabju aktivésanu. Tadgjadi tika blokéta taukskabju degradacija [3-
oksidacijas cela un palielinats uznemto taukskabju 1patsvars, kas tiek ieklautas SL molekulas
sastava (Jezierska et al. 2019).

Ka var secinat no visiem iepriek§ minétajiem SL razoSanu ietekm&joSiem faktoriem,
vairuma pétjjumu SL razoSana tiek veikta, pielietojot fermentacijas ar $kidro barotni, tacu
atseviSkos gadijumos tikusi izmantota ari cietfazes fermentacija, kas dod iesp&ju izmantot I&tus
cietos substratus un lauj izvairities no barotnes putoSanas fermentacijas laika. Pieméram,
izmantojot mango kaulinu oleinskabes frakciju un ellas izspaidas ka hidrofobos substratus,
cietfazes fermentacija sasniegtais SL titrs bija aptuveni 3 reizes liclaks, neka fermentacija ar
Skidro barotni, izmantojot tos pasSus substratus (Ma et al. 2020).

1.4 Soforolipidu raZoSanas ietekme uz vidi

Ka aprakstits ieprieks, SL razoSanai iesp&jams pielietot dazadus substratus, kultivéSanas
metodes un barotnes piedevas. Optimalas parametru kombinacijas izvélei janem veéra ne tikai
procesa ienesigumu ietekmg&josi faktori ka iegtistamais SL titrs un SL fizikali-kimiskas Tpasibas,
bet arT $1 procesa ietekme uz apkartgjo vidi. To ir iesp&jams izdarit, izmantojot aprites Cikla
analizes (life cycle analysis (LCA)) metodi (Hu et al. 2021a).

LCA izmanto, lai kvantificétu ietekmi uz vidi, ko atstaj kads process, pakalpojums vai
kada produkta aprites cikla posms (piem&ram, razoSana un/vai lictoSana). KvantificéSana
balstas uz ieejoso (materialu un energijas) un izejoSo (emisiju un atkritumu) plismu analizi.
LCA iesp&jams iedalit Cetros solos: mérka un ietvara (Scope) izvirzisana, aprites cikla modela
izveidosana, ieklaujot taja datus par visam ieejosajam un izejoSajam plismam (life cycle
inventory), visu plismu ietekmes nozimiguma novértésana (life cycle impact assesment) un
rezultatu interpretacija (de Lapuente Diaz de Otazu et al. 2022; Goedkoop et al. 2013;
Kopsahelis et al. 2018). Atkariba no izvirzita mérka un ietvara LCA iesp&jams ieklaut (vai
neieklaut) izejmaterialu iegiiSanas, produkta razosanas, izplatiSanas, lietoSanas un aprites cikla

beigu (atkritumu) posma analizi (Hu et al. 2021b). letekmes nozimiguma novértésanai tiek
14



izmantotas dazadas ietekmes kategorijas, pieméram, tdens patérins, fosilo resursu
noplicinaSana, mineralu resursu noplicinasana, aramzemes platibas izmantoSana, toksicitate
cilvékiem, ekotoksicitate, eitrofikacija, augsnes paskabinasanas, ozona slana noplicinasana un
klimata parmainas (Hu et al. 2021a).

Analizgjot SL razoSanas procesu, konstatéts, ka tieSi SL razoSanas fermentacijas faze
atstaj vislielako ietekmi uz vidi (Baccile et al. 2017; Hu et al. 2021a; Kopsahelis et al. 2018).
Fermentacija izmantota glikoze un rapsu ella (hidrofilais un hidrofobais oglekla avots) veido
87% no visa razo$anas procesa ietekmes (Dierickx et al. 2022). ST negativa ietekme rodas
substratu razoSanas procesa, jo tiek izmantots liels tidens daudzums un elektriba, kuru biezi
vien ieglist no neatjaunojamiem resursiem (Baccile et al. 2017). Tadg] biitu vélams SL razosana
izmantot razosanas blakusproduktus vai patérina atkritumproduktus, pieméram, melasi un
lietotu cepamo ellu. letekmi iesp&jams samazinat ari veicot SL razo$anas procesa optimizaciju,
lai iegitu lielaku SL titru, kas samazinatu energijas paterinu vienas SL vienibas iegtiSanai (Hu
et al. 2021b).

letekmes Kategorijas “kaitéjums ekosisttmam” un “resursu izmanto$ana” SL uzrada loti
lidzigus rezultatus ka dazadas sintétiskas virsmaktivas vielas (Baccile et al. 2017). Tas nozimg,
ka SL razoSana no pirmas paaudzes atjaunojamiem resursiem videi rada lidzvértigu kaitéjumu
ka virsmaktivo vielu iegtiSana no fosilajiem resursiem. Kada pétijuma konstatéts, ka SL
razoSanai ir par 22.7% lielaka ietekme uz vidi, neka biovirsmaktivo vielu ramnolipidu
razo3anai. Sadas atkiribas galvenais c&lonis ir tas, ka SL razo$anas process ir garaks un tapec
energijas patérin$ §im procesam ir lielaks (Kopsahelis et al. 2018).

Lidz $im veikto pétijumu skaits par SL razoSanas ietekmi uz vidi ir neliels. Lai iegtitu
visaptveroSu informaciju par atSkirigu SL raZoSanas procesu ietekmi uz vidi, nepiecieSams
veidot cieSu sadarbibu starp aprites cikla modelétajiem un p&tniekiem, kuri veic ar SL razoSanu

saistitus eksperimentus (Hu et al. 2021a).
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2. MATERIALI UN METODES
2.1 Materiali
2.1.1 Iekartas un merinstrumenti

Centriftiga Heraeus Multifuge X1R (Thermo Fisher, ASV);
Autoklavs CertoClav MultiControl 2 (CertoClav, Austrija);
Stinu skaititajs LUNA-FX7 (Logos Biosystems, Dienvidkoreja);
Analitiskie svari KERN ABJ 120-4M (KERN & Sohn GmbH, Vacija);
Vakuuma iztvaicésanas ierice Concentrator plus/ Vacufuge® plus (Eppendorf, Vacija);
Mikroplasu lasitajs Tecan Infinite 200M Pro (Tecan Austria GmbH, Austrija);
Kratitajs — inkubators Environmental Shaker —incubator ES-20 (BIOSAN, Latvija);
Kratitajs — inkubators Incubator Shaker Series I 26 (New Brunswick Scientific, Vacija);
Velkmes skapis Waldner AIRFLOW CONTROLLER AC3 (Waldner, ASV);
Laminaras plusmas skapis FlowFast V 12P (Via Vespucci, Italija);
Termostats Thermo Block TDB-120 (BIOSAN, Latvija);
Stikla kapilars ar stativu;

2.1.2 Kimiskas vielas un reagenti

NaOH, >98% (Erba Lachema, Cehija); e Heksans (Sigma Aldrich, Vacija),
D-(+)-Glikozes monohidrats, 99.0% e Akridina oranzais/propidija jodids
(Sigma Aldrich, Francija); (Aligned Genetics, Dienvidkoreja),
Antrons (Sigma Aldrich, Vacija); e Natrija kalija tartrata tetrahidrats,
H2S04, 98% (Merck KGaA, Vacija); >99.9% (Sigma Aldrich, Vacija);

3,5-dinitrosalicilskabe (Serva
Feinbiochemica, Vacija);
2.1.3 Lietojumprogrammas
Microsoft Excel v16.0 (Microsoft Corporation, ASV);
R v4.0.3 (R Core Team 2021);
RStudio v1.4.1103 (RStudio Team 2022);
RStudio paketes: readxl v1.3.1 (Wickham & Bryan 2019), ggplot2 (Wickham 2016),
ggpmisc v0.4.5 (Aphalo 2021), ggpubr v0.4.0 (Kassambara 2020), dplyr v1.0.7 (Wickham
et al. 2021), openxlIsx v4.2.5 (Schauberger & Walker 2021), tidyverse (Wickham et al.
2019);
Tecan i-control v2.0.10.0 (Tecan Austria GmbH, Austrija);
SimaPro 9.3 (PRé Sustainability B.V., Niderlande).
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2.2 Metodes
2.2.1 Rauga Suinu periodiska kultivéSana

Visos fermentacijas eksperimentos izmantoja raugu Starmerella bombicola DSM 27465.
S. bombicola kultaru uzturéja uz YPD (yeast peptone dextrose) agara platem +4° C (skat.
barotnes sastavu 1. pielikuma).

Rauga Stnu kultivéSanai nepiecieSamos materialus un barotnes pirms izmantoSanas
steriliz€ja autoklava, +121 °C, 15 minites. Stikla m&gené piecos mL SD (synthetic defined)
barotnes (skat. barotnes sastavu 2. pielikuma) ar 20 g-L* glikozes inokul&ja vienu S. bombicola
koloniju un kultivéja 24 stundas, +30 °C, 200 rpm. P&c tam 100 mL SD barotnes ar 20 g-L™*
glikozes inokulgja ar pieciem mL $tnu kulttras un kultivéja 24-48 stundas, +30 °C, 180 rpm.
Ar iegiito biomasu inokul&ja koniskas kolbas, kas satur&ja SD barotni bez pievienota slapekla
avota ((NH4)2S04) un vienu vai divus dazadus oglekla avotus. Izmantoja $adas oglekla avotu
kombinacijas:

e nelietotu rapsu ellu (10% (v/v)) un glikozi (60 g-L™?);

e ar lipidiem bagatus partikas atkritumus” (10% (v/v)) un glikozi (60 g-L™%);

e nelietotu rapsu ellu (10% (v/v));

e ar lipidiem bagatus partikas atkritumus (10% (v/v)).

Periodisko kultivésanu veica 10 dienas, +30 °C, 180 rpm, ar tris biologiskajiem atkartojumiem.
2.2.2 Siinu skaita noteik§ana

Vispirms 27 pL fermentacijas vides parauga pievienoja 3 pL akridina oranza/propidija
jodida krasvielas. Tad 10 pL pagatavota parauga-krasvielas maisijuma iepildija $tnu
skaititajam paredz&tos mikroskopijas slaidos. Siinu skaiti$anu veica fluorescences rezima ar
iestatTtu $tinu izméru no 1 11dz 5 pL. Stinu skaitisanu veica divos tehniskajos atkartojumos.

