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KOPSAVILKUMS

Fermentacijas procesa raugi sp¢j sintezet aromatiskus savienojumus, tapéc fermentacija
ar raugiem ir alternativa metode dabiga 2-feniletanola iegiiSanai.

Darba mérkis bija izpétit rauga Kluyveromyces lactisizmantosanas iesp&jas 2-
feniletanola biosintéz€ laktozi saturosos substratos.

Darba tika noteikts piemérotakais K. lactiscelms 2-feniletanola biosintézei, tika izpétita
barotnes sastava ietekme uz 2-PE producésanu, 2-PE sintézes dinamika fermentacijas laika,
K. lactis DSM 70799 2-feniletanola tolerance, ka ari tika veikta divfazu ekstraktiva
fermentacija ar rapsu ellu.

Darba tika apliikoti trTs ripnieciba izmantojamiK. lactis celmi, no kuriemK. lactis DSM
70799 uzradija augstako 2-feniletanola koncentraciju. Augstaks 2-PE iznakumstika iegiits
audzgjot to laktozes barotng, tap&c ka substratu 2-feniletanola producésanai var izmantot siera
stikalas un piena permeatu, kas satur laktozi. Feniletanols ir toksisks raugiem un $tnu
augSanas inhib&Sanasakas, pievienojot 2,04 g/L 2-PE. Toksiskuma samazinasanai un
iznakuma palielinasanai var veikt divfazu ekstraktivo fermentaciju ar ellas pievienoSanu.

Darba izstrades laika apguitas metodes: raugu kultivéSanas metodes, divfazu ekstraktiva
fermentacija, biomasas noteik$ana ar spektrofotometru un mikroplasu lasttaju — inkubatoru, 2-
PE noteik$ana ar augstefektivo Skidruma hromatografijas (HPLC) metodi, ka ari cukuru

enzimatiska noteikSana.

Atslegvardi:divfazu fermentacija, 2-feniletanols, 2-feniletanola

biosintéze,Kluyveromyces lactis, laktoze.



SUMMARY

The yeasts are capable to synthesize aromatic compounds, therefore fermentation by
yeast is an alternative method for the production of natural 2-phenylethanol.

The aim of this work was to investigate the use of yeast Kluyveromyces lactis in the
biosynthesis of 2-phenylethanol in lactose containing medium.

We determined the most suitableK. lactis strain for 2-phenylethanol biosynthesis,
investigated the effect of medium composition on 2-PE production, dinamics of 2-PE
synthesis during fermentation, K. lactis DSM 70799 2-phenylethanol tolerance, and two-
phase extractive fermentation with rapeseed oil was performed.

In this work three industrially usedK. lactisstrains were used. From these strainsK. lactis
DSM 70799 produced the highest 2-phenylethanol concentration. The higher 2-PE
concentration was obtained in lactose medium, therefore, as a substrate for the production of
2-phenylethanol, can be used lactose containing cheese whey and milk permeate.
Phenylethanol is toxic to yeasts and inhibition of cell growth begins by adding 2,04 g/L of 2-
PE.To reduce the toxicity and increase the amount of produced 2-PE, two-phase extractive
fermentation with the addition of oil can be performed.

Methods mastered during the research: yeast cultivation methods, two-phase
fermentation, biomass determination with spectrophotometer and multimode micro plate
reader — incubator, determination of 2-PE with HPLC chromatograph andenzymatic

determination of sugars.

Key words:lactose, Kluyveromyces lactis, 2-phenylethanol, 2-phenylethanol

biosynthesis, two-phase fermentation.
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IEVADS

2-feniletanols (2-PE)ir kimiskais savienojums, kam piemit rozu ziedlapu smarza.
Pateicoties savai smarzai 2-feniletanols ir viena no plasak pielietojamam smarzvielam
dazadas rupniecibas nozar€s — to izmanto parfimerijas, kosmétikas Ilidzeklu un partikas
produktu razo$ana. 2-PE ir iesp&jams sintez&t kimiski un iegiit dabiska veida no augu ziedu
teriskam ellam. Kimiski razota 2-feniletanola izmantosana partikas produktos un kosmétikas
lidzeklos ir ierobezota, jo sabiedriba picaug pieprasijums péc dabiskas izcelsmes produktiem,
bet dabisko 2-PE no ziedu &teriskam ellam nav iesp&jams iegiit lieclos daudzumos un produkta
iegliSanas process ir dargs, tapec ir jamekl€ alternativas dabiska 2-feniletanola iegiiSanai
(Etschmann et al. 2002; Scognamiglio et al. 2012).

Dabiga veida 2-feniletanolu var iegit fermentacija, izmantojot mikroorganismus.
Galvenie mikroorganismi, kas sp&j producét 2-PE ir raugi. Tie sintezé 2-feniletanolu Erliha
cela, ka prekursoru izmantojot aminoskabi L-fenilalantnu, tacu tas sadardzina So procesu.

Kluyveromyces gints raugi sp&j producét dazadus aromatiskus savienojumus, taja skaita
ari 2-feniletanolu. Kluyveromyces lactis ir viena no 2-feniletanolu producgjo$am rauga sugam.
Raugam ir pieskirts GRAS statuss, kas lauj to drosi izmantot biotehnologija.K. lactis spgj
ferment&t laktozi, un S§1 TpaSiba tiek uzskatita par priekSrocibu, salidzinot ar citam rauga
sugam. Ka substratu 2-feniletanola biosint€zei var izmantot siera razoSanas blakusproduktus —
siera stikalas un piena permeatu, kas ir ar zemu ekonomisko veértibu, tacu satur laktozi lielas
koncentracijas. Lai nodroSinatu ekonomiski pamatotu 2-feniletanola riipniecisku
biotehnologisku razoSanu, nepiecieSams atrisinat virkni problému, kas sevi ietver
mérkprodukta palielinaSanu un izejmaterialu izmaksu samazinaSanu.

Darba merkis — izpétit rauga Kluyveromyces lactissp&ju sintezét 2-feniletanolu,
izmantojot laktozi saturoSos substratos.

Darba uzdevumi:

1. Salidzinat K. lactis DSM 70799, DSM 4394 unDBVPG 6829 celmu spgjas
producét 2-fenileatnolu.

2. Noteikt oglekla avota veida ietekmi uz producéta 2-feniletanola biosintézes
parametriem.

3. Novertet oglekla avota un L-fenilalanina koncentracijas ietekmi uz 2-PE
producésanu.

4. Noteikt 2-feniletanola sintézes dinamiku fermentacijas laika.

5. Noteikt K. lactis 2-feniletanola toleranci.

6. Salidzinat 2-PE iznakumu parastaja un divfazu ekstraktiva fermentacija.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1.Kluyveromyces spp.

Kluyveromyces ginti pirmo reizi aprakstija van der Valts 1956. gada (van der Walt
1956). Paslaik Kluyveromyces spp. tiek klasificéta sesas sugas - K. marxianus, K. lactis, K.
dobzhanskii, K. aestuarii, K. nonfermentans un K. wickerhamii. K. lactis tiek iedalits divas
varietatés:lactis un drosophilarum. Visam se$am sugam no Kluyveromyces spp. ir kopigas
morfologiskas un fiziologiskas ipaSibas. Kluyveromyces spp. pieder pie asku séném
(Ascomycota), tie vairojas, veidojot askus, kas satur no vienas lidz Cetram askusporam.
Kopigas fiziologiskas iezimes visam se$am sugam ir sp&ja asimilét galaktozi, utiliz&t
kadaverinu, L-lizinu un etilaminu ka slapekla avotu (Belloch et al. 2011).

Kluyveromyces spp. ir pieskirts GRAS (Generally RecognizedAs Safe) statuss, kas lauj
izmantot Sos raugus rupnieciskaja razosana (Witmann et al. 2002). Kluyveromyces spp. plasi
izmanto biotehnologija etanola, raugu biomasas un pienskabes razoSana no siera siikalam, kas
ir siera razoSanas blakusprodukts (Mahmood 2015).Kluyveromyces spp.ir Krebtri-negativi
raugi. Krebtri efekts ir paradiba, kad augstajas glikozes un skabekla koncentracijas notiek
fermentacija nevis elpoSana. Krebtri-pozitiviem raugiem, piem&ram, Saccharomyces
cerevisiae, fermentacija notiek pat pilniba aerobos apstaklos. Kluyveromycesspp. ir Krebtri-
negativi raugi, kas nozimé, ka pat augstajas glikozes koncentracijas un aerobos apstaklos tie
ieglist energiju caur elpoSanu un neproducé etanolu. Pateicoties $adai T1paSibai,
Kluyveromycesspp. spgj strauji palielinat biomasu un augt liela $tinu blivuma, ja tos pavairo
aerobajos apstaklos riipnieciskajas barotn€s ar augstu cukuru koncentraciju (Gonzalez-Siso et
al. 2000; Liti et al. 2001; Souto-Maior et al. 2009). Kluyveromyces spp. producé dazadus
aromatiskus savienojumus, pieméram, esterus, karbonskabes, ketonus, furanus, spirtus u.cC.
savienojumus. Komerciali nozimigakais savienojums, ko producé Kluyveromyces spp., ir 2-

feniletanols, kam piemit rozu smarza (Fonseca et al. 2008).
1.1.1. Kluyveromyces lactis

Kluyveromyces lactis sugai ir divas varietates — K. lactis var. lactis un K. lactis var.
drosophilarum. Taksonomiska at$kiriba starp varietateém ir balstita uz to fiziologiskam un
ekologiskam pasibam (Naumova et al. 2004). Galvena atskiriba starp varietatém ir tada, kaK.
lactis var. drosophilarum nespgj fermentét laktozi, atskiriba no K. lactis var. lactis, kam ir

nepiecieSamie géni laktozes fermentacijas norisei (Naumovet al. 2006).



