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KOPSAVILKUMS

Darba novértéta lignocelulozi saturosu piedevu (klavu lapas, dazadi apstradati kviesu
salmi) ietekme uz L. edodes 3565 micélija biomasas pieaugumu un ekstracelularas lakazes
aktivitati. Augstaka lakazes aktivitate (545.74+135.92 U/mL) un lielakais micélija biomasas
guvums (422.92+31.52 mg/100 mL) iegtts Skidras iesala ekstrakta barotnés ar hemicelulozi un
celulozi nesaturosu kviesu salmu piedevu (0.50%), inkubg&jot uz rotacijas kratitaja (140 rpm).
Inkubacijas laika noverots: 1) pakapenisks lakazes aktivitates piecaugums neatkarigi no piedevas;
2) vides pH samazinasanas. Maltas klavu lapas novertetas ka micé€lija blivumu un radialo augsanu
veicinosa piedeva neatkarigi no pamatbarotnes. Maltas briinalges novertétas ka barotni bagatinosa
piedeva agarizetas iesala ekstrakta barotn€s. Noverota kultivéSanas temperatiiras ietekme uz

lakazes aktivitati un micélija biomasas pieaugumu.
Darbs izstradats Latvijas Universitates Biologijas fakultates Mikrobiologijas un
biotehnologijas katedra Dr. biol., asoc. prof. Nataljas Matjuskovas un Dr. h. biol., prof. Indrika

Muiznieka vadiba.
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SUMMARY

Effect of lignocellulose additives (wheat straw, maple leaves) on extracellular laccase
activity and mycelium yield was evaluated. Highest laccase activity (545.74+135.92 U/mL) and
mycelium yield (422.92+31.52 mg/100 mL) was obtained in malt extract on rotatory shaker (140
rpm) cultures with wheat straw additive (0.50%) which did not contain hemicellulose and
cellulose. The following observations were made during the cultivation period: 1) laccase activity
gradually rises independently of additives; 2) pH of the medium decreases. Ground maple leaves
facilitated an increase in mycelium density and radial growth regardless of medium. Seaweed
showed to be medium enriching additive on solid malt extract medium. The influence of
temperature on laccase activity and mycelium yield was observed.

Master’s thesis was developed in University of Latvia, Faculty of Biology, Department of
Microbiology and Biotechnology in lead of Dr. biol., asoc. prof. Natalja Matjuskova and Dr. h.

biol., prof. Indrikis MuiZnieks.
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IEVADS

Lignocelulozes atlikumi ir diez gan plasi izplatiti. P&c to izcelsmes, tos iesp&jams iedalit
antropogénos atlikumos (pieméram, kokapstrades, lauksaimniecibas parpalikumi) un naturogénos
atlikumos (piemé&ram, nokritusas koku lapas).

Tikai dala So atlikumu tiek utilize€ta vai sadedzinata. Piem&ram, viens no kviesu salmu
atlikuma izmantoSanas veidiem ir celulozes un hemicelulozes izdaliSana bioetanola un furfurola
iegiisanai (Carrier et al. 2012). Lai arT sada kvieSu salmu izmantoSana ir sava veida atkritumu
parstrades veids, ta tik un ta nav bezatlikuma parstrade, jo utilizacijas paliekas atrodams griiti
degrad€jams organisks polime&rs — lignins.

Lignina degradaciju daba galvenokart veic baltas trupes sénes, tade] tas var izmantot
lignina biodegradésana ari biotehnologija. Lentinula edodes ir baltas trupes séne, kas ir sp&jiga
noardit koksni un selektivi degradét ligninu (Kuijk et al. 2016).

L. edodes (Berk.) Pegler, plasak pazistama ka Sitaké s€ne, ir baltas trupes séne, kas
lielakoties tiek kultivéta ka €dama un mediciniska séne. No tas mic€lija iesp&jams izdalit
polisaharidus ar imunomodulgjosam i1pasibam (He et al. 2012) un ta kultivéSanas laika iegit
ligninolitiskus enzimus (Elisashvili et al. 2015) biotehnologijai.

L. edodes izmantosana lignina atlikumu biodegradésana ir veids kada iegit ne tikai sénu
masu, no kuras potenciali izdalit bioaktivas vielas, bet iegiit ar1 tas producetos ligninu degradgjosos

enzimus, vienlaicigi samazinot lignina atlikumu.

Darba meérkis: Aprakstit L. edodes DSM3565 micélija augSanu uz lignocelulozes
substratiem.

Darba uzdevumi:

1. Salidzinat L. edodes micglija diametralo augSanu agariz&tas barotnés ar un bez
ligninu saturosSas piedevas.

2. Salidzinat ligninu saturo$u substratu un to koncentraciju ietekmi uz L. edodes
micélija biomasas pieaugumu un ligninolitisko enzimu aktivitati §kidras barotnés.

3. Salidzinat kultivéSanas rezima ietekmi uz L. edodes micélija biomasas pieaugumu

un ligninolitisko enzimu aktivitati Skidras barotnes.



1 LITERATURAS APSKATS

1.1 Lignoceluloze

Lignocelulozi veido augu $tnu sienu sastava esos$as hemiceluloze un celuloze ciesa
saistiba ar ligninu. Saja kompleksa lignins nodrosina $tinu sienam papildu mehanisko izturibu,
ksilémas $tinu tdens necaurlaidibu un aizsargbarjeru pret mikroorganismiem (Argyropoulos and
Menachem 1997 cit. péc. G. Ward et al. 2003).

Lignins ir komplekss organiskais polimers, kura struktiiras pamatelementi ir fenilpropana
atvasinajumi. Augu valsts ligntnu var iedaltt tris klas€s: kails€klu, segséklu un graudaugu. Tie
savstarp&ji atSkiras peéc fenilpropana veidiem jeb monolignoliem. Ir tris monolignolu veidi:
koniferils, sinapils, p-kumarils. Guaiacyl ligninu veido koniferil alkohola vienibas, tas parsvara
sastopams kailseéklu koksng&. Guaiacyl-syringyl lignins satur koniferil un sinapil spirta monomérus
un ir sastopams segséklu koksné. Graudaugu koksnes lignina sastava ir parsvara p-kumarila spirta
vienibas. Lignins ir heterogéns, amorfs, optiski neaktivs, stipri zarots, ar vismaz 12 dazadam aril-
gtera un oglekla-oglekla saitém. Sada struktiira ir griti degradgjama. Lielaka dala biologisku
makromolekulu ir lineari polimé@ri, piem&ram, celuloze, kuras vienibas ir sasaistitas ar biezi
atkartotam saitém, uz kuram arT ir versts degradacijas mehanisms $adiem savienojumiem. Lignina
polim@ra sarezgitiba padara to noturigu pret enzimatisku hidrolizi. Ta degradacijai ir jabut
oksidativai, nespecifiskai, nehidrolitiskai un ekstracelularai (Kuitunen et al. 2011; Mansouri and
Salvado 2006; Hatakka 1994; Higuchi 1990; Kirk and Farrell 1987). Lignina degradacijai ir licla
nozime oglekla aprité, jo lielaka dala atjaunojamo oglekla resursu ir lignina vai celulozes un
hemicelulozes veida, bet, nemot véra lignina biodegradacijas sarezgitibu, ari celulozes un
hemicelulozes biologiska pieejamiba ir zema (Arora 2003). Lignina molekulara struktiira nav
precizi defingjama, ta sastavs un struktiira ir atkariga no auga sugas, aug$anas apstakliem un
1zdaliSanas procesa (Mansouri and Salvado 2006). Tikai dazi organismi ir sp€jigi degradét ligninu,
visefektivak ta degradaciju veic s€nes: briinas trupes, baltas trupes un mikstas trupes sénes
(Goltapeh et al. 2013; Arora 2003).

1.1.1 Lignocelulozes atlikumi
Lignocelulozes atlikumus daba var iedalit divos veidos, atkariba no to izcelsmes —

antropog€nos un naturogénos. Antropogénie atlikumi ir parpalikumi no lauksaimniecibas,



kokapstrades un citas apstradajosas industrijas. Pie naturogéniem atkritumiem pieskaitami tadi
sezonalie lignocelulozi saturosie atlikumi ka nokritusas koku lapas un jiras izskalotas briinalges.

Klavu lapas ir organisks sezonals atlikums, kur$ lielakoties tiek uzskatits par izvedamu
atkritumu vai komposta sastavdalu. To sastava ir tadi makroelementi ka ogleklis, slapeklis, fosfors,
kalijs, kalcijs, magnijs, sérs un mikroelementi ka mangans, cinks, natrijs, dzelzs, hlors (Wilkaniec
et al. 2012, Modrzewska et al. 2016). Klavu lapu sastava ir ar celuloze, hemiceluloze, lignins
(Nunes et al. 2016, Jacob et al. 2010) un Gdent $kistosi fenola savienojumi (Nicolai 1988, Kuiters
and Sarink 1986). To bagatigais sastavs lauj izmantot tas ka barotni bagatinosu piedevu baltas
trupes sénu, pieméram, Pleurotus ostreatus (Maria-Florence and Balasundaran 2000) un L. edodes
(Okmane et al. 2017), kultivéSana.

Baltijas juras krastos pavasaros un rudenos tiek izskalotas lielakoties briinalges (Fucus
vesiculosus) un sartalges (Furcellaria lumbricalis). Tas tiek uzskatitas par sezonalo atkritumu.
Izskaloto algu aizvakSana no piekrastém ir vélama, jo pustosu algu uzkrasanas boja pludmales —
smiltis uzkrajusos organisko vielu d€| tas aizaug ar augstakajiem augiem. Alges satur slapekli,
tapec var biit noderigas ka méslojums lauksaimniecibas. Tas satur ar1 celulozi (Black 1950) un
dazas ari ligninu (Martone et al. 2009), kas padara tas par potencialu piedevu lignocelulozi vai
celulozi degradgjosu organismu kultivé$ana. Jarmalas krastos biezi sastopamo brinalgu F.
vesiculosus sastava lielakoties ir oglhidrati 45% — 70% un mineralvielas 15% — 30%, sastopami
ar1 proteini 5% — 8% un lipidi 1% — 4%. To sastava esosas organiskas vielas ir alginskabe,
fukoidani (sulfatéti polisaharidi), mannitols, celuloze. Tajas atrodamas ari daudzas mineralvielas
(K, Na, Ca, N, S, P, Mg) un mikroelementi (I, Fe, Mn, Zn, Cu, Ni).

KvieSu salmi ir viens no bagatigakajiem un l&takajiem labibas atlikumiem Eiropa. Ta
Kimiskais sastavs (0.5% slapeklis, 29%—42% a-celuloze, 26%-32% hemiceluloze, 16%—-23%
lignins, 1130-8230 ppm Ca, 3-6 ppm Cu, 21-175 ppm Fe, 9-128 ppm Mn, and 7-25 ppm Zn)
padara to izmantojamu lopbaribas, partikas, papira un bioetanola iegtisana (Salvachaa 2011).

KvieSu salmu kimiska un fizikala degradacija ir dargs un neefektivs process, tadel
biomasas delignifikacija pedgja laika tiek izstradatas alternativas metodes, kuras izmanto baltas
trupes sénes. Hatakka (1983) veiktajos pétijumos Pleurotus ostreatus 35 dienu inkubacijas perioda
konvertgja 35% kviesu salmu cukuros. Knezevic¢ et al. (2013) veiktajos eksperimentos Ganoderma
lucidum un Trametes versicolor spg&ja degradet 42% salmu 35 dienu inkubacija. Lignocelulozes

atkritumu priekSapstrade ar baltas trupes sénu ligninolitiskiem enzimiem ne tikai mazinatu lignina



parpalikumu atlikumos (delignifétu tos), bet ari palielinatu kop€jo celulozes iznakumu
lignocelulozes hidrolizé (Fang 2013; Siqueira et al. 2012).