2.2.3 Soforolipidu kvantificeSana fermentacijas vide

Kursa darba ietvaros tika konstatéts, ka antrona-sérskabes metode ir piemerotaka SL
koncentracijas noteikSanai ar lipidiem bagata fermentacijas vidé. Tap€c antrona-sérskabes
metodi izmantoja Saja darba, lai noteiktu kopgjo oglhidratu koncentraciju (tai skaitd SL
molekula esosas soforozes koncentraciju) bezsiinu fermentacijas vidé. Ta ka fermentacijas
pievienoja arT glikozi, tas noteikSanai bija nepiecieSams izmantot vél citu metodi, kura ir
nejutiga pret SL sastava eso$o soforozi. Sim noliikam izmantoja dinitrosalicilskabes (DNS)

metodi.

* Izmantotie lipidiem bagatie partikas atkritumi bija rapsu ella no fritetavas, rap3u ella no zivju kombinata,
saulespuku ella no majsaimniecibas, vistas tauki no grila un dzivnieku tauki no zavetavas.
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Saja darba izmantoja A. Leyva et al. (2008) aprakstito antrona-sérskabes metodi ar
modifikacijam. Metodes veik$anai nepiecieSamo reagentu pagatavoja, iz§kidinot antronu (0.2%
(w/v) koncentracija) 75% sérskabé. Visas darbibas, kas ieklauj s€rskabi saturosu skidumu
izmantoSanu, veica velkmes skapi ar cimdiem, aizsargbrillém un halatu.

Reakcijas maisijums sastavéja no 30 pL divreiz destiléta tdens, 5 puL analiz€ama
fermentacijas parauga, 165 L antrona-sérskabes reagenta. So maistjumu saturo$o 96 laucinu
mikroplati kars€ja 100 °C, 10 minttes. P&éc Skiduma atdzes€sanas to samaisija ar daudzkanalu
mikropipeti un ar mikroplasu lasitaju nomérija absorbciju pie 630 nm vilpu garuma. Ka
standartvielu izmantoja glikozi.

Lai noteiktu koncentraciju cukuriem, kas nav SL sastava (reduc€josajiem cukuriem),
izmantoja 96 laucinu mikroplatei pielagotu DNS metodi (Gongalves et al. 2010). Lai pagatavotu
nepiecieSamo reagentu, iz8kidinaja 0.5 g 3,5-dinitrosalicilskabes 25 mL destiléta tidens, tad
pievienoja 10 mL 2 N NaOH un 15 g natrija kalija tartrata tetrahidrata. P&c tam pievienoja
papildus destilétu tdeni ta, lai reagenta kopgjais tilpums biitu 50 mL.

Reakcijas maistjums sastavéja no 25 L analiz€jama fermentacijas parauga un 25 pL
DNS reagenta. So maisijumu saturo$o 96 laucinu mikroplati karsgja 100 °C, 10 minites. Péc
Skiduma atdzes€Sanas reakcijas maisijumam pievienoja 200 pL divreiz destiléta tdens,
samaisija ar daudzkanalu mikropieti un ar mikroplasu lasitaju nomerija absorbciju pie 540 nm
vilnpu garuma. Abu metozu gadijuma katram paraugam veica divus tehniskos atkartojumus.

Lai noteiktu fermentacijas vidé eso$as soforozes koncentraciju, vispirms ar DNS metodi
iegiito rezultatu atnéma no rezultata, kas iegiits ar antrona-sérskabes metodi. Sadi ieguva
glikozes molaro koncentraciju, kuru izdala ar divi, lai ieglitu Soforozes koncentraciju.

2.2.4 Lipidu koncentracijas noteik§ana fermentacijas vidée

Lai noteiktu fermentacijas vidé atlikuSo lipidu koncentraciju, veica ekstrakciju ar
heksanu. Vispirms meégengé ievietoja 1-2 mL bez§tnu fermentacijas vides paraugu un pievienoja
tadu paSu daudzumu heksana. Maisjjumu samaisija ar vorteksa maisitaju un centrifuggja pie
6000 rpm, piecas miniites. P&c tam ar mikropipeti parnesa heksana fazi uz iepriek§ nosvértu
stikla mégeni un iztvaic€ja heksanu ar vakuuma iztvaic€Sanas ierici D-AL rezima 45 °C, 1-2
stundas (atkariba no tilpuma). Péc iztvaic€Sanas mégenes nosvera.

2.2.5 Soforolipidu virsmaktivo ipasibu novértésana ar stalagmometrijas metodi

Kursa darba ietvaros tika noskaidrots, ka stalagmometrijas metode ir piemérota SL
virsmaktivo Tpasibu novérteésanai. Tapec So metodi izmantoja arT Saja darba, lai noteiktu SL
sp&ju samazinat SD barotnes virsmas spraigumu. Meérjjumus veica ar S. bombicola

fermentacijas paraugu supernatantiem, kas iegiiti pec 10 garas fermentacijas. Supernatantus
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atskaidija ar SD barotni, kuru izmantoja fermentacija. So barotni izmantoja ari ka
standartSkidumu.

Stalagmometram ir divas atzimes. Ar gumijas uzgali stalagmometra iestica analiz€jamo
skidumu ta, lai ta menisks atrastos virs stalagmometra augs$gjas atzimes. Stalagmometru
vertikali ievietoja stativa, lai skidums no ta izpil&tu. Pilienus skaitija, kamér $kiduma limenis
atradas starp abam stalagmometra atzimém, tadéjadi nosakot pilienu skaitu, kas atbilst skiduma
tilpumam starp tam. Ar katru analiz€jamo $kidumu veica tris atkartotus mérjjumus. Pirms katra
mérfjuma ar jaunu $kidumu stalagmometru vienu reizi izskaloja ar $o skidumu.

Virsmas spraigumu aprékinaja péc formulas:

g = %ol

Pon
kur oo — standartskiduma virsmas spraigums (mN-mt),
p — petama skidruma blivums (g-cm™),
no — standartskiduma pilienu skaits,
po — standartskiduma blivums (g-cm),
n — pétama skiduma pilienu skaits.
2.2.6 Aprites cikla analize

Saja darba veiktas LCA mérkis bija salidzinat ietekmi uz vidi SL razo$anas procesiem,
kuros izmantotas dazadu substratu kombinacijas. LCA veica tikai SL razoSanas posmam
neieklaujot nepiecieSamo izejmaterialu un energijas razosanas posmu un SL aprites cikla beigu
posmu. Ka funkcionalo vienibu izmantoja 1 kg sarazotu SL. LCA veica, izmantojot ReCiPe
2016 Endpoint (H) V1.06 / World (2010) H/A metodi.

Veicot analizi nen€ma véra barotnei pievienoto vitaminu un metalu ietekmi uz vidi, jo to
izmantotais daudzums ir loti mazs. Ka arT datu bazés nav atrodama aprites cikla analizes
veiksanai nepiecieSama informacija par $im sastavdalam. Izvirzija pienémumu, ka skidrie
atkritumi, kas paliek pari péc SL iegtisanas, nonak notekiidenos. Ka arT pienéma, ka kratitaja —
inkubatora vienlaiCigi atrodas 3 L fermentacijas vides.

2.2.7 Datu apstrade un statistiska analize

Datus apkopoja tabulas, izmantojot MS Excel. Datus apkopoja att€los ar
lietojumprogrammu R, izmantojot RStudio, ar funkciju ggplot2(). Tajos redzamas vértibas
atspogulo vidg€jas vertibas no visiem veiktajiem atkartojumiem. Visiem mérjjumiem aprékinaja
standartnovirzes, izmantojot funkciju sd(). Visus statistiskos testus arT veica ar
lietojumprogrammu R, izmantojot RStudio. Kalibracijas likném veica regresijas analizi,
izmantojot funkciju Im(). Atskiribu biitiskumu starp vertibam stalagmometrijas datos novértgja,

izmantojot dispersijas analizi un TukeyHSD testu, lai novértétu atskiribu starp atseviskam datu
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grupam. Gadijumos, kad dispersijas nebija homogénas izmantoja Vilkoksona testu neatkarigam
paraugkopam. Ja bija nepiecieSams salidzinat divu paraugkopu datus, izmantoja neatkarigu

paraugkopu t-testu. Visus statistiskos testus veica pie biitiskuma Iimena 0=0.05.
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3. REZULTATI

Eksperimenta gaita veica vairakas fermentacijas ar raugu S. bombicola, kur ka hidrofobo
substratu izmantoja nelietotu rapsu ellu (NRE) vai dazadus lipidiem bagatus partikas
atkritumus: rapsu ellu no fritétavas (FRE), rapsu ellu no zivju kombinata (ZRE), saulespuku
ellu no majsaimniecibas (SE), vistas taukus no grila (VT) un dzivnieku taukus no zavétavas
(DzT). Pusé no fermentacijam ka hidrofilo substratu izmantoja glikozi. Par¢jas fermentacijas
nepievienoja hidrofilu substratu.

Desmit dienu garo fermentaciju laika vairakas reizes panéma paraugus, kuriem noteica
Stnu skaitu. PE€dgjas dienas paraugiem noteica ar1 SL koncentraciju (izteiktu ka SL hidrofilas
dalas - soforozes koncentraciju), parpalikuso lipidu un glikozes koncentraciju un barotnes
virsmas spraiguma samazinasanas sp&ju.

Izmantojot iegiitos datus, veica aprites cikla analizi (LCA), lai noteiktu perspektivako
lipidiem bagato atkritumu veidu SL razoSanai ar iesp&jami mazaku ietekmi uz vidi.

3.1 Soforolipidu koncentracijas noverteSana

Fermentacijas vidé esoSo SL koncentraciju noteica, izmantojot antrona-sérskabes
metodes un DNS metodes kombinaciju. Ar antrona-sérskabes metodi noteica kopgjo oglhidratu
koncentraciju (kura ietilpst arT SL hidrofila dala), savukart, ar DNS metodi noteica reducgjoso
cukuru koncentraciju.

3. attéla redzamas SL hidrofilas dalas koncentracijas, kas iegiitas, izmantojot dazadus
hidrofobos substratus ar vai bez pievienotas glikozes. SL koncentracija bija statistiski batiski
liclaka fermentaciju variantos ar pievienotu glikozi (a=0.05, te03=3.61, p=0.01). SL
koncentracijas, kas iegiitas fermentacijas bez pievienotas glikozes, savstarpgji butiski neatskiras

(0=0.05, p=0.12).

21



b
<
1

Ja—
h
1

Soforozes koncentracija, g/L
9 =)

.llLLLi

Rap§;1 ella Rapéi] ella Rapsu ellla (zivju Saulespluku ella Vistasl tauki szvnielku tauki
(nelietota) (fritetava) kombinats) (majsaimnieciba) (grils) (7avétava)
Substrats

Pievienota glikoze [ Ir ] Nav

3. attéls. Soforolipidu koncentracija fermentacijas 10. diena. Paradita soforolipidu
hidrofilas dalas koncentracija. Kltidu stabini apzimé standartnovirzes.