K. lactis, tapat kaK. marxianus,ir laktozi ferment&joss raugs. To biezi izol¢ no piena
produktiem, tadiem ka ferment&ts piens, sieri, jogurti(Lane and Morrissey 2010). K. lactisspgj
asimilét laktozi pateicoties laktozes permeazei, kuru kodé LAC12 géns, un S-galaktozidazei,
kuru kodé LAC4 géns. So génu klatbiitne lauj raugam uznemt laktozi un hidrolizét to lidz
glikozes un galaktozes.(Gellissen and Hollenberg 1997; Gombert et al. 2016; Rubio-Texeira
2006).P&c laktozes hidrolizes glikoze tiek iesaistita glikolize, bet galaktoze tiek metabolizéta
Leloir cela (Yadav et al. 2015). Leloir cel§ ir enzimatisku reakciju virkne, kuru rezultata
veidojas glikozes-1-fosfats (Seiboth et al. 2007).

K. lactis sp& augt arf uz tadiem cukuriem ka glikoze, saharoze un maltoze. Sis
raugsnespgj augt strikti anaerobos apstaklos (Rodicio and Heinisch 2013).K. lactis ir respiro-
fermentativs raugs, un spgj iegit energiju caur oksidativo fosforilésanu Krebsa cikla vai
fermentativi. K. lactis klasifice ka Krebtri-negativu raugu, jo aerobos apstaklos tasdod
prieksroku metabolismam caur Krebsaciklu un energijas iegtiSanai caur elpoSanu, bet 1 rauga
genoma ir géni, kas nepiecieSami Krebtri efekta norisei un etanola producésanai (Gombert et
al. 2016; Gonzalez-Siso et al. 2000; Lane and Morrissey 2010).

K. lactisplasi izmanto biotehnologija, it ipasi proteinu producéSana (Spohner et al.
2016). Sis raugs producé gan intracelularos, gan sekretétos proteinus, un pateicoties tam, ka
K. lactis ir pieskirts GRAS statuss, $os proteinus pielieto partikas riipnieciba un farmacija.K.
lactis ir nozimigs laktazes jeb [-galaktozidazes producétajs. f-galaktozidaze ir enzims, kas
hidrolizé laktozi, tapéc to izmanto bezlaktozes produktu razoSana. Komerciali nozimigi
proteini, kurus producg, izmantojot K. lactis, ir arT liellopu himozins, ko izmanto siera
razoSana, inulinaze un fosfolipaze B (Ooyen et al. 2006; Pereira-Rodriguez et al. 2012;
Spohner et al. 2016).

1.2. Feniletanols

2-feniletanols (2-feniletilspirts,3-feniletilspirts, fenetilspirts, benzil karbinols; saisinati
2-PE) ir augstakais spirts, kam piemit rozu ziedlapu smarza. Kimiska formulaCgH10O.
Pateicoties savai smarzai, 2-feniletanols ir viena no visbiezak izmantojamam un viena no
komerciali svarigakajam smarzvielam, ko izmanto dazadas riipniecibas nozarés. Rozu smarza
ir plasi pielietojama un pieprasita, tapéc 2-PE ka aromatiz&taju lielos daudzumos izmanto
smarzu (parfimérijas), dekorativas kosmétikas, Sampiinu, ziepju, ka art sadzives tiriSanas un
mazgasanas lidzeklu razosana. (Etschmann et al. 2002; Wang et al. 2013; Scognamiglio et al.
2012). 2-PE ir atrodams siera, vina, maizé un olivella. 2-PE ir galvenais savienojums, kas

pieskir smarzu vinam un alum, ka arT augliem un darzeniem. To izmanto saldéjuma un citu
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saldumu pagatavos$ana ka aromatiz&taju. Vertigi aromatiskie savienojumi ir ari 2-feniletanola
esteri, pem&ram, feniletilacetats (Chen et al. 2011; Etschmann et al. 2002; Mameeva et al.
2008). 2-PE tiek izmantots ka izejviela citu aromatisko vielu sint€zei un atvasinajumu
razo$anai. Sie atvasinajumi tiek izmantoti medikamentu, ka arT augsta blivuma degvielas

razoSana (Wang et al. 2013; Etschmann et al. 2002).
1.2.1. Feniletanols dabiskajos avotos

Augi spgj sintezeét 2-PE dabiska cela. Tas ir sastopams hiacin$u, narciSu un jasminu
gteriskajas ellas, bet 2-PE koncentracija ziedos parasti ir zema. Lielakas koncentracijas 2-PE
ir sastopams rozu &teriskaja ella. Atkariba no rozu Skirnes 2-PE koncentracija rozu ella var
sasniegt [idz 60%. 2-PE augiem pieskir ne tikai smarzu — tam piemit antimikrobialas 1paSibas,
ka ari tam ir nozime augu vairo$anas procesa, jO pateicoties raksturigajai vielas smarzai, tieck
pievilinati kukaini, kas apputeksné augus. Partikas produkti, kurus iegist fermentacijas
rezultata, ari satur 2-feniletanolu. Tadi produkti ir, pieméram, maize, vins, siers un S0jas
mérce. (Etschmann et al. 2002; Chen et al. 2011).

2-feniletanolsaugos sintez&jas no L-fenilalanina, kas ir prekursors 2-PE biosintézel.
Specifisks enzims piridoksal-5"-fosfat-atkariga aromatisko aminoskabju dekarboksilaze
(AADC) parvers L-fenilalaninu fenilacetaldehida (PAld), kas, darbojoties fenilacetaldehid
reduktazém, talak tiek parvérsts 2-feniletanola (Chen et al. 2011; Hirata et al. 2012).

2-feniletanola ekstrakcija no augiem ir loti darga. Dabiskais 2-PE ir 250 reizes dargaks
par kimiski razotu 2-PE. Ta ka dabiskas izcelsmes feniletanola iegtiSana ir dargs process,
ieglitais savienojuma daudzums ir neliels un to nav iesp&jams iegit riipnieciskos mérogos,

tapéc lielaka dala 2-feniletanola tiek razota kimiski (Hwang et al. 2009; Mei et al. 2009).
1.2.2. Feniletanola kimiska sinteze

Paslaik 2-PE sintézei tiek izmantotas tris komerciali nozimigas kimiskas reakcijas:(1)
Fridela-Krafta reakcija, kur etilénoksids reagé ar benzolu aluminija hlorida klatbttng; (2)
stirola oksida katalitiskas reducéSanas reakcija;(3) propilénoksida veidosanas reakcija, kur 2-
PE veidojas ka blakusprodukts (Etschmann et al. 2002). Kimiski razots 2-PE ir daudz Ietaks
neka dabiski producéts 2-PE, kas iegiits no augiem, bet kimiskajos procesos rodas problémas
ar produkta attirisanu. Lai ieglitu augstakas kvalitates 2-PE, tas ir jaattira no nev&lamiem
blakusproduktiem, kas var pasliktinat 2-PE organoleptiskas Ipasibas. Sis attiriSanas process

biezi vien ir dargs un tas ir viens no 2-PE kimiskas razoSanas trikumiem. Ka arT feniletanola

sintézei izmantojamas izejvielas ir bistamas apkartjai videi un cilvéka veselibai (Mei et al.
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2009; Etschmann et al. 2002). Kaut ari no kimijas viedokla no dabiskiem avotiem
iegutaisfeniletanols neatskiras no kimiski sintez&tas molekulas, prieksroka ir tomér 2-PE, kas
iegiits dabiski, jo tirgh ir liels pieprasijums p&c prec€m un vielam, kam ir dabiska jeb
organiska izcelsme. Visvairak tas attiecas uz partikas produktiem un kosmétikas lidzekliem,
JO patérétajiem ir svarigi, lai Siem produktiem pievienotas piedevas butu dabiskas. Ta ka
dabiski veidotais 2-PE ir dargs un to ir gruti iegit lielos daudzumos, bet kimiski sintezéta 2-
PE raZzoSana var kaitet cilvéka veselibai un videi, ir jamekle alternativie 2-PE iegtSanas celi

(Serra et al. 2005; Mei et al. 2009; Etschmann et al. 2002).
1.2.3. Feniletanola biotehnologiska razosana