Ik gadu tikai celulozes un papira industrija vien producg aptuveni 50-60 metriskas tonnas
lignina. ASV Energijas Departamenta (U.S. Department of Energy) 2005. gada zinojuma
apréekinats, ka 225 miljoni tonnu lignina (ENG: biorefinery lignin) varétu tikt sarazotas, iegtistot
biodegvielu no 750 miljoniem tonnu lignocelulozi saturosu izejvielu (Perlack and Wright 2005).
Tomér komerciali izmanto tikai divus procentus lignina, atlikuso dalu visbiezak sadedzina ka
kurinamo celulozes un papira rupnicas. Kilograms lignina ka kurinamais ir sesas reizes 1&taks neka
tad, ja to pielieto ka kimisku izejvielu (Macfarlane et al. 2009). Sobrid pieejamie lignina produkti
galvenokart ir zemas-vertibas lignosulfati (~ viens miljons tonnu) un kraft lignini (100 000 tonnu).
Varétu teikt, ka ligninu tirgus ir nonacis stagnacija, ta apgroziba ir USD 300 miljoni gada ar loti
nelielam fluktuacijam (United Nations 2012).

Jaunas metodes lignina SkelSanai un izmantoSanai ir nepiecieSamas, lai iegiitu augstakas
pievienotas vertibas produktus un lignins netiktu izmantots par kurinamo vien. Nemot véra ta griiti
degrad€jamo struktiiru, ir divi alternativi veidi, lai saskeltu So poliméru — biologisks un kimisks.
Biologiskas degradacijas prieksrociba ir sp&ja kontrolét procesu, izmantojot izvél&tus lignolitiskus
mikroorganismus un enzimus, tada veida izvairoties no nevélamu blakusproduktu izveidoSanas.
Daba efektivu un selektivu lignina biodegradaciju galvenokart veic baltas trupes sénes.

Biokatalitiskie procesi rada mazaku vides piesarnojumu neka lignina kimiska degradacija.



1.2 Koksni degradgjosas sénes

Daba saprotrofas s€nes ir nedzivu augu un dzivnieku atlieku degradétaji, tada veida
nodrosinot elementu aprites ciklus. Micélijsénes parsvara dominé koksnes un Kritalu degradacija,
bet atSkirigas dzivotnés domingjosi var biit citi organismi — tropiskas ekosisteémas tie ir termiti, bet
mitra vide tas ir baktérijas (Rayner and Boddy 1988 cit péc Arora 2003).

Micelijsénes ir nekustigas, substratu kolonizé€ hifu apikalas augSanas rezultata.
Baktérijam ir daudzveidigakas savienojumu degradacijas sistémas neka séném, tomér sénu
micélijs sp€ invadét un degradet cietu substratu. Micéelijs sp&j absorbét baribas vielas tiesa
kontakta ar virsmu un penetrét substratu, radot mehanisku spiedienu uz to un producgjot
ekstracelularus koksni degradgjosus enzimus. Micélijs ir sp&jigs neliela méra parvietot hifas uz
baribas vielam bagatakiem rajoniem (Arora. 2003). Daba koksnes un lignina degradaciju
galvenokart veic micglijsénes, kuras pieskaitamas pie briinas, baltas vai mikstas trupes séném.

Briinas trupes sénes parsvara ir bazidijsénes (Basidiomycota), tas degradé Stnu sienu
oglhidratus un modific€ ligninu, demetil&jot to. Briinas trupes sénes aug galvenokart Stinas lumena,
blakus sekundarajai sieninai un izraisa visparigu, izkaisitu puvi. Sis sénes galvenokart kolonize
skujkokus (Zabel and Morrell 1992; Eriksson et al. 1990).

Mikstas trupes sénes taksonomiski klasificE askusénés (Ascomycota) un nepilnigi
pazistamas jeb anamorfas sénés (Deuteromycota). Tas ir aktivas pie paaugstinata mitruma, kas ir
nepiemérots baltas vai brinas trupes séném. Tas ir relativi nespecializétas celulolitiskas ginSu
Chaetomium, Ceratocystis, Philadophora u.c. sénes, kas degradé celulozi un hemicelulozi un
modifice ligninu. Tas penetré Stinu sekundaro sienu, radot cilindriskus caurumus, kuros var ieaugt
hifas. Puve sastopama tikai tajas auga vietas, kuram ir tieSs kontakts ar mic€liju (Blanchette 1995;
Zabel and Morrell 1992).

1.2.1 Baltas trupes sénes

Baltas trupes sénes ir taksonomiski heterogéna augstako sénu grupa, kuram raksturiga
sp&ja depolimeriz&t un mineralizét ligninu ar to producéto ekstracellularo ligninolitisko enzimu
palidzibu. Lignina degradacija tiek intensivi pétita galvenokart saistiba ar papira razoSanu, augsnes
attiriSanu un biodegvielas iegtiSanu no lignocelulozes (Siqueira et al. 2012; Valentin et al. 2009;
Winquist et al. 2009; Messner and Srebotnik 1994). Lignina degradacijas molekulara biologija un
enzimologija parsvara pétita izmantojot baltas trupes séni Phanerochaete chrysosporium (Sen et

al. 2012; Kirk and Tien 1984), tomér ligninolitiskie enzimi tiek izdaliti arT no citam baltas trupes

10



séném, to skaita Lentinus gints sugam, pieméram, L. polychrous (Phetsom et al. 2009 cit. péc
Fernandez-Fernandez 2013; Morozova et al. 2007; Messner and Srebotnik 1994).

Baltas trupes sénes ir vienigie zinamie organismi, kas pilniba sp&j degradet ligninu lidz
oglskabajai gazei (CO2) un tidenim (H20). Tomér tiek uzskatits, ka lignins nevar tikt degradéts ka
vienigais oglekla un energijas avots. Lignina degradacija lauj séném pieklat celulozei un
hemicelulozei, kas kalpo ka oglekla un energijas galvenais avots (Leisola et al. 2012). Lielaka dala
baltas trupes sénu specifiski degradé segseklu koksni, mazaka dala sp&j degradét gan segseklus,
gan kails€klus (Pleurotus stipticus, Pleurotus ostreatus, Ganoderma applanatum, Gloeoporus
adustus, Grifola sulphurea), bet atseviskas sugas ekskluzivi degradg tikai kailséklus (Leptoporus
borealis, Phellinus pini, Stereum sanguinolentum) (Rypacek 1977).

P&c delignifikacijas veida izskir sugas, kuras selektivi degrad€ ligninu un sugas, kuras
ligninu degradé neselektivi. Selektivi degradéjosas sugas saskel koksnes ligninu, atstajot koksné
baltus, atsegtas celulozes fragmentus. Neselektivi degrad€josas sugas vienlaicigi degradé gan
ligninu, gan celulozi. Ir sugas, kuras sp&j izmantot abus delignifikacijas veidus (Blanchette 1995).

Baltas trupes sénes kolonizé $iinas lumenu un izraisa $iinas sienu eroziju. Degradacija
parasti ir lokalizeta Stinas, kuras skar hifas. Erozija progres€, kad vienlaicigi tiek degrad@ts gan
lignins, gan celulozes, ta rezultata koksné rodas dobumi pilditi ar micéliju. Lignina degradaciju
pétot ar elektronmikroskopu ir atklats, ka lignins tiek degrad&ts ekstracelulari (Blanchette 2000 cit
pec Arora 2003; Blanchette et al. 1987 cit. pec Arora 2003).

Lignina kompleksa uzbiive apgriitina ligninolizes pétiSanu, bet 1idz ar jaunu lignina
struktiru atklasanu (Morreel et al. 2010) izskan viedokli par lignina randomizétibu un ta
specifiskas struktiiras neesamibu (Leisola et al. 2012).

Lidz $im izmantotie diméru modeli, kuros atspogulotas principialas lignina struktiiras, ir
bijuSi noderigi baltas trupes sénu ligninolitiskas sisteémas raksturoSana. Tomeér Siem
savienojumiem ir mazaks molekularais svars neka dabiskajam ligninam un tie ir intracelulari
vieglak metaboliz&jami. Nemot véra, ka dabiskais lignins nav tik viegli metaboliz€jams, ir griiti
pateikt, cik preciza ir eksperimentos noveérota ligninolitiska aktivitate. Ideala gadijuma lignina
modeliem jabiit makromolekulariem, bet ar vienkarSaku struktiiru neka dabiskajam lignina

poliméram (Leisola et al. 2012; Kawai et al. 1995 cit. péc Arora 2003).
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1.2.1.1 Ligninolitiska sistema

Sénes degrad€ ligninu, izdalot enzimus, kurus déveé par ligninazém. Tas var tikt iedalitas
fenola oksidazes (lakazes) un héma peroksidazes (lignina peroksidazes, mangana peroksidazes,
citas nespecifiskas peroksidazes). Lakazes izmanto skabekli par elektronu akceptoru, bet
peroksidazes izmanto tidenraza peroksidu (H202) par ko-substratu (ENG: co-substrate). Baltas
trupes s€nes sekreté vienu vai vairakus no ligninu modific§joSiem enzimiem.

Lignina peroksidazes (LiP) ir hému saturosi glikoproteini, kuri kataliz€ nefenolisku
lignina savienojumu (piem., diarilpropans) un daudzu fenola savienojumu (piem., gvajakols)
H20:z-atkarigu oksidativu depolimerizaciju. LiP oksidé substratu vairaku solu elektronu parnesé
veidojot brivos radikalus, pieméram, fenoksi radikalus un veratril alkohola radikalu katjonus. LiP
ir augsts redoks potencials, tapec tai nav nepiecieSams mediators, lai oksidetu nefenoliskus
aromatiskus savienojumus (Wong 2009; Wang et al. 2008).

Mangana peroskidazes (MnP) ir ekstracelulari glikoproteini, kuri tiek sekretéti vairakas
izoformas. Tas satur vienu héma molekulu (dzelzs protoporfirins I1X). Mangana peroksidaze
kataliz€ no tidenraza peroksidazes atkarigu Mn(II) oksidaciju par Mn(IlI), kur§ pec oksidacijas
tiek atbrivots no enzima virsmas kopa ar oksalatu vai citiem helatoriem. Helatéts Mn(III)
komplekss kalpo ka reaktivs zema molekulara svara red-oks mediators uz fenoliskiem substratiem
(Wong 2009; Wesenberg et al. 2003; Asgher et al. 2008).

Nespecifiskas peroksidazes ir glikoproteini ar hibrida Tpasibam — tas ir sp€jigas oksidet
ar1 citu bazidijsénu peroksidazu substratus. Tas sp€j oksidét MnP substratu un LiP substratu,
attiecigi Mn(II) un veratrilspirtu. Nespecifiskas peroksidazes okside ari fenolus un citus
aromatiskos savienojumus (Wesenberg et al. 2003; Asgher et al. 2008; Ruiz-Duenas et al. 2009).

1.2.1.1.1 Lakazes

Lakazes (benzéndiolu skabekla oksidoreduktazes, EC 1.10.3.2) ir varu saturosi
glikoproteinu monomeéri vai polimeri, kas atrodami augstakajos augos, sén€s un mikroorganismos.

Lielaka dala sénu producéto lakazu ir monomeéri, dimeéri vai tetraméri. Monomérisko
lakazu molekulmasa parasti ir 60 — 110kDa ar glikozilésanas pakapi no 10% lidz 50% (Christopher
et al. 2014).

Lielaka dala baltas trupes sénu producé vairak par vienu lakazes izozimu, kuri vari€ péc
glikozilacijas pakapes, aminoskabju sekvences, molekulmasas, izoelektriska punkta (pl) un

substrata specifiskuma (Mansur et al. 2003).
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Tas sp€j oksidet fenolus un citus substratus, vienlaikus reducgjot skabekli par tideni caur
radikalu-katalizetu reakcijas mehanismu. Lakazes ir iesaistitas gan lignina biosint€zg, gan ta
degradacija. Tam ir loma pigmenta veidosana s€nu sporas, sénu virulences faktoros un dzelzs
metabolisma augos.