Figure 3. Sophorolipid concentration on 10th day of fermentation. Concentration of the
sophorolipid hydrophilic moiety is shown. Error bars represent standard deviation.

Fermentacija ar FRE un glikozi iegiitais SL daudzums ir statistiski bitiski lielaks, neka
visas pargjas fermentacijas (¢=0.05, p<0.01). Fermentacijas variantos ar glikozi un NRE, ZRE,
VT, DzT iegiita SL koncentracija savstarpgji nav bitiski atSkiriga (¢=0.05, p>0.08). Pastav
statistiski butiska (0=0.05, p=0.02) atskiriba starp SL koncentracijam fermentacijas ar NRE un
SE (ar pievienotu glikozi). NRE gadijuma §1 vértiba ir lielaka. Fermentacija ar NRE bez
glikozes iegiita SL koncentracija butiski neatskiras no nulles (a=0.05, t)=-3.93, p=0.06).

Lai salidzinatu $aja darba iegito SL titru ar titru, kads iegiits citos pé&tijumos,
nepiecieSams SL soforozes dalas koncentraciju parrékinat uz SL koncentraciju gramos uz litru
barotnes. Kada pétjjuma noteica no glikozes un sojas pupinu ellas ieglita SL maisijuma
struktiiru kompoziciju. Sis SL maisijums sastavéja no skabes un laktonu tipa SL, kuru hidrofobo
dalu veidoja C16 un C18 taukskabes, kas bija gan piesatinatas, gan mono-, gan di-nepiesatinatas
(Hu & Ju 2001). Sis sastavs atbilst literatiira aprakstitajam biezakajam SL struktiiru sastavam
(Ashby & Solaiman 2019; Glenns & Cooper 2006; Marchant & Banat 2012), tapéc $aja darba
SL koncentraciju aprékinaja péc koeficienta (2.04 g SL uz 1 g soforozes), kas atbilst §im
sastavam (Hu & Ju 2001) (2. tabula). Protams, $os aprékinatos titrus nevar uzskatit par
preciziem, jo nenoteica taukskabju sastavu fermentacijas iegtitajiem SL, un tas var biit atSkirigs
no Y. Hu & L.K. Ju (2001) eksperimentali noteikta.

2. tabula redzami ari SL produc@Sanas atrumi. Lielakais produc€Sanas atrums bija

fermentacija ar FRE un glikozi.
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2. tabula. P&c koeficienta (2.04 g soforolipidu uz 1 g soforozes) aprékinatais soforolipidu titrs un

soforolipidu producésanas atrums. Koeficients no Y. Hu & L.K. Ju (2001).

Table 2. Calculated sophorolipid titer based on a coefficient (2.04 g sophorolipids per 1 g of
sophorose) and productivity of sophorolipid synthesis. Coefficient from Y. Hu & L.K. Ju (2001).

- Pievienota Soforolipidu SOforOl_l? 1du
Substrats glikoze titrs, goL-* _producesanas
’ atrums, g-L " -h?
Rapsu ella (nelietota) Nav -1.18+0.52 -
Rapsu ella (nelietota) Ir 23.62+2.97 0.10+0.01
Rapsu ella (frit€tava) Nav 4.91+4.58 0.02+0.02
Rapsu ella (fritetava) Ir 41.57+£1.07 0.17+0.00
Rapsu ella (zivju kombinats) Nav 5.46+1.46 0.02£0.01
Rapsu ella (zivju kombinats) Ir 19.43+3.46 0.08+0.01
Saulespuku ella (majsaimnieciba) Nav 1.43+0.37 0.01+0.00
Saulespuku ella (majsaimnieciba) Ir 9.3249.32 0.04+0.04
Vistas tauki (grils) Nav 9.09+1.45 0.04+£0.01
Vistas tauki (grils) Ir 19.98+3.01 0.08+0.01
Dzivnieku tauki (zavétava) Nav 1.70+0.32 0.01+0.00
Dzivnieku tauki (zavétava) Ir 12.66+8.80 0.05+0.04

3.2 Lipidu un glikozes patérina noteikSana

Fermentacijas beigas noteica, kadu dalu no sakotngji pievienotajiem substratiem S.

bombicola bija patérgjusi (4. att€ls). Lipidu koncentraciju noteica, veicot ekstrakciju ar

heksanu. Glikozes koncentraciju nomérija ar DNS metodi.
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4. att€ls. Fermentacijas laika patérétais lipidu daudzums procentos no sakotngji pievienota

daudzuma. Kludu stabini apzimé standartnovirzes.
Figure 4. Amount of lipids consumed during fermentation as a percentage of initial amount of lipids.
Error bars represent standard deviation.

Lipidu patérin$ starp variantiem, kur bija un nebija pievienota glikoze, nav butiski
atskirigs (0=0.05, t4s.37)=1.49, p= 0.14). Starp fermentacijas variantiem ar NRE, FRE un ZRE
patéréto lipidu daudzums biutiski neatskiras (0=0.05, p>0.17). Ari lipidu paterin$ starp
variantiem ar SE, VT un DzT batiski neatskiras (a=0.05, p>0.05).

Lielakais SL iznakums uz gramu lipidu bija fermentacija ar FRE un pievienotu glikozi
(0.54+0.04 g-gY). Talak seko fermentacija ar VT un glikozi (0.40+0.03 g-g%), VT bez glikozes
(0.37+0.16 g-g1), NRE un glikozi (0.34+0.02 g-g), DzT un glikozi (0.34+0.06 g-g}), SE ar
glikozi (0.31+0.06 g-g*), ZRE un glikozi (0.25+0.00 g-g}). Loti mazi iznakumi bija vairuma
fermentaciju bez glikozes pievienosanas: ar SE ka substratu iznakums bija 0.08+0.05 g-g%, ar
ZRE - 0.07+0.00 g-g%, ar FRE — 0.06+0.00 g-g*, ar DzT — 0.04+1.75 g-g*.

5. attéla redzams glikozes patérin$ fermentacijas variantiem, kur bija pievienoti 60 g-L*

glikozes. Visos variantos patéréjas aptuveni 60% no pievienotas glikozes vai vairak.
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5. attéls. Fermentacijas laika patérétais glikozes daudzums procentos no sakotn&ji pievienota
daudzuma. Kludu stabini apzimé standartnovirzes.
Figure 5. Amount of glucose consumed during fermentation as a percentage of initial amount of
glucose. Error bars represent standard deviation.

Statistiski butiska atSkiriba nepastav starp variantiem, kur ka hidrofobo substratu
izmantoja NRE, DzT un SE (0=0.05, p>0.36), ZRE un VT (0=0.05, p=0.17). Pargjie varianti ir
savstarpgji atskirigi (a=0.05, p<0.01).

Vislielakais SL iznakums uz gramu glikozes bija fermentacijai ar FRE (1.09+£0.02 g-g™).
Tad seko fermentacijas ar NRE (0.68+0.01 g-g), ZRE (0.48+0.02 g-g%), VT (0.47+0.02 g-g™),
DzT (0.37+0.02 g-g*) un SE (0.27+0.01 g-g™}).

3.3 Soforolipidu virsmaktivo ipasibu novértéSana

Saja darba novertgja vienu no SL virsmaktivajam Ipasibam: virsmas spraiguma
samazinasanas sp&ju. To izdarija, izmantojot stalagmometrijas metodi.

6. att€la redzams, ka visvajaka virsmas spraiguma samazinaSanas sp€ja ir fermentacijas
paraugam, kur ka substrats izmantota NRE bez glikozes (virsmas spraiguma samazinajums lidz
52+1.6 mN-m™).

Paraugs no fermentacijas ar NRE un glikozi barotnes virsmas spraigumu samazinaja lidz
33+0.2 mN'm™. Ja ka substratu izmantoja FRE bez un ar glikozi, barotnes virsmas spraigums
samazinajas attiecigi [idz 34+0.2 mN-m™ un 32+0.2 mN-m™. Paraugs no fermentacijas ar ZRE
bez un ar glikozi barotnes virsmas spraigumu samazinaja attiecigi lidz 34+0.4 mN-m™ un
32+0.3 mN-m™.

Pastav statistiski butiska atSkiriba maksimalaja virsmas spraiguma samazinasanas spgja
starp fermentacijas paraugiem, kur izmantoja tikai hidrofobo substratu un kur izmantoja
attiecigo hidrofobo substratu un ari hidrofilo substratu (0=0.05, p<0.01). lzmantojot gan

hidrofobu, gan hidrofilu substratu, virsmas spraigums samazinajas lielaka méra. Statistiski
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butiska atSkiriba nepastav starp virsmas spraiguma samazinasanas sp&ju visiem fermentacijas
paraugiem, kuriem bija pievienota glikoze (a=0.05, p>0.88). Ari paraugiem no fermentacijas
ar FRE bez glikozes un ZRE bez glikozes nepiemit statistiski butiski atSkiriga virsmas
spraiguma samazinasanas sp&ja (a=0.05, p=0.98).
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6. attels. Virsmas spraiguma atkariba no fermentacijas vides parauga koncentracijas Skiduma.

Kludu stabini apzimé standartnovirzes.

Figure 6. Dependence of surface tension on concentration of fermentation medium sample in
solution. Error bars represent standard deviation.

Kritiskas micellu koncentracijas (KMK) noteikSanai novilka divas linearas tendences
liknes: caur punktiem, kas atbilst straujam virsmas spraiguma samazindjumam, un caur
punktiem, kuros ir sasniegts minimalais virsmas spraigums un tas vairs nemainas vai mainas
minimali. So abu tendences liknu krustpunkts atbilst KMK vértibai (Camara et al. 2019). Saja
darba KMK izteica, ka fermentacijas parauga koncentraciju analizetaja skiduma (%).

Paraugiem, kas iegiiti fermentacijas ar NRE ar un bez glikozes, nav iesp&ams noteikt
KMK. 6. attéla redzams, ka likném, kas atbilst §Tm fermentacijam, nav tada posma, kura virsmas
spraigums mainas minimali. Tapeéc KMK nav nosakama.

KMK paraugam, kur ka substratu izmantoja FRE, ir 2.39+£0.07%. Kad ka substratus
izmantoja FRE un glikozi, §1 vértiba ir 2.36+0.09%. Savukart, paraugos no fermentacijas ar
ZRE bez un ar pievienotu glikozi, KMK ir respektivi, 2.88+0.13% un 2.32+0.07%.