Biotehnologijas metodes ir alternativs veids dabiska 2-feniletanola iegiisanai. Galvena
biotehnologiska metode 2-PE razosanai ir fermentacija, izmantojot raugus. Raugi sintez& 2-
PE normala metabolisma rezultata, bet savienojuma gala koncentracija ir zema. Lai iegltu
lielaku 2-PE iznakumu, fermentacijas barotném pievieno aminoskabi L-fenilalaninu, kas ir
slapekla avots un prekursors 2-feniletanola biosintézei. 2-PE veido$anas no L-fenilalanina
raugos notiek caur Erliha celu (Hwang et al. 2009).Liels 2-PE daudzums veidojas, ja
fermentacijas barotné L-fenilalanins ir vienigais slapekla avots.2-PE biosint€ze raugos caur
Erliha celu notiek trijos galvenajos enzimatiskajos posmos. Pirmaja posma L-fenilalanins tiek
transaminéts fenilpiruvata. Talak fenilpiruvats tiek dekarboksiléts Iidz fenilacetaldehidam,
reakciju katalizg fenilpiruvata dekarboksilaze. TresajaErliha cela posmafenilacetaldehids tiek
reducéts2-feniletanola, to kataliz€é dehidrogenaze. Sarazotais 2-PE talak var but parversts
fenilaldehida un fenilacetata. So spirta veidosanos no aminoskabes pirmo reizi aprakstija
Erlihs1907. gada (Wittmann et al. 2002; Etschmann et al. 2002; Hua and Xu 2011;
Lyubomirov Ivanovet al. 2013). 2-feniletanols var but sintezéts ne tikai L-fenilalanina
biokonversijas cela, bet ari var biit veidots de novo sintézes rezultata. De novo sintéze notiek
caur Sikimata celu: eritrozo-4-fosfats (erythrose-4-phosphate), kas veidojas glikolizes
rezultata, un fosfoenolpiruvats, kas veidojas pentoZzu fosfata cela, tiek parversti fenilpiruvata.
Talak fenilpiruvats tiek dekarboksiléts lidz fenilacetaldehidam un dehidrogenéts lidz 2-
feniletanolam. Feniletanola biosintéze de novo caur Sikimata celu nav efektiva, jo glikolizi un
pentoZzu fosfata celu raugi izmanto galvenokart Stinu augSanai nevis 2-PE sintézei. Tapéc Saja
cela izveidota 2-PE daudzums ir mazs un ir atkarigsno $tnu augSanas. Caur Erliha celuir
iespéjams iegiit lielaku feniletanola iznakumu, salidzinot ar Sikimata celu (Angelov and

Gotcheva 2012; Etschmann et al. 2002).
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Figure 1. Ehrlich pathway for 2-phenylethanol synthesis (Etschmann et al. 2002).

1.2.4. Feniletanolu producéjosie mikroorganismi

2-feniletanolu sp& producét bakterijas Microbacterium sp. un Brevibacterium
linens(Jollivet et al. 1992), sénesPhellinus igniarius,P. laevigatus, P. tremulae (Collins 1978),
Ischnoderma benzoinum(Fabre et al. 1998), Geotrichum penicillatum(Janssens et al.
1988),bet sarazota feniletanola daudzums ir mazs: |. benzoinum -280 mg/l feniletanola 20
dienas, G. penicillatum — 0,0142 mg/l 99 h laika (Etschmann et al. 2002). 2-feniletanolu spgj
producét arT Aspergillus niger — celms CMICC 298302spgj producét 1,375 2-PE 9 dienas no 6
o/l L-fenilalanina (Lomascolo et al. 2001).

Galvenie feniletanolu producgjosie mikroorganismiir raugi.So mikroorganismu
izmanto$ana 2-PE razo$ana ir izdeviga, jo nav nepiecieSama darga un sarezgita produkta
attirisana, jo 2-PE ir raugu metabolits, kas tiek sintez&ts un izdalits fermentacijas
vidé(Mameeva et al. 2008).2-feniletanolu sp&j producét daudzi raugi, bet produkta iznakuma
daudzums dazadam gintim, sugam un celmiem atSkiras. Feniletanola biosintézi ietekmée
fermentacjas apstakli: temperattiira, pH, aeracija, kratiSanas amplitida, ka arT izmantojama
substrata veids un koncentracija (Querol and Fleet 2006). Sarazota 2-PE daudzums ir atkarigs
no baribas vielam, kas tiek izmantoti fermentacijas laika, visvairak tas attiecas uz slapekla
avotiem (Etschmann et al. 2002). Ir izpétits, ka K. lactis, K. marxianus, S. cerevisiae, Pichia
anomala, P. fermentans, P. membranaefaciens, Zygosaccharomyces rouxii, Clavispora
lusitaniae, Schizosaccharomyces pombe dazados kultivésanas apstaklos spgj sintezét 453 mg/1
lidz 1,7 g/l 2-feniletanola. Paslaik nozimigakie un biezak izmantojamie 2-PE producétaji ir S.
cerevisiae un K. marxianus (Huang et al. 2000; Etschmann et al. 2002;Mameeva et al. 2008).
Kultivgjot S. cerevisiae ar piebaroSanu, tas sp&j producét 4,5 g/l 2-feniletanola, ka galveno
izejvielu izmantojot L-fenilalaninu (Eshkol et al. 2009).

2-feniletanols ir raugiem toksisks savienojums. Uzkrajoties barotné fermentacijas laika,

tas inhib€ $tinu augsanu un tapéc tiek kavéta ari talaka feniletanola sintéze. 2-PE iedarbojas uz
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rauga Stinu plazmatisko membranu, boja to, samazina cukuru un aminoskabju uznemsSanu,
samazina elpoSanas sp&jas.Dazadiem mikroorganismiem feniletanols ir toksisks dazados
daudzumos. K. marxianus augSanu pilnigi inhibé 2,0 g/l 2-PE. Savukart raugam S.
cerevisiaetadu pasu efektu izraisa 4,0 g/l 2-PE (Eshkol et al. 2009; Etschmann et al. 2002;
Fabre et al. 1998). Lai razoSanas procesa iegitu lielaku produkta iznakumu, ir nepiecieSams
samazinat feniletanola toksisko iedarbibu uz rauga Sunam. To var panakt ar feniletanola
atdali$anu no fermentacijas vides. Sim mérkim biotehnologija tiek izmantotas dazadas in situ
produkta aizvakSanas (ISPR - in situ product removal) metodes, kas pamatojas uz atru
produkta aizvakSanu no produc€josam Siinam produkta sintézes laika, tad€jadi noversot
produkta mijiedarbibu ar §tinam un barotnes komponentiem. Viena no ISPR metodém, ko var
pielietot feniletanola aizvaksSanai no fermentacijas vides, ir ekstrakcijas fermentacija tidens-
organiskaja divfazu sistéma. ST metode pamatojas uz feniletanola hidrofobitati (Stark et al.
2003). Rauga Siinas un substrats atrodas tidens faze€, bet feniletanols uzkrajas cita faze, kas
nesavienojas ar fidens fazi. ST faze parasti ir organisks $kidinatajs, kura produkts $kist labak
neka Gdens fazé. Gritibas var rasties organiska skidinataja izvele, jo tam japiemit noteiktam
ipasibam — tam ir jabut ar labam ekstrakcijas sp&am un ar zemu $kidibu tdens fazg,
blivumam ir jabut atSkirigam no tdens fazes blivuma, ir jabiit kimiski stabilam un
mikroorganismiem netoksiskam, ka ari svarigi ir ekonomiskie aspekti un izmanto$anas spg&jas
(Lemos et al. 2017).

1.3. Laktozi saturoSi substrati

Biotehnologija fermentacijas procesiem tiek izmantoti dazadi substrati. Liela uzmaniba
tiek pieversta blakusproduktiem, kas lielos daudzumos ka atkritumi tiek iegiti ripnieciba, un
kurus var izmanot ka substratus vertigu produktu iegiiSanai.

Laktoze ir potencials substrats bioetanola razosanai (Liu et al. 2016). Lielu daudzumu
laktozes satur siera siikalas, kas ir siera un kazeina razoSanas blakusprodukts (Parashar et al.
2016).

Stikalas ir Skidrums, kas tiek atdalits no siera péc piena koagulacijas (Suarez et al.
2009). Stkalas saturapméram 80-90% no kopg&ja piena daudzuma, ka ari saglaba 50%
uzturvielu no sakotngja piena (Bylund 1995). Stkalu galvenas sastavdalas ir laktoze (4-5%,
w/v) un proteini (0,8-0,9%, w/v) (Patel 1983). To sastava ir ari tauki(0,4-0,5% wi/v) un
mineralie sali (8-10% w/v) (Guimaraes et al. 2010). Atkariba no procesa, ko izmanto kazeina

precipitacijai, siikalas var iedalit divas grupas: saldas stkalas (pH 6-7), kuras iegist, razojot
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cietos sierus, un skabas siikalas (pH <5,0), kas veidojas, razojot biezpienu (Gonzalez Siso
1996; Guimaraes et al. 2010).