Lielaka dala lakazu aktivaja centra satur Cetrus vara jonus, kuri nodrosina elektrona
parnesi no fenola savienojumiem un reducé skabekli par Gideni. Sie vara joni tiek iedaliti tris
grupas péc to magnétiskajam un spektroskopiskajam 1pasibam (Messerschmidt and Huber 1990).
Visi Cetri vara joni lakazes dabiskaja forma ir pilniba oksidéti (Cu®"), kas ir iemesls tam, kap&c
lakaze sp& dekarboksilét, demetilét un demetoksilét fenolskabes un metoksifenolskabes
(d’Acunzo et al. 2002), kas savukart ir nozimigs solis lignina degradacijas uzsakSana. Kad
substratu oksidg lakaze, tas zaud€ vienu elektronu un visbiezak izveido brivu radikali, kurs var tikt
paklauts talakai oksidacijai vai neenzimatiskam reakcijam, piem&ram, hidracijai un polimerizacijai

(Shraddha et al. 2011).

=i
XY
| |
: C-C-0 ¢
H H
H4C0 BB HLCo
R =H, OCH;
¥ =H, OH, OAr
¥ = H, CH,0H

1. att€ls. Lignina struktira (Hustad et al. 1996).

Lignina degradacija ar fenoksi radikaliem noved pie alfa-oglekla saites $kel$anas vai
saites $kel3anas, kas ir starp alfa un beta oglekla atomu (1. att.). Sada oksidacija veidojas brivais
radikalis, kam centra ir skabeklis, kuru var parveidot par kvinonu otra enzimu kataliz&ta reakcija.
Kvinonu un brivos radikalus var polimerizet (Thurston 1994).

Lakazes katalizétas reakcijas var ari pievienot mediatorus nefenolu savienojumiem.
Mediatori ir zemas molekulmasas organiski savienojumi, kurus sp&j oksidét lakaze. Aktivie
katjona radikali oksidé nefenola savienojumus, ko lakaze viena nesp&tu oksidét (Brijwani et al.
2010). Visbiezak izmantotie sintStiskie mediatori ir 1-hidroksibenzotriazols (HOBT), N-
hidroksiftalimids (NHPI), 2,2-azino-bis-(3-etilbenztiazolina-6-sulfonats, ABTS) un 3
hidroksiantranilskabe. ABTS klatbiitné lakaze skabekli izmanto straujak neka HOBT klatbiitné
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(Shraddha et al. 2011). ABTS ir atzits par labako substratu lakazes aktivitates noteikSanai (Ward
etal. 2013).
1.3 Micelijsenu kultiveSana

Micélijsénu audzeSanas Skidrajas barotn&s mérkis ir ne tikai biomasas iegtiSana (Hatakka
and Pirhonen 1985), bet ar1 daudzu ekonomiski un sociali nozimigu metabolitu, piem&ram,
antibiotiku penicilina un cefalosporina, ka arf citronskabes producésana (Gadd 1999 cit. péc Gibbs
et al. 2000; Elander and Lowe 1992 cit. péc Gibbs et al. 2000).

Hifu morfologiju veido gan lineari fragmenti, gan kompleksas, siki zarotas struktiiras.
Atkariba no kultivésanas apstakliem mic€lija agregatu virsmas struktira, blivums un lielums var
variét vienas sugas ietvaros (Metz and Kossen, 1977 cit. p&c Gibbs et al. 2000; Cox et al. 1998 cit.
péc Gibbs et al. 2000).

Audzgjot micéliju viskozas, neviendabigas barotnés, var veidoties baribas vielu gradients,
kura var veidoties skabekla (O2) nepietickamibas apstakli. Aerobi audzgjot sénes, liela nozime ir
skabekla piekltSanai hifu Sinam. Vienmérigu skabekla izkliedi barotné panak veicot barotnu
aeraciju. Gibbs et al. (2000) apskata raksta noradits, ka skabekla trikums, audzgjot aerobas sénes,
var samazinat vai pilniba inhib&t to metabolitu produkciju. Ta, pieméram, samazinot skabekla
parcialo spiedienu (pO2) zem 30%, penicilina produkcija strauji kritas, ta tiek inhib&ta zem 10%
skabekla piesatinajuma. Lidzigi ir ar ar cefalosporina sintézi Cephalosporium acremonium un
Aspergillus niger veikto citronskabes produkciju, kur ir nepiecieSams attiecigi vismaz 20% un
30% skabekla piesatinajums barotné. Jaatzime, ka ir metaboliti, kuru produkcijai vélams zems pO2
limenis, piem&ram, P. chrysosporium, S. glucanicum, S. commune, A. pullulans un A. persicinum
producétie eksopolisaharidi.

Ja pH tiek kontroléts ar skabes/sarma ievadiSanu, reagenta pievienoSana barotnés javeic
nelielas devas un janodroSina samaisiSanas, nehomogéna vide un baribas vielu triikums palielina
stresa [imeni §Ginam un var izraisit celma degeneraciju un/vai mutacijas (Humphrey, A. 1998.).

Objektivai hifu morfologijas raksturoSanai nepiecieSami precizi hifu garumu un zarojumu
biezuma mérfjumi. Micélija agregatu (ENG: clumps) mérisanai $kidras barotnés parsvara tiek
izmantota So mic€liju fotouznémumu analize. Tiek analizéts divdimensionals attéls, kura redzams
trisdimensionalais agregats. Tiek mériti perimetri un radiusi, novérota forma, virsmas struktiira un

blivums (Cox et al., 1998; Tucker et al., 1992).
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Micélija morfologiju ietekm&é mic€lija agregatu savstarp&ja mijiedarbiba. Agregatu
morfologija ietekm¢ ar barotnes reologiju (barotnes fizikalas ipasibas), ta padara to viskozaku,
tadejadi apgritinot baribas vielu piekluvi Stinam (Metz et al. 1979). Lodveida agregatu
izveidosanas (pelletizacija, ENG: pelletization) process pagaidam nav detaliz&ti raksturots, bet
viens no So agregatu izveides iemesliem ir hifu mazako agregatu aglomeracija. Pelletizaciju
ietekmgjoSie faktori biezi ir celma specifiski, tomér ir ievérota kultivéSanas apstaklu ietekme
(Gibbs et al. 2000).

Dazu sénu audzesana lodveida agregatos samazina to producéto metabolitu daudzumu.
Tas, iesp€jams, ir radusas baribas vielu gradienta ietekme: lai arT barotne tiek labi aeréta un ir
baribas vielam bagata, Siinam lodveida agregatu iekSpus€ biis traucéts transports. BieZi vien, blivu
lodveida agregatu centrs ir tukss, jo notikusi hifu autolize. Pétjjumi ar P. chrysogenum radija, ka
blivi micéliju agregati ar diametru mazaku par 400um, sastavéja tikai no metaboliski aktivam
Stinam (Schiigerl et al. 1983).

1.3.1 L. edodes

Lentinula edodes (Berk.) Pegler plasak pazistama ka Sitake séne (Shiitake), zeltita ozolu
séne (Golden Oak Mushroom), melna meza séne (Black Forest Mushroom), melna séne (Black
mushroom), Kinas séne (Chinese mushroom) ir édama baltas trupes séne, kas pieder bazidijsénu
nodalijumam Basidiomycota, himénijsénu klasei Hymenomycetes, ptikainu rindai Triholomatales
un pikainu dzimtai Tricholomataceae (Pegler 1975).

L. edodes daba sastopama Austrumazija, Dienvidaustrumazija, tas aug$anai nepiecieSams
silts, mitrs klimats (Matjuskova un Raipulis 1999). To galvenokart kultivé ka €édamu séni, bet tas
imunitati stimul&joso Tpasibu del to pielieto ari tradicionalaja kinieSu medicina (Kang 2013).

Sitaké ka visam himénijséném attistibas cikla uz auglkermena himenoforiem veidojas
himénijs. Jaunam L. edodes séném to zem cepurites sedz plivurs, kurs plist, kad bazidijsporas ir
nobriedusas (Bisen et al 2010; Matjuskova un Raipulis 1999). L. edodes sporas (bazidijsporas) ir
haploidalas vienkodola sporas, kuru veidojosais organs ir bazidija. Bazidijas veidojas, palielinoties
hifu galu Stinam.

Nobriedusas Sitaké sénes sporas to plana apvalka del iet boja saules gaisma. Ja spora
nokluvusi uz atbilstoSa substrata, ta digst, veido hifas. Hifu masa palielinas un veido pirméjo

micéliju. Sitake sénes auglkermena izveidei nepieciesama divu pret&ju dzimumtipu sporu veidotu
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hifu sapliiSana jeb otrgja micélija rasanas. Pirméjais micélijs ir haploidals (monokarions), tadel
pats auglkermenis to nesp€j veidot (Bisen et al. 2010; MatjuSkova un Raipulis 1999).

L. edodes sava dzives cikla visilgak atrodas otréja micélija forma, icaugot koksng, lai
uznemtu un uzkratu baribas vielas auglkermena izveidei.

Auglkermenis veidojas tad, kad uzkrats pietiekami daudz baribas vielu. Auglkermena
attistiba aizsakas ar mazu mezglu (primordiju) izveidi uz mic€lija virsmas. Labos augSanas
apstaklos no primordijiem izveidojas auglkermeni (Przybylowiez and Donoghue 1990).

Sitaké sénes satur B grupas vitaminus (niacins, riboflavins, tiamins, B-6, folats), holinu,
vitaminu D2, vitaminu C, taukskabes (piesatinatas, mononepiesatinatas, polinepiesatinatas),
mineralus (daudz kalija, fosfora, magnija) un neaizvietojamas aminoskabes (U.S. Department of
Agriculture 2014, Aminuddin et al. 2013). Tas polisaharidiem piemit imunitati modulgjosas
ipasibas (He et al. 2012). Aktivakais no Sitaké s€ném izdalitais polisaharids ar imunostimul&josu
iedarbibu ir lentinans (Taguchi et al. 1985). Lentinanus un citus polisaharidus ar lielu molekularo
svaru iegiust no micélija ar karsta idens (90°C — 95°C) ekstrakciju (Miles and Chang 1997).
Ekstraktus iegtlist no svaigiem vai zavétiem auglkermeniem (Sasidharan et al. 2010), izmantojot
karsta (HWE, ENG: hot water extraction) vai auksta tidens metodi (CWE, cold water extraction).
Metodes CWE modifikacija ir PWE (pressure water extraction), kas ietver polisaharidu izdaliSanu
pie 2.5-25.3 MPa tdens spiediena (Lo et al. 2007). Sausa micglija ekstraktiem tiek piedévétas ari
hepatoprotektivas TpaSibas (Sasidharan et al. 2010). L. edodes micglijs tiek kultivéts ari ka cinka
avots uztura bagatinatajos (Turlo et al. 2007).

Baltas trupes sénes ir spgjigas noardit lignocelulozes sastava esoSo ligninu, tapec to
kultivé$anai ir nozime ari biotehnologija, lauksaimniecibas atkritumu apstradé un organiska
piesarnojuma parstrade, pieméram, aromatisko oglidenrazu degradacija (Gasecka et al. 2012;
Petre et al. 2012). Lignina noardiSanai L. edodes izmanto divas ligninazes — mangana peroksidazi
un lakazi (Forester et al. 1990 cit pec Ward et al. 2003).

1311 L. edodes kultivésana

Sénes kultivesanai tradicionali ka substrats tiek izmantoti koka balki, bet misdienas
biotehnologija par substratu izmanto ari koksnes parstradé radusos atkritumproduktus, piem&ram,
skaidas, skaidu un kliju maisijumus, un $kidru barotni (Raaska 1993).

Audzgjot sénes skidra barotng, iespgjams papildus iegit to izdalitas biologiski aktivas

vielas, piem&ram, polisaharidus un lignocelulozi noardosus enzimus (Raaska 1993).
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Ir zinami m&ginajumi palielinat auglkermenu masu, apstradajot miceliju ar 50 — 100 kV
stipru stravu, kas rezultgjas ar vairak ka divas reizes lielaku masas iznakumu (Takaki et al. 2014).