3.4 Siinu skaita noteik$ana

Stinu skaitu noteica, izmantojot §inu skaititaju, kura darbiba balstita uz fluorescences
mikroskopijas principu.

Kaut gan 3. pielikuma paradito datu izkliede vietam ir liela, redzams, ka S. bombicola

Stinas spgj izdzivot visu lipidiem bagatu atkritumu klatbiitné.
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Statistiski bitiska atSkiriba nepastav starp dzivo Siinu skaitu fermentacijas sakuma
variantos ar NRE, un variantiem ar FRE (0=0.05, t22=1.12, p=0.27), ZRE (0=0.05, t(22)=1.65,
p=0.11). Tacu fermentacijas variantos ar NRE sakotn&jais dzivo Siinu skaits bija statistiski
butiski lielaks, neka fermentacijas ar SE (0=0.05, tu1150=3.10, p=0.01), VT (0=0.05,
t(12.04=3.39, p=0.01), DzT (0=0.05, t1127=3.15, p=0.01).

Dzivu Siinu skaits fermentacijas beigas, kur ka substratu izmantoja FRE, butiski
neatskiras no $tinu skaita, kad izmantoja NRE (0=0.05, t22)=0.69, p=0.50). No dzivo $iinu skaita
fermentacija ar NRE, biitiski neatskiras art Stinu skaits fermentacija ar VT (0=0.05, t(22)=-1.56,
p=0.13). Dzivo Siinu koncentracija fermentacijas beigas, kad ka substratu izmantoja NRE, bija
butiski lielaka, neka fermentacija ar ZRE (0=0.05, t@15.08=2.91, p=0.01). Savukart, pedgjas
dienas dzivo $tnu koncentracija fermentacija ar NRE, bija butiski mazaka, neka fermentacijas
ar SE (a=0.05, t(16.28)=-3.09, p<0.01) un DzT (0=0.05, t2)=-7.68, p<0.01).

Dzivo §tnu skaits fermentacijas sakuma bitiski neatSkiras starp variantiem, kur bija un
nebija pievienota glikoze (a=0.05, ts2.99=-0.63, p=0.53). Arl fermentacijas beigas So Stnu
skaitu neietekméja tas, vai barotnei bija pievienota glikoze vai ne, jo dzivo $tinu skaits starp
sadam fermentacijam nebija butiski atskirigs (a=0.05, t(70=0.26, p=0.80).

3.5 Soforolipidu raZoSanas ietekmes uz vidi noveértejums

letekmi uz vidi SL razo$anas procesiem novért&ja, veicot aprites cikla analizi. Razo$anas
procesus ar dazadiem substratiem salidzinaja p€c to raditas ietekmes vairakas kategorijas. 7.
attela paraditas tris no tam.

Fermentacijas ar lipidiem bagatiem partikas atkritumiem vislielako dalu no ietekmes (ap
100%) uz vidi SL raZoSanas procesa izraisa elektroenergijas izmantoSana piemérotas vides
temperatiiras uzturéSanai un maisiSanai, kas nodroSina skabekla un baribas vielu apmainu
fermentacijas laika. Savukart, NRE gadijuma vislielako ietekmes dalu (57.72%) veidoja rapsSu
s€klu audzesana rapsu ellas iegliSanai (dati nav paraditi). Aprites cikla analizi neveica SL
razoSanas procesam, kura ka substratu izmantoja NRE bez pievienotas glikozes, jo Saja procesa
iegiito SL koncentracija buitiski neat$kiras no nulles (skat. 3.1 nodalu).

7. att€la paradita SL razoSanas ietekme uz vidi trTs ietekmes kategorijas (cilvéka veseliba,
kaitgjums ekosistémam, resursu izmantosana), ja ka substratus fermentacija izmantoja lipidiem
bagatus partikas atkritumus ar vai bez pievienotas glikozes. Visas tris kategorijas ietekme
raZoSanas procesiem, kuros izmantoja glikozi, biitiski neatskiras no ietekmes, ko rada procesi

bez pievienotas glikozes (a=0.05, t1)=-0.89, p=0.38).
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7. attels. Soforolipidu razosanas no lipidiem bagatiem partikas atkritumiem raditais kait&jums
dazadas kategorijas. Pt — punkts ir mérvieniba, kas apzimé dalu no visas populacijas izraisitas
ietekmes uz vidi, ko atstaj viens cilveks gada laika.
Figure 7. Damage caused by sophorolipid production using lipid-rich food waste streams in
different categories. Pt — a point is a unit, that represents the share of the entire population’s
environmental impact, which is caused by one person in a year.

SL razoSanas process rada statistiski butiski lielaku kait€§jumu kategorija “cilvéka
veseliba”, neka kategorijas “kait€jums ekosisttmam” un “resursu izmantosana” (a=0.05,
p<0.01). Radita ietekme kategorijas “kait&jums ekosistémam” un “resursu izmanto$ana” butiski

neatSkiras (0=0.05, p=0.99).
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4. DISKUSIJA

4.1 Soforolipidu koncentracijas novértesana

SL koncentracija fermentacija ar NRE bez pievienotas glikozes ir negativa. Ta ka ta ir
loti tuvu nullei, to var pienemt ka mérfjjumu kladu, kas varétu bat radusies, savienojot divas
spektrofotometrijas metodes: antrona-sérskabes metodi kop&jo oglhidratu noteiksanai un DNS
metodi - reducgjoso cukuru noteikSanai. S. bombicola Saja fermentacija SL neraZoja vai, nemot
véra barotnes virsmas spraiguma samazinajuma datus, razoja minimala daudzuma.

Vislielaka SL koncentracija iegiita fermentacija ar FRE un glikozi ka substratiem. ST
koncentracija ir gandriz divas reizes lielaka, neka fermentacija ar NRE iegtta. Ar1 SL
producésanas atrums fermentacija ar FRE ir daudz lielaks, neka pargjas fermentacijas (skat. 2.
tabulu). Sis novérojums nesakrit ar literatiira atrodamo informaciju, jo parasti SL ftitrs,
izmantojot lietotu augu ellu ka substratu, ir mazaks, neka, ja izmanto tadu pasSu nelietotu ellu,
jo lietotas ellas satur SL sintézi inhib&josus savienojumus (Kim et al. 2021).

SL titrs no fermentacijas ar NRE un glikozi ir pielidzinams titram no visam fermentacijam
ar lipidiem bagatiem atkritumiem un glikozi (iznemot ar FRE un SE). Tas nozimé, ka Sajos
substratos arf nav sastopami SL sint€zi inhibgjosi savienojumi. Tacu SL titrs ar SE un glikozi
bija bitiski mazaks neka ar NRE un glikozi. Tatad SE iesp&jams satur SL sintézi inhib&josus
savienojumus vai arT SL titrs ir zemaks, jo saulespuku ella satur mazak taukskabju, kuras var
tiesa veida tikt ieklautas SL molekula (skat. 1. tabulu). 3. pielikuma var redzet, ka sanu skaits
fermentacijas ar SE laika gaita palielinas. Tas nozimé, ka $tinu kulttira neatrodas stacionaraja
faze, kura parasti notiek SL biosintéze (Lodens et al. 2020). Sis var bit vél viens iemesls, kapéc
iegtitais SL titrs bija zems. To pasu var teikt ari par fermentacijam, kur ka hidrofobo substratu
izmantoja VT un DzT. Ari $ajas fermentacijas §tinu skaits laika gaita palielinas, un SL titrs ir
ievérojami mazaks, neka fermentacija ar FRE. Iesp€jams, ka Sajos atkritumu veidos atradas
kadi slapekla avoti, kas veicinaja Stinu daliSanos un kaveja SL sintézi. Ja fermentacijas vide
satur daudz slapekla, tad vajadzetu veikt garakas fermentacijas, lai slapekla avots biitu patéréts
un batu sasniegta stacionara faze, kad notiek SL sintéze.

Visas fermentacijas bez pievienotas glikozes iegits 11dzigi zems SL titrs, Kas ir ievérojami
zemaks par titru, kas iegiits, pievienojot fermentacijas videi glikozi. Lidzigi §1 darba rezultatiem
arT M.H. To et al. (2022) konstat€ja, ka SL titrs paliclinas, palielinoties pievienotas glikozes
koncentracijai (sakariba novérojama ar glikozes koncentracijam lidz 100 g-L™?).

J.H. Kim et al. (2021) periodiskaja kultivésana bez piebarosanas, izmantojot 10% (w/v)
nenoteikta sastava lietotu cepamo ellu un 100 g-L™ glikozi ka substratus, ieguva 84.8 g-L™ SL,
kas ir ievérojami vairak, neka $aja darba iegiitie SL titri. So atskiribu var izskaidrot ar to, ka

J.H. Kim et al. (2021) fermentaciju veica bioreaktora, kur bija kontrol&ta ne tikai temperatiira
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un maisi$anas atrums, bet arf skabekla koncentracija un pH. Sie faktori noteikti uzlaboja iegiito
titru.

G.L. Maddikeri et al. (2015) periodiskaja kultivésana bioreaktora bez piebarosanas,
izmantojot 40 g-L ! lietotu cepamo ellu un 40 g-L* glikozi ka substratus, ieguva 21.5 g-L™ SL.
Kaut gan fermentacija veikta biorektora, kur bija iesp&ams regulét dazadus parametrus,
iegitais titrs ir daudz zemaks, neka J.H. Kim et al. (2021) veiktaja fermentacija. SL titru ietekmé
ne tikai iepriek§ miné&tie bioreaktora kontrolgjamie parametri, bet ari slapekla koncentracija,
hidrofoba substrata koncentracija un atsevisku mikroelementu koncentracija (Dierickx et al.
2022; Ingham & Winterburn 2022). Iesp&jams, ka G.L. Maddikeri et al. (2015) fermentacija
kads no Siem citiem apstakliem nebija optimals.

Saja darba veiktaja fermentacija ar FRE un pievienotu glikozi iegitais SL titrs ir apm&ram
divas reizes lielaks, neka G.L. Maddikeri et al. (2015) p&tijuma aprakstitais. G.L. Maddikeri et
al. (2015) petijuma sasniegtais SL titrs ir diezgan lidzigs titriem, kas iegiti fermentacijas ar
NRE, ZRE, VT (visos gadijumos ar pievienotu glikozi).

V. Shah etal. (2007) periodiskaja kultivésana bez piebarosanas ar lietotu cepamo ellu (40
g-L™Y) un glikozi (100 g-L%) ka substratiem ieguva 30+1 g-L* SL. Sis titrs ir mazaks, neka $aja
darba veiktaja fermentacija ar FRE un glikozi iegutais.