Razojot 1 kg siera, tiek ieglits apméram 9 kg siikalu (Kosikowski 1979). Apméram 50%
no visa pasaulé sarazota siikalu daudzuma tiek apstradata un parveidota dazados partikas
produktos (Gonzalez-Siso 1996). Siikalu zavéSanas procesa tiek ieguti siera stikalu pulveri,
kurus galvenokart izmanto dzivnieku barosanai, ka arT tie tiek pievienoti tadiem partikas
produktiem ka saldéjumi, kikas, piena izstradajumi. Partika izmanto ari siikalu proteinus,
kurus atdala no stkalam ultrafiltracijas vai diafiltracijas rezultata (Guimaraes et al. 2010).
Ultrafiltracijas rezultata veidojas ari stukalu permeats (Robinson 1994). Siikalu permeats ir
Skidrums, kas veidojas ultrafilracijas procesa, atdalot proteinus no siikalam. Tas satur laktozi,
salus, NPN (slapekli saturo$i savienojumi, kas nav proteini) un tdeni (Parashar et al. 2016).
Savukart piena permeats, kas pec sastava ir lidzigs suikalu permeatam, tiek iegiits koncentrgjot
pienu, ar ultrafiltracijas palidzibu, pirms siera razo$anas. Piena permeata galvena sastavdala ir
laktoze, ka arT tas satur mineralus, vitaminus, stikalu proteinus un tideni (Wang et al. 2009).

Siera stikalas tiek uzskatitas par atkritumproduktiem. Ta ir liela vides probléma, jo katru
gadu tiek sarazoti ievérojams daudzums siera stikalu un tas ir nepiecieSams utilizét. Siera
siikalas, sikalu un piena permeatssaturdaudz organisko vielu (Mostafa 2001). Siem
produktiem ir augsts biologiska skabekla patérins (BSP5, skabekla daudzums, kadu aerobas
baktérijas patéré notekiidenos esoSo organisko vielu oksidéSanai piecas dienas) un augsts
Kkimiska skabekla patérins (KSP skabekla daudzums, kads nepiecieSams notekiidenos eso$o
organisko vielu oksid€Sanai ar stipru kimisko oksidétaju) augsta laktozes satura del. Siera
siikalam BSP ir 30-50 g L™ un KSP ir 60-80 g L (Guimaraes et al. 2010). Savukart siikalu
permeata BSP ir 40-48 g L™t un KSP ir 80-95 g L™ (Parashar et al. 2016). Lidzigi ka
stkalupermeatam, ari piena permeatam BSP un KSP vértibas ir lielas, lidz ar to tie ir
ieverojami apkartgjas vides piesarnotaji (Parashar et al. 2016; Wang et al. 2009).

Paslaik tiek mekl&ti jaunas alternativassiikalu un permeata pielietoSanai, lai samazinatu
slodzi uz apkartgjo vidi. Viena no alternativam ir fermentacijas procesi, kur siera siikalas un
permeatu izmanto ka laktozi saturoSus substratus. Tada veida no 1€ta substrata, kas ir kaitigs
apkartgjai videi, ir iesp&jams iegiit komerciali vertigus produktus, tadus ka etanols, biogaze,
organiskas skabes, aminoskabes, vitamini, polisaharidi, enzimi un citi bioprodukti, kuru
razoSanai tiek izmantoti mikroorganismi, kas sp&j fermentét laktozi no siera siikalam. (Rubio-
Texeira 2006; Guimaraes et al. 2010). Pieméram, Kluyveromyces spp.izmanto etanola
iegliSanai no siera stukalu laktozes, bet etanola iznakums parasti ir zems 2,5 lidz 4,2%

(vol/vol) (Parashar et al. 2016).
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Materiali

2.1.1. Mikroorganismu celmi

e Kluyveromyces lactis DSM 70799, DSM 4394 iegiiti no Leibniz-Institute DSMZ —
German Collection of Microorganisms and Cell Cultures Vacija, DBVPG 6829
iegits no Industrial Yeast Collecion DBVPG — Department of Agricultural, Food

and Environmental Science, University of Perugia.

2.1.2. Laboratorijas trauki

e Erlenmeijera kolbas ar vates aizbazniem (50 mL, 300 mL)
e Varglazes

e Mercilindri

e Mggenes ar vates aizbazniem

e Stikla nijina

e Pipetes (20 uL, 1000 pL, 5 mL, 10 mL)

e Daudzkanalu pipetes (100 uL, 300 uL)

2.1.3. Materiali

1.tabula

Laboratorijas materiali.
Table 1

Laboratory tools.

Materiala nosaukums RazZotajs RazZotajvalsts

Akrila kivetes

Polistirola kivetes

Stobrini (15 mL, 50 mL) Sarstedt Vacija

Mikrostobrini (1 mL)

96-laucinu plate
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2.1.4. lekartas

2.tabula
Laboratorijas iekartas.
Table 2
Laboratory equipment.

Iekartas nosaukums Razotajs Razotajvalsts
Svari BOECO Vacija
Magnétiskais maisitajs Biosan MSH 300 Latvija
Analitiskie svari BOECO Vacija
Vorteks Biosan Microspin FV-2400 ASV
UV laminars FlowFast V Italija
Spektrofotometrs Biochrom Libra S22 Anglija
Termostats kratitajs Biosan ES 20 Latvija
Centriftiga 2 Eppendorf 5810 R Vacija
Autoklavs Sonyo Labo Autoclave Japana
Mikroplasu lasitajs — inkubators Tecan Infinite 200 pro Sveice
HPLC hromatografs Agilent 1100 ASV

2.1.5. Reagenti

Rauga ekstrakts iegadats no Biolife (Italija), L-fenilalanins no Redwells Group

(Lielbritanija). Par&jie reagenti iegadati no Sigma-Aldrich.

2.1.6. Barotnes

Barotnu pagatavoSanai visus nepiecieSamos reagentus nosver, ieber varglazé un

1z8kidina destilétaja tdeni. Barotnes autoklavé. Cukuru Skidumus pagatavo atseviski,

autoklavé un tad pievieno pargjai barotnei.

3.tabula

YPD barotne celmu uzturéSanai.

Table 3

YPD medium for maintenance of cultures.

Reagents Svars (g/L)

Rauga ekstrakts 10,0
Peptons 20,0
Agars 18,0
Glikoze 20,0
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4.tabula
Pussintétiskas 5% glikozes barotnes sastavs s¢jmateriala sagatavosanai.

Table 4
Composition of the semi-synthetic 5% glucose nutrient medium for preparation of
inoculum.
Reagents Svars (g/L)
Rauga ekstrakts 5,0
MgSO. x 7H.0 1,4
KH2PO4 1,0
K>2HPOs 0,1
(NH4)2SO4 5,0
Glikoze 50,0

S€jmateriala sagatavosanai izmanto 50 mL pussintétiskas 5% glikozes barotnes.

5.tabula

Pussintétiskas barotnes sastavs, lai noteiktu optimaloK. lactis celmuun substratu 2-
feniletanola biosintgzei.

Table 5

Composition of the semi-synthetic nutrient medium for determining the optimal K.
lactis strain and substrate for 2-phenylethanol biosynthesis.

Reagents Svars (g/L)
Rauga ekstrakts 5,0
MgSO4 x 7H20 1,4
KH2PO4 1,0
K>HPO. 0,1
(NH4)=SO. 5,0
Glikoze/laktoze 100,0
L-fenilalanins 10,0

2.2. Metodes

2.2.1. Sejmateriala sagatavoSana

Rauga stnu kultiiras tiek uzglabatas —80°C temperatura, 20% glicerna un 0,7% NaCl
Skiduma. Rauga celmu uzturéSanai izmanto YPD agara barotni. Sterilos apstaklos koloniju ar
mikrobiologiskas cilpas palidzibu parnes pussintétiskaja 5% laktozes $kidra barotné un audze

kolbas 24 stundas +30°C temperatiira ar kratiSanas amplitiidu 180 apgriezieni minate.
2.2.2. Fermentacija

Rauga s€jmaterialu parlej sterila 50 mL stobrina, centrifugé un atmazga ar destilétu

tdeni. Sterilos apstaklos substratam pievieno 1/10 dalu no kopiga tilpuma s€jmateriala.
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Substrata un mikroorganismu maisijumu kultivé Erlenmeijera kolbas ar vates aizbaZniem

+30°C temperatiira ar kratiSanas amplittidu 180 apgriezieni miniite.
2.2.3. Divfazu ekstraktiva fermentacija ar rapsu ellu

Lai fermentacijas laika aizvaktu feniletanolu no fermentacijas vides un samazinat ta
toksisko iedarbibu uz rauga Stinam, tika veikta divfazu ekstraktiva fermentacija ar rapsu ellu -
substrata un mikroorganismu maisijumam sterilos apstaklos pievieno 1/5 dalu no kopiga
tilpuma rapsu ellas. Maistjumu kultivé Erlenmeijera kolbas ar vates aizbazpiem +30°C

temperatiira ar kratiSanas amplitidu 180 apgriezieni minte.
2.2.4. Biomasas noteikSana ar spektrofotometru

Biomasu nosaka p@c Siinu suspensijas optiska blivuma (OD), ko nosaka ar
spektrofotometra palidzibu. Spektrofotometrs méra, cik liela gaismas energijas dala izgajusi
cauri pétamajam paraugam vai ari tikusi taja absorbéta. Gaismas avots padod gaismas staru,
kas iziet cauri monohromatoram. Monohromators sadala ienakoSo gaismas staru dazados
vilna garumos (spektra). Tad vilnu garuma selektors parraida tikai vienu konkréto izveleto
vilna garumu. Izveléta vilna garuma diapazons iziet cauri kivetei ar pe&tamo paraugu, dala
gaismas tiek absorb&ta. Neabsorbétas gaismas intensitati (caurlaidibu) uztver fotorezistors.
Rezultata izvades ierice att€lo absorbcijas vertibu.