Séném atkariba no sugas un kultivéSanas apstakliem ir potencials producét lielus
daudzumus proteinu. Se€nes labi pacie§ zemu pH, mazu tdens aktivitati un augstu osmotisko
spiedienu barotn€. Lai ar1 pH ietekme uz mic€lija augSanu ir atkariga no izmantota organisma,
optimali apstakli ir pie pH 4 — 7. Sénu ieglisanai vispopularaka metode ir kultivé$ana uz cietam
barotném, uz kuram auglkermenu izveidei nepiecieSami vairaki ménesi (Philippoussis et al. 2011).

Bioaktivu vielu izdaliSanai sénes parasti audzg $kidras barotn€s kolbas ar vates-marles
aizbazniem, temperatiira no +20°C lidz +25°C gan kratitaja, gan bez papildu aeracijas. L. edodes
micélija diski tiek inokuléti dazada sastava barotnés, visbiezak ta ir kartupelu-glikozes buljons
(potato dextrose broth) vai iesala ekstrakta barotnes (Aminuddin et al. 2013).

Ir nov@rota Stinu metaboliskas aktivitates samazinasanas un augsanas inhibicija pie zema
pH. Augsta pH ietekmé noveérots zems biomasas iznakums, Kas péc Aminuddin et al. 2013 domam
var€tu bt saistits ar augsta pH izraisitam klime&m Stinu metaboliskaja regulacija un $iinu navi.

Baltas trupes sénu lakazu producésana pieder pie sekundara metabolisma, ta notiek
stacionaras augSanas fazes otraja pus€ un biezi ir saistita ar slapekla trikumu barotné (Leatham
and Kirk 1982). Tomér L. edodes ir iznémums, kas producé lakazi ari pie augstam slapekla
koncentracijam (Buswell et al. 1995, Leatham and Kirk 1982). Aminuddin et al. veiktajos
eksperimentos 2007. un 2013. gada ve€rojama +25°C temperatiiras veicino$a ietekme uz

neaizvietojamo aminoskabju produkciju dazadas barotnés.
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2 MATERIALI UN METODES

2.1 Vielas un reagenti, trauki, piederumi, iekartas
L. edodes DSM 3565

Darba izmantotais celms sanemts no Vacu Mikroorganismu un $tinu kulttru kolekcijas

(DSMZ) un tiek glabats LU Mikrobiologijas un biotehnologijas katedra (Dr. biol., asoc. prof.

N. Matjuskova).

Eksperimentos izmantotas iesala ekstrakta (ME, MEB, ¥2 MEB) un sintétiskas (S) barotnes.
1. Tabula

Barotnes, vielas un reagenti
Table 1

Mediums, solutions and reagents

Barotnes, vielas, reagenti

Malt extract LAB M, Lielbritanija
Malt extract broth Biolife, Italija

KH2PO4 Dazadi razotaji,
K2HPO4*3H20 AttiriSanas pakape > 99%
MgSO4*7H.0

NHsNO3

Bacteriological agar HS

Conda Pronadisa, Spanija

Lignin, kraft

Sigma-Aldrich Chemistry, ASV

2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulphonic acid) jeb ABTS (C18H18N1OgSa)

Sigma-Aldrich, Kanada

Dejonizéets tidens

(Ultra pure, MiliPore)

Laccase, Trametes versicolor

Sigma-Aldrich, Kanada

0.1M Na-acetata buferis, pH 5.0:
Natrija acetats

Ledus etikskabe

10 N NaOH

Razotajs: Sigma-Aldrich Chemistry, ASV.
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lesala ekstrakta barotnes

Malt extract broth (MEB)

Malt Extract Broth 20 g izSkidina 0.5 L
destiléta fidens, uzpilda ar destilétu Gideni lidz
1L atzimei. Razotaja noteiktais pH 4.7+0.2.
Autoklave 20 minttes, 1 atm (121°C).

Barotnu modifikacijas:

Agarizéta MEB

Malt Extract Broth 20 g un bacteriological agar
20 g iz8kidina 0.5 L destiléta tidens, uzpilda ar
tdeni lidz 1L atzimei. Razotaja noteiktais pH

4.7+0.2. Autoklave 20 miniites, 1 atm (121°C).

Y2 MEB:

Malt Extract Broth 10 g izSkidina 0.5 L
destiléta tidens, uzpilda ar destilétu tideni Iidz
1L atzimei. Razotaja noteiktais pH 4.7+0.2.
Autoklaveé 20 miniites, 1 atm (121°C).

%> MEB ar ligninu saturoSu piedevu.
Ligninu saturoSo piedevu nepiecieSamaja
daudzuma (skat. 1. tabula) ieber kolbas,
pievieno 75 mL S$kidras 2 MEB barotnes.
aizbazni.

Kolbas aizver ar vates-marles

Barotnes autoklavé 20 miniites, 1 atm (121°C).

Barotnes nosaukums, veids : Piedevas nosaukums,
daudzums (g/100mL)
Y2 MEB+Ic, skidra :

Y2 MEB+LC, skidra :
Y2 MEB+KL, $kidra :

Ic, 0.25; 0.50; 1.33; 2.50
LC, 0.25; 0.50; 1.33; 2.50
KL, 0.05; 0.25; 0.50; 2.50

Agarizeta 2 MEB:

Malt Extract Broth 10 g un bacteriological agar
20 giz8kidina 0.5 L destiléta tdens, uzpilda ar
destiletu tdeni lidz 1L atzimei. RaZotaja
noteiktais pH 4.7+0.2. Autoklavé 20 miniites,
1 atm (121°C). Atdzes€tu barotni izlej petri
platés (20 mL).

Agarizéta > MEB ar piedevu.
Divreiz skalotu, sausu lignocelulozes
materialu nosver, sadala pa stobriniem

(50mL) daudzumos, kas paredz€ti vienai petr1

Barotnes nosaukums, veids : Piedevas
nosaukums, daudzums (g/100mL)

¥» MEB+Ic, agarizéta : Ic, 2.50

Y2 MEB+LC, agarizéta: LC, 2.50
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platei. Autoklave 40 miniites, 1 atm (121°C).
Stobrina ar sterilo lignocelulozi, ielej
atdzes€tu 2 MEB barotni [idz 20 mL atzimei.

Sterili samaisa, izlej.

72 MEB+acer, agarizéta: klavu lapas, 2.50
%> MEB+fucus, agarizéta : brunalges, 2.50

Agarizeéta Malt Extract barotne (ME)

Malt extract 30 g un bacteriological agar 20 g
iz8kidina 0.5L destiléta tGdens , uzpilda ar
destilétu tdeni lidz 1 L atzimei. Autoklave 20
minttes, 1 atm (121°C).

Sintetiskas barotnes

Sintétiska barotne (S)

KH.PO4 08 g,
MgSO4*7H20 0.5,

K2HPO4*3H20 0.2g,
NH4NO3

o vy =1

2.0 un

destiléta tidens, uzpilda ar destilétu tideni Iidz
1 L atzimei. Autoklavé 20 minttes, 1 atm

(121°C).

Barotnes modifikacijas

S ar piedevu. Divreiz skalotu, sausu
lignocelulozes materialu nosver, sadala pa
stobriniem (50mL) daudzumos, kas paredzeti
vienai petri platei. Autoklavé 40 minates, 1
atm (121°C). Stobrina ar sterilo lignocelulozi,
ielej atdzese€tu S barotni lidz 20 mL atzimei.

Sterili samaisa, veikli izlej.

Barotnes nosaukums, veids Piedevas
nosaukums, daudzums (g/100mL)

agarizéta: Ic, 0.25; 0.50; 2.50

S+LC, agarizeta: LC, 0.25; 0.50; 2.50

S+KL, agarizeta: KL, 0.25; 0.50; 2.50

S+acer, agarizeta: klavu lapas, 2.50

S+lc,

S+fucus, agarizéta: brunalges, 2.50

Barotnu piedevas

Darba izmantotas barotnu piedevas:

» Dazadi apstradati kvieSu salmi, kas sanemti no LU Mikrobiologijas un biotehnologijas

institita (M.Sc. Linda Rozenfelde): LC — hemicelulozi nesaturosi salmi; lc— hemicelulozi

un celulozi nesaturosi salmi.

= Acer platanoides nokritusas lapas. Ievaktas Riga, Latvija. Pirms lictoSanas divas reizes

skalotas krana tident, zavetas 48h +43°C, samaltas Iidz dalinu izm&ram <2mm.
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Fucus vesicolosus alges. Ievaktas Jirmala, Latvija. Pirms lietosanas divas reizes skalotas

krana tident, zavetas 48h +43°C, samaltas Iidz dalinu izm&ram <2mm.

SDS-PAGE

2. tabula

Vielas un reagenti SDS — Poliakrilamida Géla Elektroforézei
Table 2
Solutions used in SDS-PAGE

= A buferis * 5 % koncentréjosais géls (4 mL)
- 25.0 mM trisCl pH 8.0 - dH20
- 50.0 mM NaCl - 30.0 % Akrilamida maisTjums
- 1.0mMEDTA - 1.0M Tris (pH 6.8)

* Tris-Glicina buferis - 0.1% SDS
- 27.5mM Tris - 10.0 % APS
- 213.0 mM glicins - TEMED

- 0.1%SDS

10 % sadalosais géls (15 mL)

= 2x lizéjoSais maisijums

dH20

- dH20

30.0 % Akrilamida maisijums

- 1.0MTris-Cl pH 6.8

1.5 M Tris pH 8.8

- 10.0% SDS - 0.1% SDS
- Glicerols - 10.0% APS
- 2-merkaptoetanols - TEMED

- bromfenolzila krasa

= dH20 (Ultra pure)

Sudrabkrasa (Pierce® Silver Stain Kit)

=  10% etanols

10% etikskabe

= 30% etanols

5% etikskabe

NaCl no razotaja Biolife, atlikuso reagentu razotajs — Carl ROTH, Vacija

96% Etanols (C2Hs0)
6.0 M HCI
N,N'-methylbisacrylamide, Carl ROTH
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3. tabula

Trauki, piederumi un iekartas
Table 3

Glassware, metalware, plasticware, and laboratory appliences

Trauki

Piederumi

TIekartas

Cimdi, Nitril, MaiMed

Autoklavgjamas gumijas

Autoklavs

Kivetes 1.5mL,
Sarstedt, Vacija

Automatiskas pipetes (1-5mL;
20-200 pL; 100-1000 pL; 10-
100 pL; 1-10 pL)

BIO-RAD Mini-PROTEAN tetra cell

Kolbas, 150 mL

Cilindrs, d=0.8cm

BIO-RAD POWER-PAC 300

Meércilindri, 250 mL,
1000 mL

Filtrpapirs, FILTRAK, 89,

medium wide pores, Vacija

Centrifugas: 5417R Eppendorf, 5810R
Eppendorf,

PetrT plates, d=8.0cm,
Starstedt, Vacija

Mikrobiologiska adata

Magnétiskais maisitajs IKA-
COMBIMAG REO, Janke&Kunkel,
IKA-Works, Vacija

Plastmasas stobrini,

15mL, 50mL, Sarstedt

Milimetru papirs

Stikla plates,
d=9.0cm, Sarstedt

Pergamenta papirs

Velkmes skapis

Pipesu uzgali (1-5mL; 100-
1000 pL; 10-100 pL; 1-10 pL)

Kratitajs, Mk x incubator shaker, Lh

Fermentation un kratitajs Heraeus

Laminaras pliismas bokss, Telstar, Bio-

Piltuves siets
I-A/M
Varglazes Skalpelis Liofilizators, Alpha 1-4 LD plus, CHrist
Spirta lampina pH metrs, AD1410, Adrona

Stikla niijinas

Spektrofotometrs

Vates-marles aizbazni

Svari, BOECO, Vacija, d=0.001g

Serologiskas pipetes (1-5mL),
Sarstedt

UV bokss, UVT-S DNA/RNA UV-

cleaner, Biosan

PipetéSanas paligs

Udens vanna, Grant Instruments Ltd
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2.2 Metodes

Eksperimentiem izdaliti vairak neka 378 micélija diski. MicElija fragmenti nemti no
agarizétam barotném ar augosu L.edodes 3565 mic¢liju vecuma no 10 lidz 13 dienam.