T. Minucelli et al. (2017) péc veiktas optimizacijas periodiskas kultivéSanas procesa ar
75 g-Lt vistas taukiem un 77.5 g-L ! glikozi ka substratiem ieguva 39.81 g-L! SL. Tas ir vairak,
neka $aja darba iegiitais titrs, izmantojot $adus pasSus substratus. Tacu janem véra, ka §1 darba
ietvaros neveica fermentacijas apstaklu optimizaciju.

Daudzviet 3. attéla redzamajas koncentracijas novérojamas lielas standartnovirzes.
Atseviskos gadijumos péc centrifugacijas SL nogulsnes atradas zem Stinam, tapéc tas nebija
iespgjams pievienot bezslinu paraugam. Saja gadijuma noteikta SL koncentracija ir zemaka par
patieso. Tacu iesp&jams ar pretéjais, ja antrona-sérskabes metode izmantojama parauga ieklust
Stnas. [zmantojot $o metodi, $tinas tiktu hidroliz&tas un to sastava eso$ie cukuri tiktu pieskaititi
pie kopgjas oglhidratu koncentracijas. Tada gadijjuma noteikta SL koncentracija biitu lielaka
par patieso.

Vel japiebilst, ka nav zinams, vai fermentacijas izmantotie lipidiem bagatie atkritumi
saturgja cukurus. Pieméram, dzivnieku izcelsmes lipidi var saturét glikogénu un lipidi, kuros
cepti augu izcelsmes produkti, var saturét cieti. Ar $aja darba izmantotajam metodém nebija
iesp&jams atseviski noteikt §adu cukuru klatbiitni. Antrona-sérskabes metode nosaka visus
oglhidratus, savukart, DNS metode nosaka tikai reducgjoSos cukurus. Ja lipidiem bagatie

substrati saturgja cukurus, Saja darba pienemts, ka So cukuru koncentracija bija neliela.
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Produktivitate efektivam SL razo$anas procesam ir vismaz 1-2.5 g-L-h? | tatu $adu
produktivitati bijis iesp&jams sasniegt tikai bioreaktoros, izmantojot periodisko kultivésanu ar
piebarosanu (Wongsirichot et al. 2021). Saja darba produktivitate bija zemaka, tadu ta nav
salidzinama ar maksimalajiem literatira atrodamajiem lielumiem, jo kultivaciju veica kolbas
bez piebarosSanas.

4.2 Lipidu un glikozes patérina noteikSana

4. att€la redzams, ka visi izmantotie rapsu ellu veidi bija pateréti daudz lielaka méra, neka
pargjie lipidu substrati. Tomér SL iznakums uz gramu substrata, izmantojot §is ellas ka
substratu, nav ievérojami lielaks (iznemot FRE gadijuma), neka no pargjiem substratiem.

Noteiktais ellas patérin$ visos gadijumos var biit neprecizs, j0 homogénu paraugu
ievakSana ir problematiska. Péc tam, kad kolbas saturs ir samaisits, taja esosie lipidi uzpeld
atpakal uz virsmas paris sekunzu laika, tapec parauga ievakSana javeic loti atri. Taja pasa laika
to nevar darit parak atri, citadi pipeté nokliist gaiss. Pat ja paraugus izdevas ievakt homogeéni,
ar tiem pirms lipidu koncentracijas noteikSanas veica arf citus testus, kuriem bija nepiecieSama
tikai dala no katra parauga. Ja cenSoties panemt dalu no parauga to kartigi nesamaisa, var
izmainities lipidu un pargjas barotnes proporcija. V&l visus paraugus centrifugg, lai atbrivotos
no $tinam. P&c centrifugésanas parnesot paraugu no viena trauka uz citu, var neizdoties saglabat
proporciju starp lipidiem un par§jam barotnes sastavdalam. No paraugu homogenitates
problémam var€tu izvairities, veicot ekstrakciju ar heksanu visam kolbas saturam vai atdalot
lipidus no pargja kolbas satura ar dalamo piltuvi.

Nepubliceéti HPLC dati no So paSu fermentaciju paraugiem parada, ka fermentacijas
beigas ar trTs $aja darba min&tajam rapsu ellam un glikozi glicerina koncentracija bija no 11.88
lidz 12.47 gLt (skat. 4. pielikumu). Pienemot, ka viss glicerins radies lipazém Skelot
trigliceridus, var salidzinat $os datus ar datiem, kas iegiiti no ekstrakcijas ar heksanu. Izmantojot
taukskabju proporcijas nelietotai rapsu ellai no M. Aniotowska et al. (2016), bija iesp&jams
aprekinat, kadai rapSu ellas koncentracijai atbilst nomeritas glicerina koncentracijas. Péc
aprekiniem iegiitas parpalikusas rapsu ellas koncentracijas bija no 120.73 Ilidz 126.67 g-L™. Tas
ir lielakas, neka sakotn&ji pievienotas ellas koncentracijas (no 92.74 lidz 96.43 g-L™?). Saja
gadijuma S. bombicola glicerinu noteikti nepatéréja, jo barotné bija ar1 glikoze, kas nebija
pilniba patéréta un ir prioritars substrats (Wongsirichot et al. 2021). Lielas aprékinatas ellas
koncentracijas (Iidz ar to arT lielas glicerina koncentracijas) var izskaidrot ar to, ka S. bombicola
spgj arl razot glicerinu. Fermentacija, kas ilga 48 stundas, S. bombicola sarazoja aptuveni 2-3
g-L? glicerina (Canonico et al. 2016). lespgjams, ka $aja darba veiktajas fermentacijas tika

raZots glicerins un vairums pievienoto rapSu ellu bija paterétas.

31



Sadus pasus apréekinus veica arf ar glicerina datiem no fermentacijam ar rap$u ellam bez
pievienotas glikozes. Fermentacija ar NRE patérgjas 0.43 g-L trigliceridu, ar FRE — 16.70 g-L-
! trigliceridu, ar ZRE — 20.08 g-L* trigliceridu. Aprekinata patérétas ellas koncentracija ir
zemaka par 4. att€la redzamo. Ta ka Sajas fermentacijas nebija pievienots hidrofilais substrats,
S. bombicola vargja izmantot glicerinu ka oglekla avotu. Tas varétu izskaidrot to, kapéc péc
ekstrakcijas ar heksanu noteikta patérétas ellas koncentracija ir daudz lielaka, neka péc
fermentacijas videé esos$as glicerina koncentracijas aprékinata. Var secinat, ka glicerina
koncentracija fermentacijas beigas nav labs raditajs patéréto trigliceridu koncentracijas
novertésanai, ja fermentacijas vidé nav pievienots cits hidrofilais substrats.

Nav noveérojamas nekadas sakaribas Starp glikozes patérinu un SL razosanu. Kaut gan
fermentacija ar NRE un glikozi iegiitais SL titrs ir batiski lielaks, neka fermentacija ar SE un
glikozi, Sajos fermentacijas variantos patérétais glikozes daudzums nav bitiski atskirigs. Tas
apstiprina literatiira aprakstito novérojumu, ka no vides uznemta glikoze netiek tiesi ieklauta
SL molekulas sastava. Soforoze veidojas no glikoneogenézes cela sintezétam glikozes
molekulam (Van Bogaert et al. 2011). Fermentacijas varianti, kuros $iinu skaits laika gaita
palielinajas (skat. 3. pielikumu), bija ar mazu SL iznakumu uz gramu glikozes. Var secinat, ka
Sajas fermentacijas liela dala glikozes tika izmantota biomasas veidosanai.

Tapat ka SL titrs un produc€Sanas atrums, ar1 SL iznakums uz gramu glikozes un uz
gramu lipidu bija vislielakais fermentacijas variantam ar FRE un pievienotu glikozi.

4.3 Soforolipidu virsmaktivo 1pasibu novertejums

Barotnes virsmas spraiguma samazinasanas sp&ju nebija iesp&jams noteikt fermentacijas
vides paraugiem, kur ka substratu izmantoja SE, VT un DzT, jo SL veidoja fermentacijas vide
neskistosas nogulsnes. Ja SL nav izskidusi, tad tie nevar veidot micellas un tapéc Skiduma
virsmas spraigums nevar samazinaties lidz minimalajai vertibai. 5. pielikuma paraditi attéli ar
SL nogulsném Sajos fermentacijas vides paraugos. Ta ka nebija iesp&jams noteikt So
fermentacijas vides paraugu virsmas spraiguma samazinaSanas sp&ju, ari KMK nebija
nosakama.

Atskiribas starp maksimalo virsmas spraiguma samazinajumu fermentacijas vidém, kuras
ka substratu izmantoja dazadas rapsu ellas ar vai bez pievienotas glikozes, bija butiskas. P&c
Siem rezultatiem var spriest, ka glikozes klatbtitne razotie SL Spgj virsmas spraigumu samazinat
lielaka méra. R.N. Glenns & D.G. Cooper (2006) pieradija, ka laktonu tipa SL, it pasi acetil&ti
laktonu tipa SL, sp&j samazinat skiduma virsmas spraigumu lielaka méra, neka skabes tipa SL.
Iespgjams, ka tad, kad ir pieejama glikoze S. bombicola vairak producg laktonu tipa SL.

Art fermentacijas vidé parpalikust glikoze neliela méra var ietekmé@t barotnes virsmas

spraigumu, tacu glikozes klatbiitne nevis samazina $Skiduma virsmas spraigumu, bet gan to
32



palielina. Kada pétijuma noskaidrots, ka 8.8% (w/w) glikozes pievienosana palielina tidens
virsmas spraigumu par 0.7 mN-m* (Docoslis et al. 2000). Parpalikusas glikozes daudzums $aja
darba veiktajas fermentacijas bija parak mazs, lai raditu ievérojamu ietekmi uz barotnes virsmas
spraigumu.

Literatiira atrodamas vertibas, lidz kadam SL sp€j samazinat fidens Skiduma virsmas
spraigumu ir starp 32.1 un 36.5 mN-m (Daverey & Pakshirajan 2009; Van Bogaert et al. 2011;
Vedaraman & Venkatesh 2010; Wadekar et al. 2012). Saja darba iegitie rezultati ietilpst $aja
intervala.

Ka minéts ieprieks, NRE gadijuma KMK neizdevas noteikt. Likném, kas atbilst Siem
paraugiem (6. att€ls), nav novérojams posms, kura virsmas spraiguma veértiba mainas minimali.