Fermentacija iegiitos paraugus samaisa ar vorteksa palidzibu, atSkaida ar destileto Gideni
un nomeéra optisko blivumu. Optisko blivumu méra pie 600 nm vilpa garuma attieciba pret
references kiveti ar destiléto Gideni. Spektrofotometra mériSanas diapazons ir 0,05 — 0,200.
Aprekina biomasas koncentraciju.Viena optiska blivuma vieniba atbilst 0,3 g/ biomasas

(Kovtuna 2015).

2.2.5. Mikroorganismu kultivéSana un biomasas noteikSana ar

mikroplasu lasitaju — inkubatoru

Toleranci nosaka ar Tecan Infinite 200 pro aparatu. Kultivé$anu veic 23 stundas, +30°C
temperatiira ar kratiSanas amplitiidu 3,5 mm ik pa 8,2 miniit€tm. Optiskais blivums merits pie

600 nm 9,6 mintSu intervala. Eksperiments veikts 96 laucinu plate.
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2.2.6. Cukuru enzimatiska noteikSana

Laktozes un glikozes koncentracija fermentacijas vidé tika noteikta enzimatiski ar
spektrofotometra palidzibu.

Glikozes noteikSanas princips: paraugam pievienojot heksokinazi, veidojas glikozes-6-
fosfats, kas talak oksidgjas lidz 6-fosfoglukonatam, reducgjot NADP™ lidz NADPH un H*. Ar
spektrofotometru nosaka NADPH daudzumu. Mérijjumus veic pie 340 nm, jo tas ir NADPH
absorbcijas spektra maksimums. Izméritais NADPH daudzums ir vienads ar glikozes
daudzumu parauga.

Darba gaitaglikozes noteikSanai:

1. Kiveté (kvarca vai akrilata) ievieto 10 ul parauga, kas satur ne vairak par 1%
glikozes+fruktozes un 990 ul mérisanas bufera.

2. Kontroles kivet€ ievieto 1000 ul mérisanas bufera.

3. Nomeéra pie 340 nm sakotngjo absorbciju ar spektrofotometru.

4. Kivete, kur atrodas paraugs, pievieno 1 upl fermenta heksokinazi un méra lidz
konstantai absorbcijas.

Ja parauga tilpums ir bijis 10 pl, tad aprékina formula ir $ada:

C=AAXx100/6,28, kur

C — glikozes koncentracija paraugos (mmol/l);

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

Laktozes noteikSanas princips: paraugam pievienojot B-galaktozidazi, laktoze tiek
saskelta uz monosaharidiem — D-glikozi un D-galaktozi. Talak enzims galaktozmutarotaze
(GalM) katalizé o-D-galaktozes parvérSanos [B-D-galaktozeé. B-galaktozes dehidrogenazes
klatbtitne NAD™ oksidé B-D-galaktozi, ka rezultata veidojas D-galakturonskabe, NADH un
H*. Reakcijas izveidota NADH daudzumu nosaka ar spektrofotometru, pie 340 nm, jo tas ir
NADH absorbcijas spektra maksimums. Iegtita NADH absorbcijas vértiba ir stehiometriska ar
laktozes daudzumu parauga.

Darba gaita laktozes noteikSanai:

1. Kivetg ievieto 100ul parauga un pievieno 100ulB-galaktozidazes.

2. Taja pasa kiveté pievieno 1,00 mL destiléta adens, 100ul bufera un 50ul NAD* un
nomeéra absorbciju (A1) pie 340 nm.

3. Taja pasa kivete pievieno 10ulgalaktozmutarotazes (GalM) un [(-galaktozes

dehidrogenazes (B-GalDH) skidumu un méra Iidz konstantai absorbcijai (A2).
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4. Tadas pasas reakcijas paral€li veic ar1 kontroles kivet€, nepievienojot paraugu.

Aprekina formula:

AA= (AZ - Al)paraugs - (AZ - Al)kontrole
2,72x342,3
=———  x AA=0,7389 x AA, kur
6300x1x0,2

C — laktozes koncentracija paraugos (g/L)

2.2.7. 2-feniletanola noteik$ana ar augstefektivo Skidruma

hromatografijas metodi (HPLC — High Performance Liquid

Chromatogarphy)

2-feniletanols tika noteikts ar augstefektivo Skidruma hromatografiju (HPLC).

Hromatografija ir vielu atdaliSanas process, kura parauga maisijums sadalas starp divam

fazém, viena no kuram ir kustiga,bet otra nekustiga. Sis divas fazes ir iesp&ams iegit, jo

molekulas parvietojas ar dazadiem atrumiem. Elu€jamos savienojumus kustiga faze parvieto

uz detektoru, kas to Tpasibas parveido Gausa Iiknés. Liknes médz saukt par joslam. So joslu

kopumu no viena parauga sauc par hromatogrammu. Joslas laukums un augstums ir

proporcionali ievaditd parauga daudzumam. Joslas lielums, ko rada komponents zinama

koncentracija, ir izmantojams nezinamas koncentracijas parauga noteikSanai. Parauga

koncentracijas noteik$anai izmanto kalibracijas grafiku, kas iegiits no joslu laukumiem vai

augstumiem, kas izmeriti Skidumiem ar precizi zinamu koncetraciju.

Pirms analizes paraugus ar fermentacijas vidi nocentrifugg, ieglito supernatantu izfiltré

caur celulozes-acetata filtru (@ 0,45 um) un ievieto traucinos.

Tehniskie parametri un apstakli:

Iegiito datu matematiska analize tika veikta izmantojot MS Excel 2016

kolonna — Aminex HPX — 87 H, 300 x 7,8 mm;
detekcija - refrakcijas indeksa detektors;
mobila faze — 0,01 N H2SOg;

mobilas fazes plisma — 0,6 mL/min;

kolonnas temperatiira — 45°C;

parauga tilpums — 20 pL.

2.2.8. Datu analize

. Vairaku faktoru

ietekmes analize un atbildes virsmas grafika konstruéSana tika veidota ar Statgraphics

Centurion XV Version 15.1.02.
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3. REZULTATI

3.1. Substrata un Kluyveromyces lactis celma ietekme uz 2-

feniletanola biosintezi

Lai noskaidrotu, kur$K. lactis celms ir vispiemérotakais 2-feniletanola biosintézei, un
kada substrata izmantosanavar dot vislielako feniletanola iznakumu, tika veikta fermentacija
ar K. lactis celmiemDSM 70799,DSM 4394,DBVPG 6829. Ar katru celmu fermentacija tika
veikta uz pussintetiskajam 10% glikozes un pussintétiskajam 10% laktozes barotném, visam
barotném pievienojot 10 g/L L-fenilalanina. Fermentacijas tika veiktas termostata kratitaja
+30°C temperattra ar 180 apgriezieniem miniité.Paraugi tika nemti péc 24 fermentacijas
stundam.

Salidzinot visus eksperimenta izmantotos celmus, lielakais 2-feniletanola iznakums
(g/L) tika novérots DSM 70799 celmam (2. attéls), utiliz&jot gan glikozi, gan laktozi saturosu
substratu. Feniletanola iznakums DSM 70799 celmam bija lielaks, audzgjot raugu laktozi
saturoSaja barotné — 1,59 g/L, salidzinot ar iznakumu glikozes barotné — 1,29 g/L (laktozes
barotné iznakums ir par 18,87% lielaks, neka glikozes barotn€). Barotnes sastavs neietekmgja
sarazota 2-feniletanola daudzumu DSM 4394 un DBVPG 6829 celmu gadijuma. Balstoties uz

Siem rezultatiem, talakajiem eksperimentiem tika izmantots K. lactis DSM 70799 celms.

1,8
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2-PE, g/L

0,6

04

0,2

glikoze laktoze glikoze laktoze glikoze laktoze
DSM 70799 DSM 4394 DBVPG 6829
2.attéls. Substrata un K. lactis celmuDSM 70799,DSM 4394, DBVPG 6829ietekme uz 2-

feniletanola koncentraciju (g/L) fermentacija kolbas pussintétiskajas 10% glikozes un 10%
laktozes barotnés ar 10 g/L L-fenilalanina pie 180 apgriezieniem mintite+30°C temperatiira
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péc 24 stundu fermentacijas; klidu nogriezniem pieskirtas standartnovirzu vértibas no 3
biologiskajiem atkartojumiem.

Figure 2. The effect of substrate and K. lactis strains DSM 70799,DSM 4394,DBVPG 6829
on 2-phenylethanol concentration (g/L) in flask fermentationson semi-synthetic 10% glucose
and 10% lactose mediums with 10 g/L L-phenylalanine at+30°Cwith 180 revolutions per
minute after 24 h of fermentation; data presented is an average from three biological
replicates, with error bars representing standard deviations.