Micelijs sterili izdalits UV boksa, aptuveni 10 cm attaluma no degoSas spirta lampinas, ar sterilu
metala cilindru caurdurot barotni un ar sterilu skalpeli rapigi iznemot izveidojuSos micélija-
barotnes diskus (turpmak “micélija disks”).

2.2.1 Micelija kultiveSana uz agarizétam barotném

Veikti 5 eksperimenti +22°C. Katrs eksperimenta ilgums bija 14 dienas.

Izdalot micglija diskus, nepielauj skalpela mehanisku iedarbibu uz micéliju, lai nodrosinatu
vienmérigu micélija radialo picaugumu. Micglija disku sterili novieto barotnes centra. Micélija
hifas aug radiali, tap&c pavairojot to uz jaunam barotném, visas cilindra caurdures vietas veic
vienada attaluma no micélija centra un barotnes malam.

2.2.1.1 Diametra noteik$ana

Micéliju diametru mériSanu veic izmantojot milimetru papiru, nenonemot petri plates
vacinu un skatienu vérSot perpendikulari pret micélija centru.

Veiktajiem mérijjumiem aprékina vid€jo aritmétisko un standartnovirzi (SD).

2.2.1.2 Lakazes kvalitativa noteikSana

Lakazes kvalitativu noteikSanu (ENG: screening) veic agariz&tas barotnés, uz kuram 14
dienas kultivéts mic€lijs (modifikacija metodei Srinivasan et al. 1995). Barotnei nonem micéliju
un zona, kura micélijs bija sasniedzis maksimalo diametru, ar cilindra palidzibu veic caurduri.
Agarizgtas barotnes disku ievieto mikroplaté un tam uznes 10uL ABTS (11 mg/mL). Rezultatus
nolasa péc 5 min., 10 min., 15. min inkubacijas.

2.2.2 Micélija kultivesana Skidrajas barotnés

Veikti 7 eksperimenti 23.1°C - 26.5°C, kuru ilgums 28 dienas, kultivéSanas reZimi:
stacionari un uz kratitaja pie 140 rpm.

Barotnés (75 mL) sterili ievieto divus L. edodes micélija diskus, kuri sterili ar cilindra un
skalpela palidzibu izdaliti no micéliju saturoSas barotnes.

Micélija hifas aug radiali, tap€c pavairojot to uz jaunam barotném, visas cilindra caurdures

vietas veic vienada attaluma no micglija centra un barotnes malam.
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Eksperimenta dienas 0, 7, 14, 21 un 28 barotném nosaka pH un nonem paraugus turpmakai
analizei — lakazes aktivitates noteikSanai un géla elektroforézei. Paraugus, kuri paredzéti SDS-
PAGE, sasaldg, liofilizé un uzglaba -21°C.

P&c inkubacijas izbeigSanas, kolbu saturu sterili filtr€, atdalot mic&liju no filtrata.

2.2.2.1 Barotnu filtréSana un liofilizeSana

Kolbas saturu divas reizes sterili filtré stobrina caur filtrpapiru, kur$ ievietots sterila
piltuve. Filtratus uzglaba +4°C, noslégtos sterilos stobrinos. Micglija biomasu zaveé 48h +43°C.

Liofilizé8anai paredz&tos paraugus (1 mL) uzglaba 15 mL stobrinos -21°C, novietotus slipi,
Saura lenki. Paraugus liofilize€ 24h. Liofilizétos paraugus uzglaba -21°C, slégtos stobrinos.

2.2.2.2 Lakazes aktivitates noteikSana

Lakazes aktivitates noteikSanu veic spektrofotometriski (A=420nm) ar ABTS (11 mg/mL).
Paraugus centrifugé 5 min. 10 000 rpm. Reakcijas tilpuma (1 mL) 200 pL paraugs, 720 pL Na
acetata buferis (pH=5.0), 80 uL ABTS. Mérijumus veic katru mintiti, kopa desmit miniites.

Viena aktivitates vieniba (U/mL) definéta ka lakazes daudzums, kur§ 1 miniité okside 1
umol ABTS. Aktivitates apréekinam izmanto sekojoso formulu, kura atvasinata® no Beer-Lambert
likuma par absorbcijas un koncentracijas linearu atkaribu (A=¢ * [ * ¢) :

U _ AAXVyp %103

mL EXEXVpar,

AA absorbcijas izmaina
Viiv.  reakcijas maisijuma tilpums kiveté (mL)

103 pmol mL
€ ekstinkcijas koef. ABTS pie 420nm = 36 (uz mL)
t reakcijas laiks (min)

Voar.  Parauga tilpums (mL)
I gaismas cela garums (jeb kivetes platums, 1 cm)
!Formulas izvedums no Institute of biochemistry, Charles Univeristy, Prague, Czech Republic.
2.2.2.3 Lakazes daudzuma noteik$ana
Lakazes daudzuma noteiksanai izveidota standartlikne (Pielikums 5) ar T. versicolor lakazi
koncentracija 0.25 mg/mL, 0.50 mg/mL, 1.00 mg/mL, 2.00 m g/mL. Aprekins veikts péc formulas
y = 1.4663x - 0.1297, kur y ir absorbcija (A) péc 5 mintsu inkubacijas un x ir nosakamais lakazes

daudzums miligramos.
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2.2.3 Proteinu analize SDS-PAGE

Metode péc Laemmli 1970.

Liofilizétu paraugu 10x koncentré A buferl. Pievieno 50 pL 2x liz&josa maistjuma. Karse
100°C 10-15 min. Paraugu uzglaba -20°C.

G¢éla uznesanu veic pec BIORAD Mini-Protean Tetra Cell instrukcijas. Géla kasete pirmo
uznes sadaloSo g€lu, péc tam koncentr&joSo gelu. Ievieto iedobes veidojoso kemmiti. G€lam lauj
polimerizeties vismaz 30 minttes. Tvertni l1dz noraditajai atzimei aizpilda ar Tris-Glicina buferi.

Pirmaja parauga iedobg ienes 7 pL markiera (5 kDa — 250 kDa, Fermentas Life Science),
atlikusajas gela iedobés — 10 pL parauga. Proteinu elektroforétisku sadaliSanu veic 10%
poliakrilamida g€los, 5 min. pie 80V, 1h pie 150V ggla elektroforézes iekarta BIO-RAD Mini-
PROTEAN tetra cell.

G¢la atmazgaSanu un krasosanu veic saskana ar Thermo Scientific Pierce Silver Stain Kit
instrukciju:

Gelu mazga 2 x 5 min dejonizéta tident.

Gelu fikse 2 x 15 min 30% etanola:10% etikskabes skiduma.

G¢lu mazga 2 x 5 min 10% etanola, péc tam 2 x 5 min dejonizéta tdent.
Pagatavo Sensitizer Working Solution (50 pL Sensitizer un 25 mL tdens)
Gelu sensitizeé (ENG: sensitize) 1 min, péc tam mazga 2 x 1 min ar tideni.
Pagatavo Stain Working Solution (0.5 mL Enhancer un 25 mL krasviela)
Gelu kraso 30 min.

Pagatavo Developer Working Solution (0.5 mL Enhancer un 25 mL Developer).

© oo N o g B~ w DN PE

Gélu mazga 2 x 20 sekundes ar ultratiru Gdeni, péc tam 2 — 3 min tur Developer
Working Solution lidz redzamas proteinu zonas.

10. Procediru partrauc ar 10 min inkubaciju 5% etikskabe.

2.2.4 Reagentu pagatavosana
ABTS tiek iz8kidinats dejonizeta Gident koncentracija 11 mg/mL.
Na acetata buferis pH 5.0 — 141 mL 0.1M Na acetata (trihidrats 13.6g/L, Sigma-Aldrich)
pievieno 59 mL 0.1M etikskabes.
Akrilamida maistjums 30% - 30 g akrilamida un 0.8 g bisakrilamida iz8kidina 50 mL

dejonizeta tidens, uzpilda ar tideni 11dz 60 mL atzimei. Silda 10 min. 60°C. Uzglaba +4°C.
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2.2.5 Datu apstrades un analizes metodes

Skaitlisko datu apstradé izmantots Microsoft Excel 2013 un RStudio versija 0.99.902,
teksta apstrade — Microsoft Word 2013.

Ka statistiskas analizes programma tika izmantots R studio. Atskiribu statistiska butiskuma
noteikSanai, paraugkopas tika salidzinatas izmantojot parametriskas metodes, kas paredzé&tas
neatkarigu paraugkopu salidzinaSanai: vid€jo aritmétisko salidzinasanai veikts ANOVA tests,
valoda R funkcija aov.out(), normalsadalijuma novértésanai veikts Shapiro-Wilk tests, valoda R

funkcija shapiro.test().
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3 REZULTATI

3.1 Micelija kultiveSana agarizétas barotnés
Merkis: Novérot ligninu saturo$u piedevu ietekmi uz L. edodes 3565 micélija augSanu agarizétas
barotn&s.
Uzdevums: Salidzinat L. edodes micglija diametralo augSanu agariz&tas barotnés ar un bez ligninu
saturoSas piedevas.
Lai noskaidrotu ligninu saturoSo piedevu ietekmi uz micélija diametralo augSanu un
izveletos atbilstosu barotni talakai ta kultivacijai Skidra vide, tika salidzinata mic€lija diametrala

augSana agariz€tas sintétiskas un iesala ekstrakta barotnés.

5 7
6- % Hi * g
. =
5 medium
s 5
- ] s+tetz.5%) . .
§ 4.{_ Bl s-Lces) £ arotne
% |:|1ﬂ2MEB ‘54 E S
£ [ r2meseioz 5%) g H B s+ic(25%)
© , . 1/2MEB+LG(2.5%) g ! - S+LC(2.5%)
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“En TR =
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2. att€ls. Miceliju diametrs 7. diena uz sintetiskas
(S) un iesala ekstraktu saturosas (ME, MEB)
barotnes. “LC”, “l¢” — kvieSu salmu lignina
piedeva.

Figure 2. Mycelia diameter on solid synthetic (S)

3. attéls. L. edodes 3565 micélija diametrs (5., 7.
diena) barotnés ar kviesu lignina piedevu (Ic, LC). *
p-value < 0.04;, # p-value > 0.05.
Figure 1. L. edodes 3565 mycelial diameter (day 5, 7)
on synthetic media (S) with wheat straw additives (Ic,

and malt extract (ME, MEB) media. “LC”, “Ic” — LC). * p-value < 0.04; # p-value > 0.05.

wheat straw additive.

Micelija diametralais pieaugums 7. diena iesala ekstrakta ( /2 MEB) bezpiedevu barotnés
bija par 48.94+3.76% lielaks neka bezpiedevu sintétiskajas (S) barotnés (2. attels).
Hemicelulozi nesaturosas kviesu salmu salmu piedevas (LC, C%=2.5) pievienoSana sint&tiskaja
barotné 7. diena bija veicinajusi micélija diametralo picaugumu par 45.39+17.71% (3. attéls).
Hemicelulozi un celulozi nesaturosas kviesu salmu salmu piedevas (Ic, C%=2.5) pievienoSana
sintétiskaja barotné veicinaja micélija pieaugumu par 27.22+8.14%. lesala ekstrakta barotnés

pieaugums 7. diena bija attiecigi 2.38+15.80% un 11.6141.26%. Sintétiskajas barotn&s ar Ic
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piedevu koncentracija 0.50% noverots vislielakais diametrs. Barotnés ar LC lielakie diametri
noveroti ar piedevu koncentracija 2.50%.

Atskiribas mic€liju diametros starp sintStiskajam barotném ar un bez piedevam bija
statistiski biitiskas (p<0.04). Savstarpg&jas atskiribas micéliju diametros sintStiskajas barotnés ar Ic
un LC piedevam nebija statistiski batiskas (p>0.05) (3. attgls).