Fermentacija ar NRE bez glikozes iegiitais SL titrs bija vienads ar nulli vai bija loti mazs.
Ta ka barotnes virsmas spraigums ir samazinajies, var spriest, ka ar NRE ka substratu iegiitais
SL titrs nebija vienads ar nulli. V@l ir iesp&jams, ka §1 fermentacijas vide satur&ja taukskabes,
kas arT sp&j samazinat virsmas spraigumu. Natrija oleata $kidumam 3 g-L ™ koncentracija pie
pH 4 virsmas spraigums ir aptuveni 40 mN-m™. Tacu pie pH 4-6 natrija oleats veido nogulsnes
pat tik zemas koncentracijas ka 0.003 g-L™* (Atrafi & Pawlik 2016). Neviena parauga, kur ka
substratu izmantoja kadu no rapSu ellam, kas satur daudz oleinskabes, nebija novérojamas
nogulsnes, tapéc var pienemt, ka brivo taukskabju koncentracija nebija pietiekami liela, lai
ietekmé&tu Skiduma virsmas spraigumu. Ja nogulsnes paraugos bija tik mazos daudzumos, ka
tas nebija redzamas, tad visticamak péc centrifugé€Sanas nogulsnes nosestos virs vai zem
biomasas slana un nenonaktu bezS$tnu fermentacijas parauga, kuram noteica virsmas
spraigumu.

Savukart, nav iesp&jams pateikt, vai fermentacijas paraugs ar NRE un pievienotu glikozi
100% koncentracija sasniedza minimalo barotnes virsmas spraigumu, jo nav redzami vismaz
divi punkti, starp kuriem virsmas spraiguma vertiba ievérojami nemainas. Lai noskaidrotu, vai
Saja punkta sasniegta minimala barotnes virsmas spraiguma vértiba, biitu nepiecieSams veikt
virsmas spraiguma meérjjumu ar vismaz vienu atSkaidijumu, kur fermentacijas parauga
koncentracija ir starp 12.5% un 100%.

Visas noteiktas KMK nevar uzskatit par precizam, jo punktu skaits, caur kuriem novilktas
tendences liknes So koncentraciju noteikSanai, ir loti mazs. Rezultatu precizitati biitu iesp&jams
uzlabot, veicot virsmas spraiguma mérjjumus ar lielaku skaitu dazadu koncentraciju
Skidumiem. Ka art §adu neattiritu vielu KMK veértibas ir augstakas ka tadam paSam vielam ar

augstu tiribas pakapi (Ktosowska-Chomiczewska et al. 2017).
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4.4 Sinu skaita noteikSana

Stinu skaita datos vérojama liela izkliede. Tam var bat vairaki iemesli, piemé&ram, $inam
vajadzetu uz mikroskopijas slaida atrasties viena plakng. Iespgjams, ka visas Siinas nepagiist
nosésties 11dz slaida apaksai, jo tas ir salidzino$i mazas (apméram 2 pm diametra).

Bitisko atSkiribu starp sakotn&jo dzivo $tnu skaitu fermentacijas variantos ar NRE un
variantos ar SE, VT un DzT var izskaidrot ar to, ka ar péd&jiem tris substratiem veica
fermentacijas eksperimentu cita laika, tap&c arT $tinu suspensija, ar kuru inokul&ja barotni, bija
ar atSkirigu Stinu koncentraciju.

Neskatoties uz to, ka sakotngjais dzivo Stnu daudzums fermentacijas ar ieprieks
mingtajiem substratiem bija mazaks, neka fermentacija ar NRE, dzivo Sunu skaits So
fermentaciju beigas nebija biitiski atskirigs vai bija pat lielaks, neka fermentacijas ar NRE. Siinu
skaits fermentacijai ar FRE, gan tas beigas, gan sakuma nebija butiski atskirigs no fermentacijas
ar NRE. Sie dati liecina par to, ka $ie lipidiem bagatie partikas atkritumu veidi veido labvéligu
vidi $tinu augSanai un tajos nav augSanu inhib&josi savienojumi. Iespg&jams, ka Sajos lipidu
atkritumos bija augSanai nepiecieSami savienojumi, piem&ram, aminoskabes, kas var
nodroS$inat Stinas ar slapekli, kas barotnei nebija pievienots.

Pret&ju secinajumu var izdarit par ZRE, jo dzivo $tinu koncentracija fermentaciju beigas,
izmantojot So ellu ka substratu, bija mazaka, neka fermentacijas ar NRE. Iesp&jams, ka ZRE
satur augSanu inhib&josus savienojumus.

Dzivo §tunu koncentracijas fermentacijas, kur pievienoja vai nepievienoja glikozi, nebija
butiski atskirigas ne fermentacijas sakuma, ne beigas. Tas nozimég, ka glikozei nebija ietekmes
uz Sunu augsanu.

4.5 Soforolipidu raZo$anas ietekmes uz vidi novértéjums

Salidzinot 7. attéla redzamos datus ar SL koncentracijas datiem (2. tabula, 3. attéls), var
redzet, ka ietekmes uz vidi lielums ir apgriezti proporcionals SL titram. Tas ir, jo lielaks ir
iegiitais SL titrs, jo mazaka ir razoSanas procesa ietekme uz vidi. Tapéc var secinat, ka SL
razoSanu ar vismazako ietekmi uz vidi var veikt, izmantojot FRE un glikozi ka substratus.

No tris apskatitajam ietekmes kategorijam SL razoSanas process radija vislielako
kaitejumu kategorija “cilvéka veseliba”. SL raZoSana var kaitet cilvéka veselibai, jo iegiistot SL
razos$anai nepiecieSamo elektroenergiju, rodas emisijas.

Saja darba konstatéts, ka lielaka dala no SL razo$anas procesa ietekmes uz vidi rodas
izmantotas elektroenergijas d€l. Tap&c butu vélams palielinat elektroenergijas izmantoSanas
efektivitati, tas ir, optimiz&t fermentacijas apstaklus, lai palielinatu iegtito SL titru. Tadgjadi
bitu iesp&jams iegit lielaku SL daudzumu, izmantojot tadu pasu elektroenergijas daudzumu.

SL titru palielinat biitu iesp€jams ari, izmantojot periodisko kultivéSanu ar piebaroSanu. J.H.
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Kim et al. (2021) ieguva 3.7 reizes lielaku SL titru periodiskaja kultivéSana ar piebaroSanu,
neka periodiskaja kultivéSana bez piebaroSanas tados pasos apstaklos.
4.6 Talakie petijumu virzieni

Turpmakos pétijumos noteikti vajadzetu izmantot FRE ka hidrofobo substratu, jo, nemot
vera visus iepriek§ min&tos aspektus, Sis substrats ir perspektivakais SL razoSanai no visiem
parbauditajiem substratiem. Fermentacijas biitu jaizmanto ar hidrofils substrats, jo $aja darba
pieradija, ka SL titrs glikozes klatbiitng ir daudz lielaks, neka bez glikozes pievienosanas. Tapat
ka NRE, arT glikozi varétu aizvietot ar kadu partikas atkritumu veidu, pieméram, melasi, ka tas
ir darits citos pétijumos (Daverey & Pakshirajan 2009; Solaiman et al. 2007). Glikozes
aizvietoSana ar melasi lautu ne tikai samazinat SL razoSanas izmaksas, bet ari Samazinat SL
razos$anas procesa ietekmi uz vidi. Pilotméroga eksperimenta, kur ka substratus izmantoja
glikozi un rapSu ellu, vislielako dalu no ietekmes uz vidi radija tieSi So abu substratu
izmanto$ana, nevis elektroenergijas izmantoSana ka tas bija $aja darba (Dierickx et al. 2022).

Turpmak vajadzetu veikt periodisko kultivéSanu ar piebaroSanu, jo ta ir iesp&jams iegt
ieveérojami lielaku SL titru, neka periodiskaja kultivésana bez piebarosanas (Kim et al. 2021).
Lai palielinatu SL titru, blitu nepiecie$ams ar optimiz&t fermentacijas apstaklus un pievienoto
substratu koncentracijas. To iesp&jams izdarit, izmantojot atbildes virsmas (response surface)
metodologiju vai multiplo linearo regresiju (Ingham & Winterburn 2022; To et al. 2022).

Vel biitu jaatrod piemérota SL attiriSanas metode, jo vairumam pielietojumu SL biitu
derigi tikai attirita veida. Sobrid visbiezak izmantota metode SL attiriSanai ir ekstrakcija ar
organisku $kidinataju (vairuma gadfjumu — ar etilacetatu). ST metode ir ne tikai ar zemu
efektivitati, bet arT palielina SL raZoSanas procesa ietekmi uz vidi, jo §kidinatajus izmanto liela
daudzuma (attieciba pret iegiito produktu) un tie ir toksiski (Liepins et al. 2021). Tapéc §im

nolikam nepiecieSams izstradat jaunu metodi.

35



5. SECINAJUMI

1. Vispiemérotakais lipidiem bagato partikas atkritumu veids soforolipidu razoSanai ir
rapsu ella no fritétavas, jo ar $o ellu ka hidrofobo substratu un glikozi ka hidrofilo substratu ir
iespgjams iegiit vislielako soforolipidu titru un iznakumu uz gramu substrata.

2. Soforolipidus ar labaku virsmas spraiguma samazinasanas sp&ju ir iesp&jams iegit
fermentacijas ar pievienotu hidrofobu un hidrofilu substratu.

3. Saulespuku ella no majsaimniecibas, vistas tauki no grila un dzivnieku tauki no
zavetavas satur slapekla avotus tada daudzuma, kas veicina $tinu augSanu un vienlaicigi kaveé
soforolipidu sintezi.

4. letekmes uz vidi lielums ir apgriezti proporcionals iegiitajam soforolipidu titram:
ietekme samazinas, palielinoties soforolipidu titram.

5. Vismazako ietekmi uz vidi rada soforolipidu razosanas process, kura ka substratus

izmanto rapsu ellu no fritétavas un glikozi.
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6. PATEICIBAS

Velos izteikt pateicibu darba vaditajai levai Bérzinai par palidzibu metozu apguve un par
darba zinatniskas kvalitates uzlaboSanu. Pateicos konsultantam Janim Liepinam par palidzibu
metozu izvéle un padomiem darba rakstiSana. Paldies konsultantei Elinai Dacei par darba
zinatniskas kvalitates uzlaboSanu un palidzibu terminologijas izvéle. Pateicos Karinai Balinai
par aprites cikla modela izveidoSanu.