3.2. Laktozes un L-fenilalanina koncentracijas ietekme uz

K. lactis DSM 70799 celma 2-feniletanola biosintézi

Lai noskaidrotu, ka mainas K. lactis DSM 70799 producéta 2-feniletanola koncentracija
beigas atkariba no laktozes un L-fenilalanina koncentracijas barotng, tika veikts divfaktoru
eksperiments. Ka mainigie faktori eksperimenta tika izmantotas dazadas laktozes (50; 100;
150 g/L) un L-fenilalanina (5; 7,5; 12,5 g/L) koncentracijas. Fermentacijas tika veiktas24

stundas +30°C temperatiira pie 180 apgriezieniem minatg.
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3.attels. Atbildes virsma divfaktoru eksperimentam, kur neatkarigie mainigie ir dazadas
laktozes un L-fenilalanina koncentracijas barotné un atkarigais mainigais ir K. lactis DSM
70799 producéta 2-feniletanola koncentracija (g/L). Fermentacija tika veikta 24 stundas
+30°C temperatira pie 180 apgriezieniem miniité. Virsmas vienadojums: z = 1,116 + 0,006x
+ 0,009y — 0,00003x?(z = 2-PE koncentracija, x = laktozes koncentracija, y = L-fenilalanina
koncentracija).

Figure 3. Response surface plot for two factor experiment, where independent variables are
lactose ad L-phenylalanine concentrations in medium and dependent variable is K. lactis
DSM 70799 produced 2-phenylethanol concentration (g/L). Fermentations were carried out
24 h at +30°C with 180 revolutions per minute. Surface equation: z = 1,116 + 0,006x +
0,009y — 0,00003x%(z = 2-PE concentration, x = lactose concentration, y = L-phenylalanine
concentration).
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Péc rezultatiem ir redzams (3. att€ls), ka pieaugot laktozes un L-fenilalanina
koncentracijai, producéta 2-feniletanola daudzums palielinas. Sarazota 2-feniletanola
maksimalais daudzums tiek sasniegts pie laktozes koncentracijas 110 g/L, tacu pie augstakam
laktozes koncentracijam ir novérojams negativs efekts. Pie izmantotajam L-fenilalanina
koncentracijam maksimalais 2-PE daudzums netika sasniegts.No virsmas vienadojuma

redzams, ka nav novérojama abu faktoru mijiedarbiba.

3.3. Kluyveromyces lactis DSM 70799 celma 2-feniletanola

un laktozes dinamika fermentacijas laika

Eksperiments tika veikts ar mérki noteikt patérétas laktozes un sarazota 2-feniletanola
dinamiku fermentacijas laika. Fermentacijas tika veiktas uz pussintétiskajam 10% laktozes
barotném ar 10 g/L L-fenilalanina +30°C temperatira pie 180 apgriezieniem mintte. Lai
noteiktu laktozes un 2-PE dinamiku, paraugi tika nemti 0., 9., 24., 32. un 48. fermentacijas
stunda.

Attela nr. 4 ir redzamas laktozes, etanola un 2-PE koncentraciju izmainu dinamika.
DSM 70799 celms péc 9 stundu fermentacijas bija patér&jis 16,39% no sakotngjas laktozes
koncentracijas un sarazota 2-feniletanola daudzums strauji palielingjas lidz 0,83 g/L. Jau 24.
fermentacijas stunda laktozes koncentracija barotné samazinajas par 59,87%, savukart 2-
feniletanola koncentracija fermentacijas vidébija 1,60 g¢/L. Visaugstaka sarazota 2-
feniletanola koncentracija tika sasniegta 32. fermentacijas stunda — 1,70 g/L. P&c 32. stundas
laktozes koncentracija barotné samazinas 1eni, ja salidzina ar fermentacijas sakumu(4.
attéls).Lidziga tendence ir ari 2-feniletanola daudzuma izmainam fermentacijas beigas. Péc
48. fermentacijas stundas 2-feniletanola koncentracija bija 1,67 g/L. Savukart laktozes
daudzums barotné bija samazinajies par 65%, salidzinot ar sakuma koncentraciju. Pé&c
rezultatiem ir redzams, ka fermentacijas beigas raugs nav lidz galam patérgjis visu laktozi,
neskatoties uz to, ka fermentacijas vidé vél ir pieejams oglekla avots. Tas var biit saistits ar 2-
feniletanola toksiskumu. Iesp&jams, ka tas feniletanola daudzums, kas tika sarazots barotng,
inhibgja producgjoso Stinu augSanu un 2-feniletanols vairs netika sintezets.

Viens no Kluyveromyces spp. vielmainas blakusproduktiem fermentacijas laika ir
etanols, kas sp€j inhibét rauga $tnu augSanu un ietekmét 2-feniletanola sintézi. Etanola
daudzuma izmainam barotné ir lidziga tendence ka 2-PE sint€zei fermentacijas laika.
Fermentacijas sakuma, samazinoties laktozes koncentracijai, etanola daudzums palielinas: 9.

fermentacijas stunda — 14,08 g/L, 24. stunda — 33,76 g/L. Bridi, kad laktozes koncentracija
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vairs gandriz nemainas, etanola koncentracija, lidzigi ka 2-feniletanola koncentracija,
nepalielinas. Etanola koncentracija 48 stunda ir 32,00 g/L. Kopuma, sarazota etanola

daudzums barotng bija lielaks neka 2-PE koncentracija
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4.att€ls. Laktozes, sarazota 2-feniletanola un etanola (g/L) dinamika K. lactis DSM 7099
celmam fermentacijai kolbas pussintétiskaja 10% laktozes barotné ar 10 g/L. L-fenilalanina
pie 180 apgriezieniem minGteé +30°C temperatira;, klidu nogriezniem pieskirtas
standartnovirzu vertibas no 3 biologiskiem atkartojumiem.

Figure 4. The dynamics of lactose, produced 2-phenylethanol and ethanol (g/L) by K. lactis
DSM 70799 in flasks fermentation at semisynthetic 10% lactose medium with 10 g/L L-
phenylalanine at +30°C with 180 revolutions per minute after 24 h of fermentation; data
presented is an average from three biological replicates, with error bars representing standard
deviations.

3.4. Kluyveromyces lactis DSM 70799 2-feniletanola

tolerance

Balstoties uz ieprieks€ja petijuma rezultatiem, kur tika noskaidrots, ka, sasniedzot 2-
feniletanola koncentraciju 1,70 g/L, produkts vairs netiek sintez&ts pat, ja barotng ir pieejama
laktoze, tika veikts eksperiments ar mérki noskaidrot kadas koncentracijas 2-feniletanols
inhibé K. lactis celma DSM 70799 augsanu. Fermentacija tika veikta 2% laktozes
pussintetiskaja barotné 96 laucinu platé, izmantojot mikroplasu lasitaju-inkubatoru Tecan
Infinite 200 pro. Eksperimentuveica 23 stundas +30°C temperatiira ar kratiSanas amplitidu

3,5 mm ik pa 8,2 mintit€ém. Optiskais blivums mérits pie 600 nm 9,6 mindsu intervala.
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Lai parbauditu rauga toleranci, barotnei tika pievienots 2-feniletanols dazadas
koncentracijas — 0,00 g/L; 0,51 g/L; 1,02 g/L; 1,53 g/L; 2,04 g/L; 3,06 g/L; 4,08 g/L. Attcla
nr. 5 ir paraditas rauga K. lactis DSM 70799 augsanas liknes.

1

———0.00g/L
2-PE

——051¢g/L
2-PE

1,02 g/L
2-PE

[O.V]

——153¢g/L
2-PE

——-204g/L
2-PE

—.— 3.06¢/L
2-PE

I 4.08 g/L
Laiks, h 2-PE

S.attels. K. lactis DSM 70799 augsanas izmainas fermentacija 96 laucinu plateé 2%
pussintétiskaja laktozes barotng, pievienojot 2-feniletanolu 0 g/L; 0,51 g/L; 1,02 g/L; 1,53
g/L; 2,04 g/L; 3,06 g/L; 4,08 g/L koncentracijas, pie kratiSanas amplitiidas 3,5 mm ik pa 8,2
minitém 30°C temperatiira, mérot optisko blivumu pie 600 nm 9,6 mintsu intervala;
standartnovirzu veértibas ir intervala no 0 Iidz 0,02.

Figure 5. The changes in the growth of K. lactis DSM 70799 in fermentation on 2% lactose
semi-synthetic medium with added 2-phenylethanol (0,00 g/L; 0,51 g/L; 1,02 g/L; 1,53 g/L;
2,04 g/L; 3,06 g/L; 4,08 g/L). Fermentations were carried out in 96-well plate at 30°C for 23
h, shaken with amplitude 3,5 mm every 8,2 min and optical density readings (ODeoo) Were
taken every 9,6 min. Standard deviations are between 0 to 0,02.