Lai noveérotu klavu lapu un brinalgu piedevu ietekmi uz micéliju diametralo aug$anu, tas
izzaveta un samalta veida pievienotas sint€tiskajas (S) un iesala ekstrakta (MEB) barotnés
koncentracija 2.50% (w/v). Klavu lapu piedeva veicinaja micélija diametralo aug$anu gan iesala
ekstrakta (10. diena 11.84+1.32%), gan mineralajas barotnés (10. diena 21.21+4.55%). Algu
piedeva veicinaja mic€lija diametra picaugumu iesala ekstrakta barotnés (10. diena 7.89+2.63%).
Desmitaja diena sintétiskajas barotnés ar algu piedevu micéliju diametrs bija par 6.07+2.27%
mazaks neka attiecigaja bezpiedevu barotné (Pielikums 1).

Lai novertetu ligninolitisko enzimu (ligninazu) sekréciju dazadas barotnés, tika veikts
lakazes aktivitates kvalitativs salidzinajums bezpiedevu iesala ekstrakta un sintétiskajas barotnés.

P&c 5 mintisu inkubacijas mikroplates, sintétiskajas barotn€s noverots tumsi zal§ krasojums.

A & 1;
o ’D,’("‘h

a3k
AlSa E ES E

o0 o8
pag lagle Al
A‘- T L =

4. attels. Lakazes aktivitates screening agarizétas barotnés. Apzim&jumi: 1 — ME; 2 — MEB;
3-% MEB; 4 -S.

Figure 4. Screening of laccase activity in solid media. Notes: 1 -1 - ME; 2 - MEB; 3 -%
MEB; 4 - S.

Lidzvertigi zal§ krasojums iesala ekstrakta barotnés tika iegiits péc 10 mintSu ilgas
inkubacijas. Ar1 péc 15 miniiSu inkubacijas lielaka lakazes aktivitate noverota sintétiskaja barotne
(4. attels). Lakazes aktivitate lignina piedevu saturosajas barotn€s bija ieverojami lielaka neka

bezpiedevu barotnés (Okmane, bakalaura darbs. 2015)
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Kvalitativi salidzinot mic€liju biomasu (blivumu) ar lakazes aktivitati var secinat, ka
sintétiskajas barotn€s novérota lielaka lakazes aktivitate un mazaka biomasa, savukart iesala
ekstrakta barotn€s novérota liclaka micélija biomasa (5. att€ls) un zemaka lakazes aktivitate,
Savstarpgji salidzinot iesala ekstrakta barotnes, lielaka lakazes aktivitate novérota 2 MEB

barotnés, savukart micglija biomasas blivums ME, MEB un %2 MEB nebija butiski atskirigs.

5. att€ls. Micéliju (D7) blivums uz Sint&tiskajam un iesala ekstraktu saturo§am barotném: S ,
1/2MEB, S+LC, 1/2MEB+LC (no kreisas uz labo).

Figure 5. Density of L. edodes 3565 mycelia on synthetic or malt extract media, day 7.
Corresponding media (from left to right): S, 1/2MEB, S+LC, 1/2MEB+LC
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3.2 Micelija kultivé§ana Skidrajas barotnés

Meérkis: Novertét ligninu saturoSu piedevu ietekmi uz L. edodes 3565 micélija aug$anu skidras

barotnés.

Uzdevumi:

0,

% Salidzinat ligninu saturoSu substratu un to koncentraciju ietekmi uz L. edodes micélija

biomasas pieaugumu un ligninolitisko enzimu aktivitati $kidras barotn&s.

+ Salidzinat kultivéSanas reZima ietekmi uz L. edodes micélija biomasas pieaugumu un

ligninolitisko enzimu aktivitati $kidras barotnés.

KultivéSanai $kidra vid€ izveletas iesala ekstrakta barotnes ( %2 MEB) ar dazadi apstradatu

kviesu salmu un kraft lignin piedevu.

3.2.1 Lakazes aktivitate

Lai novertétu ligninu saturoSu substratu ietekmi uz lakazes produkciju, barotném

pievienotas ligninu saturosas piedevas koncentracijas: 0.05%; 0.25%; 0.50%; 1.33%; 2.50%. Tas

paklautas diviem inkubacijas rezimiem: statisks (Orpm), dinamisks (140 rpm) uz rotacijas kratitaja.

600 —_

500 14
400 o
300
—28
200
100
le1 LC

6. attels. Lakazes aktivitate (U/mL) Skidras
barotnés dazadas inkubacijas dienas: 7., 14.,
21., 28. diena.

“LC” hemicelulozi nesaturo$i kvieSu salmi;
“I¢” hemicelulozi un celulozi nesaturosi kviesu
salmi; “-“ bezpiedevu barotne.

Figure 6. Laccase activity (U/mL) in
submerged media on various days of
incubation: 7, 14, 21, 28.

“LC”  wheat-straw  additive  without
hemicellulose; “lc” wheat straw additive
without hemicellulose and cellulose; -
medium with no additives.

r - e —

M 1/2MEB 1/2MEB+LC 1/2MEB  1/2MEB+LC
b

D7 D7 D7 D14 D14 D14

Al o -

7. attels. Ekstracelularo proteinu kvalitativs
salidzinajums dazadas inkubacijas dienas, SDS-
PAGE (10%). M — markieris; D7 — 7. Inkubacijas
diena; “LC” hemicelulozi nesaturo$a kvie$u
salmu piedeva.

Figure 7. Extracellular protein profile on various
days of incubation, SDS-PAGE (10%). M —
marker; D7 — day 7; “LC” wheat-straw additive
without hemicellulose.
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Inkubacijas laika, neatkarigi no piedevas un inkubacijas reZima (Pielikums 2), lakazes
aktivitate un barotn€s sekret€to proteinu daudzums pakapeniski pieauga — zemaka lakazes
aktivitate vérojama 7. diena, augstaka — 28. diena (6. attels).

Barotnés ar ligninu saturo$am piedevam novérots lielaks ekstracelularo proteinu daudzums
neka bezpiedevu barotnés (7. attéls). Veicot SDS-PAGE, uznesti identiski parauga tilpumi (10 pL)
tomer 7. att€la redzams, ka 2 MEB+LC gadijuma Sis tilpums satur intensivi krasojosos proteina
daudzumu, bet bezpiedevu barotn€s — n€. Tas norada, ka barotpu filtratos bez piedevam
ekstracelularo proteinu koncentracija ir ievérojami zemaka neka barotnés ar piedevam.

Salidzinot piedevu ietekmi aerétajas (140 rpm) barotnés, lakazes aktivitate bija lielaka pie
piedevu koncentracijas 0.50% (8. attéls). Divdesmit astotaja diena barotnés LC 0.25% un LC
0.50% lakazes aktivitates ir lidzigas ( LC(0.25%) par 11.94+31.28% lielaks), bet Ic 0.50%
barotnés ievérojami (par 212.07+134.24% ) augstaka aktivitate neka Ic 0.25%.
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1.33 0.5 0
7 14 21 28
diena
8. attéls. L. edodes 3565 lakazes aktivitate 9. attéls. L. edodes 3565 lakazes daudzums

(U/mL) barotnés ar kvieSu salmu
lignocelulozes piedevu dazadas
koncentracijas, 28. diena. “LC” hemicelulozi
nesaturoSa kvieSu salmu piedeva; “lc”
hemicelulozi un celulozi nesaturo$a kvieSu
salmu piedeva.

Figure 8. L. edodes 3565 laccase activity
(U/mL) in submerged media with various
wheat-straw lignin concentrations, day 28.
“LC”  wheat-straw  additive  without
hemicellulose; “Ic” wheat straw additive
without hemicellulose and cellulose.

(mg/mL) barotnés ar kvieSu salmu lignocelulozes
piedevu 0.50%. “LC” hemicelulozi nesaturosi
kvieSu salmi; “I¢” hemicelulozi un celulozi
nesaturosi kviesu salmi.

Figure 9. L. edodes 3565 laccase (mg/mL) in
submerged media with wheat-straw lignin 0.50%.
“LC” wheat-straw additive without hemicellulose;
“l¢” wheat straw additive without hemicellulose
and cellulose.
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Palielinot piedevas koncentraciju lidz 0.50%, vérojams lakazes aktivitates pieaugums, bet pie

augstakam (1.33%, 2.50%) koncentracijam — samazinasanas (Pielikums 3): kulturas ar 1.33% LC

lakazes aktivitates samazinajums par 62.80%; 1.33% Ic samazinajums par 85.96%; 2.50% LC

samazinajums par 92.96% un 2.50% Ic samazinajums par 92.46%, salidzinot ar attiecigo piedevu

koncentracija 0.50%.

Y% MEB barotn€ bez piedevam 23.1+0.1°C (140 rpm) vid&ja lakazes aktivitate 28. diena
bija 44.44+23.12 U/mL, barotnés ar LC(0.50%) piedevu — 102.64+25.73 U/mL, ar Ic (0.50%)
piedevu —545.74+135.92 U/mL (4. tabula). Lakazes daudzums barotnés ar un bez piedevam bija

proporcionals lakazes aktivitatei — 28. diena lielakais lakazes daudzums 8.50+£3.82 mg/mL

noverots barotnés ar 1c(0.50%), mazakais — bezpiedevu barotn€s (1.65+0.66 mg/mL) (9. attéls).

4. tabula

L. edodes 3565 lakazes aktivitate (U/mL) $kidras barotnés ( /2 MEB) ar kviesu lignina piedevu

C%=0.50, 140 rpm

Table 4

L. edodes 3565 laccase activity (U/mL), submerged media ( ¥2 MEB) with wheat lignin additive
C%=0.50, 140 rpm

C% piedeva diena rpm U/mL

0 - 7 140 10.18 +8.69

0 - 28 140 44.44 +23.12

050 LC 7 140 64.77 +6.52

050 LC 28 140 102.64 +25.73

0.50 Ic 7 140 164.20 +9.17

0.50 Ic 28 140 545.74 +135.92
Piezimes: “ — “ bezpiedevu barotne; “LC” hemicelulozi nesaturosa kviesu salmu piedeva; “lc”

hemicelulozi un celulozi nesaturoSa kvieSu salmu piedeva. Rezultati izteikti ka vid&jais

artimétiskais+SD.

Notes: “— “ media with no additive; “LC” wheat straw additive not containing hemicellulose; “lc”

wheat straw additive not containing hemicellulose and cellulose. Data expressed as medium=SD.
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Savstarpgji salidzinot piedevu ietekmi statiski inkubé&tajas (O rpm) barotnés, LC piedevai

koncentracija 0.25% un 0.50% nebija butiska ietekme uz lakazes aktivitati — 28. diena attiecigi

100.00 U/mL un 129.17+£86.03 U/mL. Barotné&s ar piedevu lc 0.25% iegiita lakazes aktivitate 88.89

U/mL. Barotngs ar piedevu Ic 0.50% iegiita lakazes aktivitate 72.22+11.79 U/mL. Bezpiedevu

barotnés 28. diena iegita lakazes aktivitate bija lidziga lakazes aktivitatei barotnés ar piedevam —

88.89 U/mL.

Kulturas ar piedevam pie 140 rpm kultivacijas rezima noverota lakazes aktivitate ir lieclaka

neka stacionari kultivétas barotns. Bezpiedevu barotn€s biitiska atSkiriba starp kultivacijas

rezimiem netika novérota (5. tabula).

5. tabula

L. edodes 3565 lakazes aktivitate (U/mL) $kidras barotnés ( /2 MEB) ar kvie$u salmu lignina

0.50% piedevu 28. inkubacijas diena, 140 rpm un O rpm
Table 5
L. edodes 3565 laccase activity (U/mL), submerged media ( ¥2 MEB) with wheat-straw lignin

0.50% additive on incubation day 28, 140 rpm un O rpm

Piedeva C%

- 0
- 0
LC 0.50
LC 0.50
Ic 0.50
Ic 0.50

diena
28
28
28
28
28
28

rpm

0
140
0
140
0
140

U/mL
88.89 *NA
60.11 +54.14
129.17 +86.03
141.88 £50.40
72.22 +11.79
449.01 +193.15

Piezimes: “ — “ bezpiedevu barotne; “LC” hemicelulozi nesaturo$a kvieSu salmu piedeva; “lc”

hemicelulozi un celulozi nesaturoSa kvieSu salmu piedeva. Rezultati izteikti ka videjais

artimétiskais+SD.