Bakalaura darbs izstradats ar Eiropas Regionalas attistibas fonda projekta “Lipidu
atkritumu ilgtsp&jiga valorizacija: mikroorganismu pielietoSana bio-virsmaktivo vielu

razoSana” (Nr.1.1.1.1/19/A/047) atbalstu.

37



7. LITERATURAS SARAKSTS
Aniotowska M., Zahran H., Kita A. 2016. The effect of pan frying on thermooxidative stability

of refined rapeseed oil and professional blend. - Journal of Food Science and Technology,
53 (1): 712-720.

Aphalo P. J. 2021. ggpmisc: Miscellaneous Extensions to ‘“ggplot2.” https://cran.r-
project.org/package=ggpmisc

Ashby R. D., Solaiman D. K. Y. 2019. Sophorolipids: Unique Microbial Glycolipids with Vast
Application Potential. In Microbial Biosurfactants and their Environmental and Industrial
Applications (pp. 28-55). CRC Press.

Atrafi A., Pawlik M. 2016. Surface tension and gas dispersion properties of fatty acid solutions.
- Minerals Engineering, 85: 138-147.

Awogbemi O., Onuh E. I., Inambao F. L. 2019. Comparative study of properties and fatty acid
composition of some neat vegetable oils and waste cooking oils. - International Journal of
Low Carbon Technologies, 14 (3): 417-425.

Baccile N., Babonneau F., Banat I. M., Ciesielska K., Cuvier A. S., Devreese B., Everaert B.,
Lydon H., Marchant R., Mitchell C. A., Roelants S., Six L., Theeuwes E., Tsatsos G.,
Tsotsou G. E., Vanlerberghe B., Van Bogaert I. N. A., Soetaert W. 2017. Development of
a Cradle-to-Grave Approach for Acetylated Acidic Sophorolipid Biosurfactants. - ACS
Sustainable Chemistry and Engineering, 5 (1): 1186-1198.

CamaraJ. M. D. A., Sousa M. A. S. B., Barros Neto E. L., Oliveira M. C. A. 2019. Application
of rhamnolipid biosurfactant produced by Pseudomonas aeruginosa in microbial-enhanced
oil recovery (MEOR). - Journal of Petroleum Exploration and Production Technology, 9
(3): 2333-2341.

Canonico L., Comitini F., Oro L., Ciani M. 2016. Sequential Fermentation with Selected
Immobilized Non-Saccharomyces Yeast for Reduction of Ethanol Content in Wine. -
Frontiers in Microbiology, 7.

Cherubini V., Lamastra F. R., Bragaglia M., Nanni F. 2021. Waste cooking oils as processing
aids for eco-sustainable elastomeric compounding. - Progress in Rubber, Plastics and
Recycling Technology, .

Chhetri A. B., Watts K. C., Islam M. R. 2008. Waste Cooking Qil as an Alternate Feedstock
for Biodiesel Production. - Energies (Basel), 1 (1): 3-18.

Ciesielska K., Van Bogaert I. N., Chevineau S., Li B., Groeneboer S., Soetaert W., Van de Peer
Y., Devreese B. 2014. Exoproteome analysis of Starmerella bombicola results in the
discovery of an esterase required for lactonization of sophorolipids. - Journal of

Proteomics, 98: 159-174.
38



Claus S., Jezierska S., Elbourne L. D. H., Van Bogaert I. 2022. Exploring the transportome of
the biosurfactant producing yeast Starmerella bombicola. - BMC Genomics, 23 (1): 1-17.

Daverey A., Pakshiragjan K. 2009. Production, Characterization, and Properties of
Sophorolipids from the Yeast Candida bombicola using a Low-cost Fermentative Medium.
- Applied Biochemistry and Biotechnology, 158 (3): 663-674.

Davila A. M., Marchal R., Vandecasteele J. P. 1994. Sophorose lipid production from lipidic
precursors: Predictive evaluation of industrial substrates. - Journal of Industrial
Microbiology, 13 (4): 249-257.

De Clercq V., Roelants S. L. K. W., Castelein M. G., De Maeseneire S. L., Soetaert W. K. 2021.
Elucidation of the natural function of sophorolipids produced by starmerella bombicola. -
Journal of Fungi, 7 (11).

De Graeve M., De Maeseneire S. L., Roelants S. L. K. W., Soetaert W. 2018. Starmerella
bombicola, an industrially relevant, yet fundamentally underexplored yeast. - FEMS Yeast
Research, 18 (7): 1-13.

de Lapuente Diaz de Otazu R. L., Akizu-Gardoki O., de Ulibarri B., Iturrondobeitia M.,
Minguez R., Lizundia E. 2022. Ecodesign coupled with Life Cycle Assessment to reduce
the environmental impacts of an industrial enzymatic cleaner. - Sustainable Production
and Consumption, 29: 718-729.

De S., Malik S., Ghosh A., Saha R., Saha B. 2015. A review on natural surfactants. - RSC
Advances, 5 (81): 65757-65767.

Dierickx S., Castelein M., Remmery J., De Clercq V., Lodens S., Baccile N., De Maeseneire S.
L., Roelants S. L. K. W., Soetaert W. K. 2022. From bumblebee to bioeconomy: Recent
developments and perspectives for sophorolipid biosynthesis. - Biotechnology Advances,
54 (March 2021): 107788.

Docoslis A., Giese R. F., van Oss C. J. 2000. Influence of the water—air interface on the apparent
surface tension of aqueous solutions of hydrophilic solutes. - Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces, 19 (2): 147-162.

Dolman B. M., Kaisermann C., Martin P. J., Winterburn J. B. 2017. Integrated sophorolipid
production and gravity separation. - Process Biochemistry, 54: 162—-171.

Drakontis C. E., Amin S. 2020. Biosurfactants: Formulations, properties, and applications. -
Current Opinion in Colloid and Interface Science, 48: 77-90.

Glenns R. N., Cooper D. G. 2006. Effect of substrate on sophorolipid properties. - JAOCS,
Journal of the American Oil Chemists’ Society, 83 (2): 137-145.

Goedkoop M., Oele M., Leijting J., Ponsioen T., Meijer E. 2013. Introduction to LCA with

SimaPro. PRe consultants.
39



Gongcalves C., Rodriguez-Jasso R. M., Gomes N., Teixeira J. A., Belo I. 2010. Adaptation of
dinitrosalicylic acid method to microtiter plates. - Analytical Methods, 2 (12): 2046—-2048.

Gongalves C., Ferreira C., Gongalves L. G., Turner D. L., Leandro M. J., Salema-Oom M.,
Santos H., Goncgalves P. 2019. A New Pathway for Mannitol Metabolism in Yeasts
Suggests a Link to the Evolution of Alcoholic Fermentation. - Frontiers in Microbiology,
10 (November): 1-15.

Hu X., Subramanian K., Wang H., Roelants S. L. K. W., Soetaert W., Kaur G., Lin C. S. K.,
Chopra S. S. 202la. Bioconversion of Food Waste to produce Industrial-scale
Sophorolipid Syrup and Crystals: dynamic Life Cycle Assessment (dLCA) of Emerging
Biotechnologies. - Bioresource Technology, 337 (April): 125474.

Hu X., Subramanian K., Wang H., Roelants S. L. K. W., To M. H., Soetaert W., Kaur G., Lin
C. S. K,, Chopra S. S. 2021b. Guiding environmental sustainability of emerging
bioconversion technology for waste-derived sophorolipid production by adopting a
dynamic life cycle assessment (dLCA) approach. - Environmental Pollution, 269: 116101.

Hu Y., Ju L.-K. 2001. Sophorolipid production from different lipid precursors observed with
LC-MS. - Enzyme and Microbial Technology, 29 (10): 593-601.

Huang F.-C., Peter A., Schwab W. 2014. Expression and characterization of CYP52 genes
involved in the biosynthesis of sophorolipid and alkane metabolism from Starmerella
bombicola. - Applied and Environmental Microbiology, 80 (2): 766—776.

Ingham B., Winterburn J. 2022. Developing an understanding of sophorolipid synthesis through
application of a central composite design model. - Microbial Biotechnology, .

Jezierska S., Claus S., Ledesma-Amaro R., Van Bogaert I. 2019. Redirecting the lipid
metabolism of the yeast Starmerella bombicola from glycolipid to fatty acid production. -
Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology, 46 (12): 1697-1706.

Jezierska S., Claus S., Van Bogaert I. 2018. Yeast glycolipid biosurfactants. - FEBS Letters,
592 (8): 1312-1329.

Kassambara A. 2020. ggpubr: “ggplot2” Based Publication Ready Plots. https://cran.r-
project.org/package=ggpubr

Kim J.-H., Oh Y.-R., Hwang J., Kang J., Kim H., Jang Y.-A., Lee S.-S., Hwang S. Y., Park J.,
Eom G. T. 2021. Valorization of waste-cooking oil into sophorolipids and application of
their methyl hydroxyl branched fatty acid derivatives to produce engineering bioplastics.
- Waste Management (Elmsford), 124: 195-202.

Ktosowska-Chomiczewska I. E., Medrzycka K., Hallmann E., Karpenko E., Pokynbroda T.,
Macierzanka A., Jungnickel C. 2017. Rhamnolipid CMC prediction. - Journal of Colloid

and Interface Science, 488: 10-19.
40



Kopsahelis A., Kourmentza C., Zafiri C., Kornaros M. 2018. Gate-to-gate life cycle assessment
of biosurfactants and bioplasticizers production via biotechnological exploitation of fats
and waste oils. - Journal of Chemical Technology & Biotechnology, 93 (10): 2833-2841.

Leyva A., Quintana A., Sanchez M., Rodriguez E. N., Cremata J., Sanchez J. C. 2008. Rapid
and sensitive anthrone-sulfuric acid assay in microplate format to quantify carbohydrate
in biopharmaceutical products: Method development and validation. - Biologicals, 36 (2):
134-141.

Liepins J., Balina K., Soloha R., Berzina I., Lukasa L. K., Dace E. 2021. Glycolipid
biosurfactant production from waste cooking oils by yeast: Review of substrates,
producers and products. - Fermentation, 7 (3).

Lodens S., Roelants S. L. K. W., Luyten G., Geys R., Coussement P., de Maeseneire S. L.,
Soetaert W. 2020. Unraveling the regulation of sophorolipid biosynthesis in Starmerella
bombicola. - FEMS Yeast Research, 20 (3).

Lourith N., Kanlayavattanakul M. 2009. Natural surfactants used in cosmetics: Glycolipids. -
International Journal of Cosmetic Science, 31 (4): 255-261.