Pievienojot 2-PE 0,51 g/L; 1,02 g/L un 1,53 g/L koncentracija, izmainas DSM 70799
celma augSana netiek noverotas, salidzinot ar kontroli (0g/L 2-PE). Tas nozimé, ka $adas
koncentracijas rauga augsana netiek trauc€ta un, iesp&jams, 2-feniletanols Sinam nav toksisks.
Palielinot 2-PE koncentraciju, augSanas atrums samazinas.Pievienojot 2-feniletanolu
koncentracija 2,04 g/L, augSanas atrums samazinas par 21,74%, un S$iinu biomasa
fermentacijas beigas ir par 28,72% zemaka, salidzinot ar kontroli. Savukart palielinot 2-PE
koncentraciju lidz 3,06 g/L, augSanas atrums samazinas par 26,21% unbiomasas daudzums ir

jau par 58,51% mazaks neka kontrolei. Rauga $tnu augSana pilniba tiek inhibé&ta, ja 2-
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feniletanola koncentracija ir 4,08 g/L. Sada 2-PE koncentracija nav novérojams biomasas

pieaugums visas fermentacijas laika.

3.5. Kluyveromyces lactis DSM 70799 celma divfazu

ekstraktiva fermentacija ar rapSu ellu

Feniletanols ir toksisks rauga $tinam, tap&c ir nepiecieSams atdalit to no fermentacijas
vides un tada veida samazinat inhib&joso iedarbibu uz produc€josam Stinam un palielinat
produkta daudzumu. Sim mérkimK. lactis DSM 70799 celmam tika veikta divfazu ekstraktiva
fermentacija ar rapsu ellu. Fermentacija tika veikta 10% laktozes pussintetiskaja barotné ar 10
g/L L-fenilalanina un 1/5 dalu no kopiga tilpuma rapsu ellas. Tika veikta arT kontrole —
fermentacija tados pasos apstaklos bez ellas pievienoSanas. Kultivésanu veica kolbas +30°C
temperatiira pie 180 apgriezieniem mintté. Paraugi tika nemti 24. un 48. fermentacijas stunda.
Feniletanolam ir novérota lielaka $kidiba ella neka Gdens fazg (Starket al. 2003), Iidz ar to
liclaka dala sarazota2-PE uzkrajas ellas fazé. Péc fermentacijas ellas faze un tidens fazetika
atdalitas un analiz&tas atseviski.

Sakuma fermentacija tika veikta 100 mL Erlenmeijera kolbas. Dati par kopgjo 2-PE
daudzumu barotné (gan ellas, gan tdens faz€) ir apkopoti 7. tabula. P& 24 stundu
fermentacijas2-feniletanola koncentracija kontroles varianta bija 1,18 g/L. Savukart barotnei
pievienojot ellu, produkta daudzums sasniedza 0,75 g/L, kas ir par 36,44% zemaks neka
kontroles varianta. Saja eksperimentd neizdevas iegiit vélamo rezultatu, jo divfazu

fermentacija tika iegiits mazaks 2-feniletanola daudzums, salidzinot ar kontroli.

7.tabula.

Rezultati kontroles un divfazu ekstraktivai fermentacijai 100 mL kolbas p&c 24 h.
Table 7

Results of control and two-phase extractive fermentation in 100 mL flasks after 24 h.

2-PE, g/L
Kontrole 1,18 £ 0,04
Divfazu ekstraktiva fermentacija 0,75+ 0,01

Iesp€jams, ka, barotnei pievienojot ellu, tiek traucéta aeracijaStinam, tapec eksperiments
tika atkartots lielaka tilpuma (300 mL) kolbas, tadejadi palielinot frementacijas vides virsmas
laukumu (6. attéls). Péc 24 h kontroles varianta 2-PE daudzums bija 1,22 g/L. Péc 48 h ta
daudzums palielinajas lidz 1,31 g/L. Divfazu fermentacija péc 24 h 2-PE iznakums bija 1,68
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g/L. P&c 48 h 2-feniletanola koncentracija palielinajas lidz 1,99 g/L, kas ir par 34,17% lielaks

neka kontrolei.

2,5

HH

Okontrole

Bdivfazu fermentacija

0,5

24 h 48 h

6.att€ls. Feniletanola iznakums (g/L) K. lactis DSM 70799 celmam10% laktozes
pussint€tiskaja barotné ar 10 g/L L-fenilalanina bez ellas (kontrole) un divfazu sistéma ar 1/5
dalu no kopiga tilpuma rapsu ellas pec 24 un 48 h fermentacijas. Fermentacija veikta kolbas
30°C temperatira pie 180 apgriezieniem mintte; klidu nogriezniem pieskirtas
standartnovirzu vertibas no 3 biologiskajiem atkartojumiem.

Figure 6. The yield of phenylethanol of K. lactis DSM 70799 strain on 10% lactose semi-
synthetic medium with 10 g/L L-phenylalanine without oil (control) and with added 1/5
rapeseed oil after 24 and 48 h of fermentation. Fermentations were carried out in flasks at
30°C with 180 revolutions per minute; data presented is an average from three biological
replicates, with error bars representing standard deviations.
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4. DISKUSIJA

Producéta 2-feniletanola daudzumu var ietekmét vairaki faktori: fermentacija izmantota
rauga suga un celms, oglekla un slapekla avots un ta koncentracija, ka arT fermentacijas
apstakli — temperattra, vides pH, aeracija u.c. (Uzunovet al. 2011), tapéc 2-PE razoSanas
procesa ir svarigi novertét visus Sos ietekméjosos faktorus un to mijiedarbibu.

Viens no veiktajiem eksperimentiem paradija, ka producéta 2-feniletanola daudzums ir
atkarigs no izveléta rauga celma. Kluyveromyces lactis DSM 70799 celms spgj producét
lielaku 2-feniletanola daudzumu neka K. lactis DSM 4394 unDBVPG 6829.Vienas sugas
celmos biezi tiek novérota augsta genétiska divergence (Steenselset al. 2014), tapéc katram
celmamvar bt izteiktas atSkiribas starp fermentacija sintez&tajam vielam un to daudzumu.
Agrakajos pétijumos tika konstatétas atSkiribas esteru un spirtu producéSana, atkariba no
izmantota rauga celma. Lurton et al. (1995) secinaja, ka Saccharomyces cerevisiae eksponé
atSkiribas gaistoSu savienojumu producéSana fermentacijas laika, un saistija to, ka dazadi
celmi atSkiras péc genotipa, un tapec tiem var atSkirties arT metabolisma norise. Salidzinot S.
cerevisiae celmus, sarazota 2-feniletanola koncentracija fermentacijas vidé var atSkirties pat
par 46,64% (Lurton et al. 1995). Lidzigi ir arT ar pétitajiem K. lactis celmiem. Iesp&jams,
dazadiem celmiem novérojamas atSkiribassintez€tajasvielas, tapec fermentacijas vides sastavs
un vielu koncentracija taja var atSkirties vienas rauga sugas robezas. Ar K. lactis DSM 70799
sarazotais 2-PE daudzums bija 1,59 g/L (uz laktozes barotnes). Viena no pétijjumiemar
Kluyveromyces marxianus tika iegati 1,4 g/L. 2-PE, izmantojot glikozes barotni (Fabre et al.
1998). Augstaks 2-PE iznakums — 2,6 g/L, tika iegits, izmantojot dazadus Saccharomyces
cerevisiae celmus (Stark et al. 2002).Kaut gan ar S. cerevisiae iegutais 2-PE iznakums ir
lielaks, salidzinot ar Kluyveromyces spp. raugiem, ir svarigi pieminét, ka S. cerevisiae nespgj
utilizét laktozi. S. cerevisiae neproducé f-galaktozidazi, tapec ari tieSa laktozes utiliz€Sana
Sim raugam nav iesp&jama. Risinajums Sai problémai var bt kofermentacija ar pf-
galaktozidazi, kas hidroliz€ laktozi par glikozes un galaktozes molekulam, un talak S.
cerevisiaepateré tas ka oglekla avotus, bet Sada pieeja samazina fermentacijas procesa
efektivitati, jo f-galaktozidazes izmantoSana palielina izmaksas, ka ariS. cerevisiae vaji utilizé
galaktozi. lesp&jams veikt ar1 fermentacijas ar mikroorganismu kultiiru maistijumiem, kur
sakuma vienam organismam piemit augsta ekstracelulara f-galaktozidazes aktivitate, lidz ar
to, laktozes hidrolizes produkti ir pieejami organismam, kas sp& producét 2-feniletanolu.
Sadu procesu ir griti optimizét, tapéc vienkar$ak ir izmantot laktozi utiliz&josu

mikroorganismu, kas sp& producét 2-feniletanolu.Apkopojot misu un citu pétijumu
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rezultatus, K. lactis DSM 70799 celms ir daudzsolo$s mikroorganisms 2-feniletanola
producésana.

Dazadu pétijumu rezultatu salidzinasana ir ierobezota, jo veiktie eksperimenti atkiras
pec fermentacijas apstakliem, izmantotam barotn€m un mikroorganismiem. Jaatzist, ka miisu
darba tritkkst L-fenilalanina noteikSanas analitika, kas lautu spriest par aminoskabes paterinu
fermentacijas laika, ka art lautu salidzinat datus ar citiem pétijumiem par 2-PE iznakumu no
L-fenilalantna. Turpmakiem pétjjumiem biitu nepiecieSams veikt L-fenilalanina daudzuma
noteikSanu paraugos, piemeram, enzimatiski vai ar augstefektivo jonu apmainas
hromatografijas metodi (High Performance Anjon Exchange Chromatography).