Notes: “— “ media with no additive; “LC” wheat straw additive not containing hemicellulose; “Ic”

wheat straw additive not containing hemicellulose and cellulose. Data expressed as medium+SD
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3.2.2 Micéelija biomasa

Lai noveérteétu ligninu saturoSu substratu ietekmi uz micélija biomasas pieaugumu,

barotném pievienotas ligninu saturoSas piedevas koncentracijas no 0.05% lidz 2.50%. Barotnes
inkubgtas stacionari (0 rpm) un uz kratitaja pie 140 rpm.
Vislielakais biomasas iznakums iegiits barotnés ar piedevam koncentracija 0.50%. Inkubacija pie
140 rpm veicinaja biomasas pieaugumu vairak neka statiska kultivacija (6. tabula). Bezpiedevu
barotnés pie140 rpm iegiita mic€lija biomasa bija 105.82+20.63 mg/100 mL, barotnés ar KL 0.50%
- 229.33+22.32 mg/100mL, LC 0.50% - 335.40+£4.59 mg/100 mL, Ic 0.50% - 422.92+31.52
mg/100 mL.

Inkubacijas laika barotnés bez piedevam un ar kvieSu salmu piedevu pH pakapeni
samazinajas no 6.0-5.0 Iidz 3.5-3.0 (Pielikums 4). Kraft lignin barotn€s pH izmaina bija atkariga
no kultivéSanas rezima un piedevas koncentracijas — 140 rpm C%=<0.50 sakotngjais pH 7.0-6.0,
beigu pH 4.0-3.0, C%=2.5 inkubacijas 28. diena pH 6.1; 0 rpm C%<0.50 sakotng&jais pH 7.0-6.0,
beigu pH 5.0-3.5, C%=2.5 inkubacijas 28. diena pH 6.1. Barotnu pH samazinaSanas korel&ja ar
biomasas pieaugumu — 28. inkubacijas diena barotnés ar pH>4 biomasas iznakums bija mazaks

neka barotnés ar pH<4.
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6. tabula

L. edodes 3565 micélija biomasa (mg/100mL) skidras barotnés ( 2 MEB) ar lignina piedevu
Table 6

L. edodes 3565 mycelium dry weight (mg/100mL) in submerged media ( %> MEB) with lignin
additive

piedeva C% rpm  Biomasa mg/100mL

- 0 0 137.97 +51.25
- 0 140 105.82 +20.63
KL 005 O 194.73 +11.34
KL 0.05 140 127.40 +6.60
KL 025 O 147.40 +16.00
KL 0.25 140 225.40 +13.21
KL 0.5 0 191.23 +28.04
KL 0.5 140 229.33 +22.32
KL 2.5 0 8.73 +0.97
KL 2.5 140 8.06 +1.89
Ic 025 O 307.63 NA
Ic 0.25 140 352.11 NA
Ic 0.5 0 281.34 +11.75
Ic 0.5 140 422.92 +31.52
LC 025 O 292.15 NA
LC 0.25 140 282.55 NA
LC 0.5 0 313.80 +66.78
LC 0.5 140 335.40 +4.59
Piezimes: “ — “ bezpiedevu barotne; “LC” hemicelulozi nesaturoSa kvieSu salmu piedeva; “Ic”

hemicelulozi un celulozi nesaturoSa kvieSu salmu piedeva. Rezultati izteikti ka vid&jais
artimétiskais£SD.
Notes: “— “ media with no additive; “LC” wheat straw additive not containing hemicellulose; “Ic”

wheat straw additive not containing hemicellulose and cellulose. Data expressed as medium+SD
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4 DISKUSIJA

Lignocelulozes atlikumi ir plasi izplatiti sezonali un riipnieciski atlikumi, kuru pilnigai
utilizacijai nepiecieSama to sastava esosa lignina degradacija.

Tadus lauksaimniecibas atlikumus ka kvieSu, rapsu salmus var izmantot furforola un
bioetanola iegtsanai. Furforolu var iegit no salmu hemicelulozes (Carrier et al. 2012),
parpalikumos atstajot ligninu un celulozi. Lignocelulozi bez hemicelulozes iesp&jams izmantot
bioetanola iegiisana, atlikuma paliekot parsvara tikai ligninam. Talaku lignina utilizaciju iesp&jams
veikt kimiski, tada veida palielinot radusos atlikumu utilizacijas slogu uz vidi, vai biologiski ar
ligninu biodegrad@joso sénu pie palidzibu. Daba lignina degradéSanu galvenokart veic baltas
trupes sénes, tapéc ari botehnologijas procesos ir aktuala sénu izmanto$ana lignina atlikumu
biodegradacija.

L. edodes ir baltas trupes séne, no kuras micélija iesp&jams izdalit polisaharidus ar
imunomodulgjosam 1pasibam un ta kultivéSanas laika ieghit ligninolitiskus enzimus
biotehnologiskiem nolakiem.

L. edodes izmantoS$ana lignocelulozes atlikumu biodegradacija dod iesp&ju iegit

izejmaterialu, no kura var izdalit bioaktivas vielas un iegit ligntnu degrad€josus enzimus.

4.1 Micelija kultivéSana agarizetas barotnés

Iesala ekstrakta agariz€tajas barotnes bez ligninu saturo$am piedevam noverots straujaks
micéliju diametra un blivuma pieaugums neka tadas pasas sintetiskajas barotnés. Noveérojamas
izmainas skaidrojamas ar baribas vielu daudzveidibu iesala ekstrakta barotnés salidzinajuma ar
sintétiskajam barotném — Malt Extract Broth barotng iesala ekstrakts kalpo ka oglekla un proteinu
avots, peptons — ka slapekla avots.

Salidzinot iesala ekstrakta bezpiedevu barotnes, lielakais diametrs un blivakais micglijs
novérojams Malt Extract (ME) barotné. ME barotng ir par 50% vairak iesala ekstrakta neka Malt
Extract Broth, attiecigi taja vairak oglekla avota, vairak vienkarSo cukuru, kuru katabolisma
rezultata iegiistama lielaka biomasa (Sen et al. 2012).

Micglija diametrs un biomasa neveido pozitivu korelaciju (Philippoussis et al. 2011), tadél
péc diametra vien nevar spriest par piedevu piemérotibu tehnologisko uzdevumu risinasanai,

nepiecieSams novertét ari micelija blivumu. Baribas vielam bagataku zonu izmantoSanai,
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micglijsénes pagarina micéliju, nepalielinot ta blivumu (Pielikums 6). Blivums pieaug tikai tad,
kad baribas vielu koncentracija barotné parsniedz vado$o hifu augSanai nepiecieSsamo limeni.
Vadosas hifas ir prioritaras baribas vielu uznemsana, tikai tad, kad tam baribas vielas ir pietickama
daudzuma, pargjais micélijs tiek nodroinats ar baribas vielam. ST un citu iemeslu d&l micélijiem
médz novérot rizoidu morfologiju — baribas vielu gradients nav pietiekoss, lai nodro$inatu sikaku
zaro$anos (Jennings 1995). Saja darba uz baribas vielam nabadzigakajam, sintétiskajam, barotnem
augusie micgliji bija ar mazaku blivumu neka iesala ekstrakta barotngs augusie.

Uz nepietickamu oglekla baribas avotu pieejamibu norada arl sint€tiskajas barotn€s
noverota augsta lakazes aktivitate, salidzinot ar iesala ekstrakta barotném. Lakazes izdaliSanas
nabadzigaka barotné dod iesp&ju pieklit lignina degradacijas rezultata iegiistamam oglekla
avotam. Analogi dabas procesiem, baltas trupes sénes izdala ligninolitiskos enzimus, lai pieklatu
koksnes celulozei, L. edodes ligninu skel selektivi, kas nozimé, ka lignina degradacijai nenotiek
paral€la celulozes SkelSana. Lidz ar to lignina SkelSanas laika biomasas daudzums nepalielinas.
Viedokli par to, vai biomasas pieaugums un lignina degradacija ir pilniba nesaistiti, atSkiras —
Warg et al. (2003) uzskata, ka metabolisma parslégsanas sénés nav tik vienkarsa, lai varétu pateikt,
kad sakas lignina noardisana un kad biomasas picaugums. Savukart Leisola et al. (2012) apskata
raksta izteikts apgalvojums, ka lignina degradacijas laika sénes augSana apstajas.

Diametra pieaugums barotnés ar piedevam bija lielaks neka bezpiedevu barotnés, iznemot
sintétiskas barotnes ar algu piedevu, kuras mic€lija diametrs bija lidzigs diametram bezpiedevu
barotne.

Salidzinot barotnes ar kviesu salmu piedevam, celulozi saturosas piedevas (LC) barotnés
noverots lielakais mic€liju diametrs, kamér micg€lija blivums barotnés ar abu tipu kviesu salmu
piedevu bija lidzigs. Celulozi saturo$a kviesu salmu piedeva veicinaja diametralo pieaugumu, jo
micélijs tika nodroSinats ar papildu oglhidratu avotu.

Sintétiskajas hemicelulozi un celulozi nesaturosas kvieSu salmu piedevas (Ic) barotnés
micéliju diametri statistiski biitiski neat$kiras no diametriem LC barotnés, tome&r vidéji lc barotnés
noverotie diametri bija mazaki. Bezpiedevu sint€tiskajas barotnés diametri ievérojami mazaki neka
Ic barotnés, kas lauj domat, ka micelijs substratu izmanto augSanai. Atsaucoties uz pasu un citu
veiktajiem eksperimentiem, Leisola et al. (2012) apskata raksta minéts, ka sé€nes nespgj ligninu
izmantot par oglekla avotu tadel, ka tas ir augsti polimerizets. Vinuprat, eksperimentos, kuros

noveérots biomasas pieaugums kultiv§jot uz lignina substrata, izmantotais lignins satur€jis citus
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oglekla avotu — cukurus. Saja darba iegitie rezultati uzrada ievérojamu micélija diametru
pieaugumu barotn€s ar Ic substratu, kas, iesp&jams, liecina par cukura atlikumu klatesamibu
substrata, bet var liecinat art par lignina utilizaciju. Piedeva lc ir vairakkart hidrolizéta, lai no tas
izdalitu hemicelulozi un celulozi, kas nozimg, ka var biit Skeltas art ligninu veidojosas kimiskas
saites, ta aizsakot lignina degradaciju, samazinot ta polimerizacijas pakapi un atvieglojot ta
izmantojamibu. Lignina SkelSana turpinas kultivéSanas laika, jo micélijs arvide izdala lignolitiskus
enzimus. Rezultata lignina bieZi zarotais polimérs ir ticis saskelts 11dz vienkarSakiem polimériem,
kurus varétu izmantot ka oglekla avotu.

Klavu lapas, ka oglhidratiem un mineralvielam bagatiga piedeva, ievérojami veicinaja
micéliju diametralo pieaugumu gan iesala ekstrakta, gan sint€tiskajas barotn€s. Diametru
atSkiribas sintetiskajas barotn€s bija lielakas neka iesala ekstrakta barotn€s. Tas skaidrojams ar
baribas vielu lielaku pieejamibu iesala ekstrakta—klavu lapu barotnés — klavu lapu izmantoSana ir
lénaka neka sintetiskajas barotnés, jo micélijs tiek nodroSinats ar nepiecieSamajam baribas vielam
iesala un peptona veida. Sintétiskajas barotnés oglhidratu trikums izsauc ligninazu un celulolitisko
enzimu sekréciju, lapas tiek Skeltas un izmantotas par oglekla avotu, kas nodrosina strauju
biomasas pieaugumu.