Ma X., Meng L., Zhang H., Zhou L., Yue J., Zhu H., Yao R. 2020. Sophorolipid biosynthesis
and production from diverse hydrophilic and hydrophobic carbon substrates. - Applied
Microbiology and Biotechnology, 104 (1): 77-100.

Maddikeri G. L., Gogate P. R., Pandit A. B. 2015. Improved synthesis of sophorolipids from
waste cooking oil using fed batch approach in the presence of ultrasound. - Chemical
Engineering Journal, 263: 479-487.

Madihalli C., Doble M. 2019. Microbial Production and Applications of Mannosylerythritol,
Cellobiose and Trehalose Lipids. In Microbial Biosurfactants and their Environmental
and Industrial Applications (pp. 81-105). CRC Press.

Mannu A., Vlahopoulou G., Urgeghe P., Ferro M., Del Caro A., Taras A., Garroni S., Rourke
J. P., Cabizza R., Petretto G. L. 2019. Variation of the Chemical Composition of Waste
Cooking Oils upon Bentonite Filtration. - Resources (Basel), 8 (2): 108.

Marchant R., Banat I. M. 2012. Biosurfactants: A sustainable replacement for chemical
surfactants? - Biotechnology Letters, 34 (9): 1597-1605.

McGiffen M., Shrestha A., Fennimore S. A. 2014. Chemical Control Methods. In S. A.
Fennimore & C. A. Bell (Eds.), Principles of Weed Control 4th Edition (pp. 89-133).
California Weed Science Society.

Minucelli T., Ribeiro-Viana R. M., Borsato D., Andrade G., Cely M. V. T., de Oliveira M. R.,
Baldo C., Celligoi M. A. P. C. 2017. Sophorolipids Production by Candida bombicola

ATCC 22214 and Its Potential Application in Soil Bioremediation. - Waste and Biomass
41



Valorization, 8 (3): 743-753.

Paszkiewicz W., Muszynski S., Kwiecien M., Zhyla M., Swiatkiewicz S., Arczewska-Wtosek
A., Tomaszewska E. 2020. Effect of Soybean Meal Substitution by Raw Chickpea Seeds
on Thermal Properties and Fatty Acid Composition of Subcutaneous Fat Tissue of Broiler
Chickens. - Animals : An Open Access Journal from MDPI, 10 (3): 533.

Paulino B. N., Pessba M. G., Mano M. C. R., Molina G., Neri-Numa I. A., Pastore G. M. 2016.
Current status in biotechnological production and applications of glycolipid
biosurfactants. - Applied Microbiology and Biotechnology, 100 (24): 10265-10293.

R Core Team. 2021. R: A Language and Environment for Statistical Computing. https://www.r-
project.org/

RStudio Team. 2022. RStudio: Integrated Development Environment for R.
http://www.rstudio.com/

Schauberger P., Walker A. 2021. openxlsx: Read, Write and Edit xIsx Files. https://cran.r-
project.org/package=openxIsx

Shah V., Jurjevic M., Badia D. 2007. Utilization of Restaurant Waste QOil as a Precursor for
Sophorolipid Production. - Biotechnology Progress, 23 (2): 512-515.

Sharma P., Usman M., Salama E. S., Redina M., Thakur N., Li X. 2021. Evaluation of various
waste cooking oils for biodiesel production: A comprehensive analysis of feedstock. -
Waste Management, 136 (August): 219-229.

Solaiman D. K. Y., Ashby R. D., Zerkowski J. A., Foglia T. A. 2007. Simplified soy molasses-
based medium for reduced-cost production of sophorolipids by Candida bombicola. -
Biotechnology Letters, 29 (9): 1341-1347.

Thavasi R., Banat I. 2019. Introduction to Microbial Biosurfactants. In R. Thavasi & I. Banat
(Eds.), Microbial Biosurfactants and their Environmental and Industrial Applications (p.
1). CRC Press.

To M. H., Wang H., Lam T. N., Kaur G., Roelants S. L. K. W., Lin C. S. K. 2022. Influence of
bioprocess parameters on sophorolipid production from bakery waste oil. - Chemical
Engineering Journal, 429 (September 2021): 132246.

Van Bogaert I. N. A., Holvoet K., Roelants S. L. K. W, Li B., Lin Y. C., Van de Peer Y.,
Soetaert W. 2013. The biosynthetic gene cluster for sophorolipids: A biotechnological
interesting biosurfactant produced by Starmerella bombicola. - Molecular Microbiology,
88 (3): 501-5009.

Van Bogaert I. N. A., Zhang J., Soetaert W. 2011. Microbial synthesis of sophorolipids. -
Process Biochemistry, 46 (4): 821-833.

Vedaraman N., Venkatesh N. 2010. The effect of medium composition on the production of
42



sophorolipids and the tensiometric properties by Starmerella bombicola MTCC 1910. -
Polish Journal of Chemical Technology, 12 (2): 9-13.

Wadekar S., Kale S., Lali A., Bhowmick D., Pratap A. 2012. Sophorolipid production by
starmerella bombicola (ATCC 22214) from virgin and waste frying oils, and the effects of
activated earth treatment of the waste oils. - JAOCS, Journal of the American Oil
Chemists’ Society, 89 (6): 1029-1039.

Wickham H. 2016. ggplot2: Elegant Graphics for Data Analysis. Springer-Verlag New York.
https://ggplot2.tidyverse.org

Wickham H., Averick M., Bryan J., Chang W., McGowan L. D., Francois R., Grolemund G.,
Hayes A., Henry L., Hester J., Kuhn M., Pedersen T. L., Miller E., Bache S. M., Miiller
K., Ooms J., Robinson D., Seidel D. P., Spinu V., ... Yutani H. 2019. Welcome to the
{tidyverse}. - Journal of Open Source Software, 4 (43): 1686.

Wickham H., Bryan J. 2019. readxl: Read Excel Files. https://cran.r-
project.org/package=readx|

Wickham H., Frangois R., Henry L., Miller K. 2021. dplyr: A Grammar of Data Manipulation.
https://cran.r-project.org/package=dplyr

Wongsirichot P., Ingham B., Winterburn J. 2021. A review of sophorolipid production from
alternative feedstocks for the development of a localized selection strategy. - Journal of
Cleaner Production, 319 (August): 128727.

43



PIELIKUMI
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1. pielikums

Cietas YPD (yeast peptone dextrose) barotnes sastavs

Sastavdala Koncentracija, g-L*? Razotajs Valsts
Rauga ekstrakts, N ..
bakteriologiska tiriba 10.0 BioLife Latvija
Peptons, A ..
bakteriologiska tiriba 200 BioLife Latvija
Agars, bakteriologiska 20.0 BioLife Latvija
tiriba
D-(+)-glikozes . . .
monohidrats, 99.0% 21.82 Sigma Aldrich Francija
Tetraciklins, >98.0% 2.5x103 Sigma Aldrich Vacija
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2. pielikums

SD (synthetic defined) barotnes sastavs

Sastavdala Koncentracija, g-L " Razotajs Valsts
(NH4)2S04, >99.0% 5.0 Merck KGaA Vacija
KH2PQO4, 99.5% 1.0 Sigma-Aldrich Vacija
MgSOs - 7H20, . . _ ..
98.0% 0.5 Sigma Aldrich Vacija
CaCl; - 2H20, 94% 0.1 Sigma Aldrich Vacija
NaCl 0.1 LSTK Latvija
H3:BO3 5.0x10% Peaxum Krievija
CUSO4 . SHZO, -5 - - — ..
598.0% 4.0x10 Sigma Aldrich Vacija
K1, >99.5% 1.0x10* Merck KGaA Vicija
FeCls - 6H,0, 97% 2.0x10% Sigma Aldrich Vicija
MnSQO;s - H20O 4,0x10* Peaxum Krievija
Na2M004 : 2H20, -4 - - — ..
99.99% 2.0x10 Sigma Aldrich Vacija
ZnS04 - 7TH20, 99% 4.0x10* Sigma Aldrich Vacija
Biotins, >99% 2.0x10° Sigma Chemical ASV
Company
Kalcija pantotenats 4.0x10* Sigma Aldrich Vacija
Folijskabe, >97% 2.0x10° Sigma Aldrich Kina
Inozitols 2.0x1073 Sigma Chemical ASV
Company
Niacins 4,0x10* Sigma Aldrich Kina
p-aminobenzoskabe, 2 0x10% Sigma Chemical ASV
99% Company
Piridoksina SERVA
. _ 4.0x10* Feinbiochemica Vicija
0,
hidrohlorids, >98% Heidelberg
Riboflavins, >98% 2.0x10% AppliChem GmbH Vacija
Tiamina hidrohlorids, ) . . _ ..
~99% 4.0x10* Sigma Aldrich Vicija
Tetraciklins, >98.0% 2.5x10° Sigma Aldrich Vacija
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3. pielikums.

Stinu skaita izmainas barotné (a) bez pievienotas glikozes un (b) ar pievienotu glikozi (60 g-L?)

fermentacijas laika. Kliudu stabini apzimé standartnovirzes.

()

Rapsu ella (nelietota) Rapsu ella (fritetava) Rapsu ella (zivju kombinats)
4e+08 A
3e+08
2e+08 4
1e+08 A
= .\,—*——+_—.
g 4e+06 4
Z
=
=4 Saulespuku ella (majsaimnieciba) Vistas tauki (grils) Dzivnieku tauki (zavetava)
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,;% 4e+08 A
3e+08 o
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4e+06 A
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4e+06 A T T L} T T T T T L} L} T T T T L} T T T
2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10

@ Visas slinas @ Dzivas $iinas




4. pielikums

Glicerina koncentracija fermentacijas beigas un péc rapsu ellas taukskabju sastava

(Aniotowska et al. 2016) aprekinata glicerina koncentracijai atbilstosa trigliceridu

koncentracija.
Pievienota Glicerina Trigliceridu
Hidrofobais substrats . koncentracija koncentracija,
glikoze 1 1
g-L g-L

Rapsu ella (nelietota) Nav 0.04 0.43
Rapsu ella (nelietota) Ir 12.01 122.07
Rapsu ella (fritetava) Nav 1.64 16.70
Rapsu ella (frit€tava) Ir 11.88 120.73
Rapsu ella (zivju kombinats) Nav 1.98 20.08
Rapsu ella (zivju kombinats) Ir 12.47 126.67
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Nogulsnes

5. pielikums.

Soforolipidu nogulsnes fermentacijas vides paraugos.
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Bakalaura darbs ,,Soforolipidu razoSana no lipidiem bagatiem partikas atkritumiem ar

Starmerella bombicola” izstradats LU Biologijas fakultatg.
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