K. lactis DSM 70799 celmam lielaks producéta 2-PE daudzums bija barotné, kura
oglekla avots bija laktoze, nevis glikoze. Pargjiem eksperimenta izmantotajiem celmiem 2-PE
iznakumu oglhidrata veids neietekméja.leprieks€jie pétijumi parada, ka oglekla un slapekla
avota veids ietekm@ producéta aromatiska savienojuma daudzumu.Fabre et al.(1998) izpétija,
ka K. marxianus raugam augstakais 2-PE iznakums ir augot uz glikozes barotnes. Savukart uz
saharozes, galaktozes un laktozes barotnes produkta iznakums bija apméram 17% mazaks
neka glikozes barotngé. Spgja utilizét laktozi ir viena no galvenajam K. lactis prieksrocibam,
salidzinot ar citam raugu sugam, kas parsvara asimilé citus cukurus. ST K. lactis pasiba dod
iesp&ju 2-feniletanola razoSanas procesos izmantot laktozi saturoSus substratus, kam ir zema
vertiba. Tada veida fermentacijam var izmantot siera siikalas un piena permeatu, kas ir siera
razoSanas blakusprodukts ar augstu laktozes koncentraciju. Tada raZzoSana biis ekonomiski
izdeviga, jo no zemas vértibas izejvielam tiks iegiits vértigs produkts — 2-feniletanols.

Ta ka rauga sp&ju producét 2-feniletanolu ietekmé ne tikai rauga celms, bet arT substrats,
tika veikts divfaktoru eksperiments, kura merkis bija noteikt laktozes un L-fenilalanina
ietekmi uz sarazota 2-PE daudzumu. Rezultati paradija, ka optimala laktozes koncentracija 2-
PE produc€sanai ir aptuveni 110 g/L, savukart optimala L-fenilalanina koncentracija $aja
eksperimenta netika noteikta, jo pie izvélétam koncentracijam maksimalais 2-PE daudzums
netika sasniegts, tapéc §1 eksperimenta modela uzlaboSanai butu nepiecieSams izmantot
lielakas L-fenilalanina koncentracijas.

Feniletanola iznakums ir atkarigs no producenta augsanas, tapéc ir svarigi, lai barotng
tiktu uzturéts pietieckams cukuru daudzums, kas nepiecieSams §tinu augSanai un metabolitu
sintézei. Laktozes un sarazota 2-PE dinamika parada, ka raugam pateérjot cukuru,
mérkprodukta koncentracija barotné palielinas, bet aptuveni 26. stunda 2-feniletanols vairs
netiek sintez&ts, neskatoties uz to, ka fermentacijas videé vél ir laktoze.Tas nozimé, ka tika
trauc€ta Stnu augSana. Feniletanols ir rauga Stinam toksisks savienojums, un, uzkrajoties

barotng, tas inhibé $iinu augsanu, ka rezultata 2-PE sintéze talak nenotiek. Fermentacijas laika
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tiek producéts ne tikai 2-feniletanols, bet arT citi metaboliti, kas arT var negativi ietekmétrauga
Stinas. Fermentacijas laika barotné tika sintezEts ari etanols, kam 2-feniletanola klatbiitné
piemit sinergistisks inhib&joss efekts uz StGnam, Iidz ar to tiek kav&taaugstu 2-PE
koncentraciju sasniegSana (Stark et al. 2002). Spirtinegativi ictekmé&cukuru un aminoskabju
transportu caur plazmatisko membranu. Membranas caurlaidiba palielinas, tadejadi tiek
paatrinata pasivo jonu un mazo metabolitu diftizija caur membranu (Etschmann et al. 2003).

K. lactis DSM 70799 2-feniletanola tolerances eksperiments paradija, ka $tinu augSana
samazinas sakot ar 2-feniletanola pievienoSanu koncentracija 2,04 g/L. Savukart péc misu
ieprieks¢ja eksperimenta rezultatiem, Kur tika noteikta patérétas laktozes un sarazota 2-PE
dinamika, 2-feniletanolasintéze apstajas, sasniedzot 1,70 g/L 2-PE koncentraciju. Tada 2-PE
koncentracija nav pilnigi toksiska DSM 70799 celmam. Sie rezultati apstiprina faktu, ka
inhib&josa ietekme uz rauga Stinam ir ari citiem metabolitiem, kas veidojas barotné. Miisu
gadijuma fermentacijas barotné tika konstatéta ar1 etanola klatbiitne. Ta ka barotn€ esosa 2-
feniletanola koncentracija nav toksiska raugam, tad, iesp&jams, kopa ar etanolu tika sasniegts
toksiskuma Itmenis, kas pilniba inhib&ja producg€joso stinu augSanu un 2-PE sintézi. P&c Stark
(2001) un Fabre et al. (1998)K. marxianus laboratorijas celms tiek pilnigi inhibéts pie 2 g/L
2-PE koncentracijas, bet S. cerevisiae raugam pilnigi toksisks ir 4g/L 2-PE. Feniletanola
koncentracija 2,6 g/L spgj pilnigi inhibét K. marxianus CBS 600 augSanu (0,89 g/L 2-PE
samazina ta augSanas atrumu par 20%) (Etschmann et al. 2003). Dazadiem celmiem jutiba
pret spirtiem ir atSkiriga, tapéc merkprodukta palielinaSanai ir nepiecieSams izmantot celmu,
kas spgj tolerét pec iesp€jas lielakas toksisko savienojumu koncentracijas.

Pastav dazadas metodes, kas lauj aizvakt nofermentacijas vides 2-feniletanolu un tada
veida palielinat produkta koncentraciju. Viena no metodém ir divfazu ekstraktiva fermentacija
ar ellas pievienosanu barotnei (Starket al. 2003). Sakuma, metodes izm&ginajumam, tika
veikta fermentacija 100 mL Erlenmeijera kolbas. Rezultats bija negativs, jo pievienojot ellu 2-
PE daudzums bija mazaks neka kontroles varianta. lesp&jams, ka ellas slanis virs barotnes
tdens fazes samazinaja skabekla piekluvi rauga Stinam un negativi ietekm€ja to augsanu,
tapéc ari ieguta 2-PE koncentracija bija mazaka neka kontrolei. Eksperiments tika atkartots,
izmantojot 300 mL kolbas. Lielaka tilpuma kolbam ir lielaks virsmas laukums, un kratot tas
fermentacijas laika, tiek palielinata aeracija un Stinas tiek nodroSinatas ar pietiekamu skabekla
daudzumu. Divfazu ekstraktivaja fermentacija, izmantojot 300 mL kolbas, tika iegiita lielaka
2-PE koncentracija (1,99 g/L), salidzinot ar kontroli. Rezultati pierada, ka divfazu ekstraktiva
fermentacija ir efektiva metode un to var izmantot 2-PE razoSana, bet, lai iegitu labaku
rezultatu, biitu ieteicams veikt fermentacijas fermentatora, lai noskaidrotu optimalo

maisiSanas un aeracijas reZimu. NepiecieSams arl mekle€t jaunus organiskos Skidinatajus,
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kurus izmantot ellas vieta, jo ellas atdaliSana no tdens fazes ir diezgan problematiska un
laikietilpiga.ArT iegtita 2-feniletanola ekstrah&Sana un attiriSana no ellas fazes ir sarezgita.Citu
pétnieku rezultati arT pierada to, ka, izmantojot divfazu ekstraktivo fermentaciju, var palielinat
2-PE iznakumu. Pieméram, Stark et al. (2002) pétijuma tika iegits, ka kultivgjot S.
cerevisiaeperiodiskaja kultiira, maksimalais 2-feniletanola daudzums ir 2,6 g/L, bet kultiv&jot
So raugu optimiz&taja periodiskaja kultira ar piebaroSanu, tieksasniegts lidz 3,8 g/L 2-PE.
Savukart divfazu ekstraktivaja fermentacija ar piebaroSanu, ka organisko fazi izmantojot

oleinskabi, §im pasam raugam 2-PE koncentracija palielinas Iidz 12,6 g/L (Starket al. 2002).
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SECINAJUMI

. ArKluyveromyces lactis DSM 70799 celmu tika sasniegta augstaka 2-feniletanola
koncentracija, salidzinot ar citiem (K. lactis DSM 4394, DBVPG 6829) pétijuma
izmantotajiem celmiem.

K. lactis DSM 70799 celmam producéta 2-PE koncentracija laktozes barotné ir par
19% lielaka neka glikozes barotné.

Laktozes un L-fenilalanina koncentracijas ietekmé 2-feniletanola iznakumu —
produkta maksimalais daudzums tiek sasniegts, ja laktozes koncentracija barotng ir
110 g/L,tacu optimala L-fenilalanina koncentracija netika noteikta.

K. lactis DSM 70799 augSanas atrums sak samazinaties sakot ar 2-feniletanola
koncentraciju 2,04 g/L; Siinu augSana pilniba tiek inhib&ta, pievienojot 4,08 g/L 2-
feniletanola.

. Divfazu ekstraktiva fermentacija ar K. lactis DSM 70799péc 48 h 2-feniletanola

daudzumsbija par 34,17% liclaks neka fermentacija bez ellas.
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