Micéliju diametri uz agarizétam barotném ar algu piedevu atSkiras atkariba no
pamatbarotnes. Iesala ekstrakta barotnés algu piedeva veicindja micéliju diametra piecaugumu, bet
sintetiskajas barotn€s nebija noveérojamas atSkiribas no bezpiedevu barotném. lesala ekstrakta
barotnés ta kalpoja ka barotni ar mineralvielam, proteiniem un oglhidratiem papildinoSa piedeva,
bet sintétiskajas — nebija pietickams oglhidratu avots. Brinalg€s sastopams jods, kuram novérota
fungicida (ED80 pie C=2.4mg/mL) vai fungistatiska ietekme (Bojsen 2004). Darba izmantotas
Fucus gints suga, kuru sausna, spriezot péc literatiras datiem, joda koncentracija ir aptuveni
500 mg/kg. Darba izmantotais algu daudzums var veidot joda koncentraciju barotng
C~ 0.125mg/mL, kas ir gandriz 20 reizu zemaka par fungicido koncentraciju, tomér tai varétu bt
fungistatiska iedarbiba. Tadejadi no algém ieglistamo oglhidratu daudzums nav pietiekams, lai
atsvértu biomasas pieauguma fungistatisko ietekmi, kas labak izpauzas baribas vielam

nabadzigaka barotng.
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4.2 Micelija kultivéSana Skidras barotnées

Micelija kultivesanai skidra vide izvéleta iesala ekstrakta barotne 2 MEB, jo uz tas agarizeta
varianta bija noverota lielaka biomasa un augsta lakazes aktivitate. lesala ekstrakts ir art oglhidratu
avots, kas nepiecieSams biomasas veidosanai. Iesala ekstrakta sastava ir aromatiskas aminoskabes
triptofans un tirozins, tam ir noveérota ligninazu produkciju veicinosa iedarbiba baltas trupes sénés
(Arora and Gill 2011; Collins et al. 1997). 2 MEB satur ar peptonu, kur§ ka slapekla avots
sekundara metabolisma laika aktivé ligninolitisko sistemu (Buswell et al. 1995). Tam novérota
ligninazu izdalisanos veicino$aka iedarbiba neka iesala ekstraktam (Levin et al. 2008). Divkart
palielinot /2 MEB barotnes komponentu koncentraciju barotne MEB, palielinas mic€lijam viegli
pieejamo baribas vielu koncentracija arvide, tapec piedevu utilizacija uzsakas velak, kas paildzina
piedevu iedarbibas noveérojumus.

Kviesu salmu piedevas veicinaja lielakas mic@lija biomasas veidoSanos salidzinajuma ar
barotném bez piedevam. Hemicelulozi nesaturosas kviesu salmu piedevas (LC) barotn&s novéroto
mic€lija biomasas pieaugumu var skaidrot ar LC sastava esoSas celulozes izmantoSanu ka
oglhidratu avotu. Lignina klatbiitné tiek inducéta lakazes sekrécija, tiek Skelts lignins un
nodrosinata piekluve celulozei. Lignina SkelSanai seko celulolitisko enzimu producéSana, kuras
rezultata barotn€ nonak viegli izmantojami cukuri, kas savukart rezult§jas biomasas pieauguma.

KvieSu salmu piedevu Ic un LC barotnés biomasas iznakums butiski neatskiras, tomer videji
Ic barotn&s biomasas daudzums bija lielaks.

Salidzinosi lielais biomasas iznakums hemicelulozi un celulozi nesaturosas kvieSu salmu
piedevas barotnés lauj domat, ka vairakkartiga piedevas hidrolizéSana, kas veikta pirmsapstrade
izdalot hemicelulozes un celulozes no kviesu salmu materiala, un enzimatiska skelSana ar micélija
izdalitajiem ligninolitiskajiem enzimiem kultivéSanas laika padarfjusi to par izmantojamu ka
oglekla avotu.

KvieSu salmu piedevas barotnés iegiita lielaka lakazes aktivitate. Visvairak lakazes iegtts
barotnés ar hemicelulozi un celulozi nesaturo$am kvieSu salmu piedevam. To sastava ir lielaka
lignina koncentracija, kas norada uz fenola savienojumu inducgjoso ietekmi uz lakazes uzkrasanos.

Darba iegiita lakazes aktivitate (U/mL) kultivéSanas laika pakapeniski palielinajas,

maksimumu sasniedzot kultivacijas beigas — 28. diena. Salidzinot ar literatiiras datiem, var secinat,
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ka enzima aktivitates uzkrasanas laika var variét, jo ir atkariga no kultivéSanas temperatiiras, pH,
inkubacijas reZima un barotnu piedevam (Shraddha et al. 2011; Sahay et al. 2008).

Lakazes produkciju inducg fenola savienojumi un oglhidratu nepietickamiba, tapéc
noverotais pakapeniskais aktivitates pieaugums var€tu but saistits ar pakapenisku oglhidratu
koncentracijas samazinaSanos kultivéSanas laika. VienkarSo cukuru (glikozes, mannozes,
maltozes, fruktozes, laktozes) klatesamiba kultivéSanas vidé kavé lakazes produkciju, tapéc
augstas lakazes aktivitates iegiSanai ka oglekla substratu iesaka barotnés pievienot celulozi (Lee
et al. 2004).

Darba micélija inkubacija veikta 21.5-26.5°C. Atkariba no barotnes, maksimalai biomasas
ieglisanai optimala L. edodes micgliju kultivé$anas temperatira ir diapazona no +20°C lidz +25°C.
Kultivgjot pie +25°C paaugstinas prasibas pret barotni (Aminuddin et al. 2007), baribas vielam
bagata barotné pie +25°C iesp€jams iegiit visvairak micélija.

Saja darba novérota statistiski biitiska negativa korelacija starp lakazes aktivitati un
inkubacijas temperatiiru (Pielikums 7), tas palidz izskaidrot lielas standartnovirzes apkopojosajos
grafikos — tajos att€lotas vertibas iegiitas plasa temperatiiras intervala (21.5°C-26.5°C), kuram ir
ietekme uz noveroto aktivitati, bet datu nepietickamibas dél katra temperatira netiek apskatita
atseviSki. Savukart bezpiedevu barotnes lakazes aktivitates optimums tika iegiits pie +26.5°C.
Bezpiedevu barotnés noverota statistiki neapstiprinata tendence negativai korelacijai starp lakazes
aktivitati un biomasas daudzumu, kas liecina par to, ka lakazes uzkraSanas nenotiek vienlaicigi ar
micglija biomasas pieaugumu (Pielikums 8).

Literatiras dati norada (Levin et al. 2008), ka barotnes sakotngjais pH intervala 4.0-7.0
bitiski neietekm€ micglija biomasas iznakumu. Miisu laboratorija veiktie eksperimenti paradijusi,
ka sakotngja pH ietekme ir atkariga no L. edodes celma. Darba izmantota celma L. edodes 3565
inkubacijas veikta barotnés ar sakotn&jo pH no 5.0 Iidz 7.0 un tam nebija statistiski butiskas
ietekmes uz micélija biomasu (p=0.05).

Kultivésanas rezimam nebija statistiski biitiska (p>0.05) ietekme uz biomasas pieaugumu,
tomer bitiska ietekme (p<0.05) uz lakazes produkciju. Literattira minéts, ka daudzu micelijsénu
kultivéSana lodveida agregatos, kurus iegiist inkubaciju veicot uz kratitaja, samazinajusi to
sekretéto metabolitu daudzumu.

Shraddha et al. (2011) apskata raksta par lakazes produkciju dazadu faktoru ietekme minéti

pieméri, kuros barotnu maisiSana Trametes gints sugam nemainijusi vai mazinajusi lakazes
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aktivitati. lespgjams, ka enzima produce€Sanas efektivitati ietekmé micelijsénu veidoto agregatu
diametrs. Schigerl et al. (1983) pé&tijumos ar Penicillium chrysogenum novérots, ka metaboliski
aktivaki bijusi diametra salidzino$i mazi mic€lija agregati. ArT misu eksperimentos novérots, ka
reiz€m blivu lodveida micélija agregatu kodols ir tukSs, iesp&jams, baribas vielu trikuma déel
notikusi vecako hifu autolize. Lai arT maisiSana vienmérigi dispergé skabekli un baribas vielas
barotnes tilpuma, tomé&r baribas vielu transports uz Stnu agregatu iekSieni ir apgriitinats. Darba
veiktajos eksperimentos lignina piedevas barotn€s micélijs veidojis maza diametra lodveida
agregatus. Sajas barotnds novérotas lakazes aktivitates bija visaugstakas, kas lauj domat, ka siki
lignina agregati kalpo ka micglija imobilizacijas un augsanas centri, kuros lignins inducé enzimu
ekskréciju. Tas, iesp&jams, ir papildu veids kada kviesu salmu lignocelulozes piedevas veicinaja

lakazes aktivitates pieaugumu barotn@.
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4.3 Turpmakie petijumi

Janem veéra, ka iegltie dati par optimalajam piedevu koncentracijam, iesp&jams, ir
attiecinami tikai uz tie$i Saja darba izmantoto inokulata daudzumu — 2 micélija diski ar diametru 8
mm. lesp&jams, ka pie lielaka inokulata daudzuma optimalas butu lielakas substrata
koncentracijas, tapeéc biitu nepieciesami papildu pétijumi, varigjot inokulata lielumu,.

Micéliju inkubgjot ligninu saturosa vidg, iegiitas salidzinosi augstas lakazes aktivitates, tapec
to izdaliSana, attiriSana un raksturo$ana butu nakamais solis L. edodes 3565 izmantoSanas
tehnologijas izstrade.

Biitu nepiecieSami ar1 micélija biomasas sastava p&tifjumi, lai noskaidrotu dazadu piedevu
ietekmi uz proteinu un oglhidratu sastava un koncetraciju izmainam, papildu petijumi par
kultivésanas apstaklu ietekmi uz §1 celma ligninolitisko enzimu, to skaita mangana peroksidazes,
un biomasas produkciju.

Turpmak batu japéta ari citus biotehnologija izmantojamus enzimus (celulazes, -

glikozidazes un B-galaktozidazes), kurus var producét L. edodes.

4.4 Kopsavilkums

Furforola un bioetanola iegiiSana parpalikuso lignocelulozes atlikumu pievienosana
kultivésanas vidé palielinaja L. edodes 3565 izdalito lakazes aktivitati un iegiistamo micglija
biomasu. Tas lauj secinat, ka L. edodes 3565 ir enzimatiski un termiski apstradatu kviesu salmu
atlieku parstradé izmantojama baltas trupes séne. Klavu lapas ir barotni bagatinoSa piedeva L.
edodes 3565 kultivésanai.

Inkubacijas rezims $kidra barotné ir japielago micélija kultivé$anas mérkim — biomasas
iegiiSanas gadijuma stacionari turétas un uz kratitaja inkubétas kolbas dod lidzigu rezultatu, bet
metabolitu izdaliSanai piemeérotaka ir audzéSana uz kratitaja (140 rpm).

Nemot veéra lakazes aktivitates pakapenisko pieaugumu kultivéSanas gaita, lakazes
izdaliSanas optimums biitu 28. kultivéSana diena, inkubaciju veicot 2 MEB barotnés ar
hemicelulozi un celulozi nesaturosu kviesu salmu piedevu.

Samazinats micglija blivums agarizetas barotn€s var noradit uz parslégSanos uz sekundaro

metabolismu un ligninazu producéSanu.
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SECINAJUMI

Ligninu saturoSas piedevas pievieno$ana $kidra kultivéSanas vide palielingja L. edodes
3565 izdalitas lakazes aktivitati un mic€lija biomasas pieaugumu.

Kviesu salmu piedevam koncentracija 0.50% novérota visveicino$aka ietekme uz biomasas
un lakazes aktivitates picaugumu iesala ekstrakta skidro barotnu kultiiras (palielinajums
attiecigi vismaz 2.5 un 2.7 reizes).

Kultivésanas reZimam pie 140 rpm uz rotacijas kratitaja noverota lakazes aktivitates
pieaugumu veicinosaka iedarbiba neka statiskas kultivacijas reZimam. Biomasas
pieaugumu inkubacijas rezims biitiski neietekmgja.

L. edodes 3565 28 dienu ilga kultivésanas laika lakazes aktivitate pakapeniski picauga,
noveéroto maksimumu sasniedzot pedgja kultivéSanas diena.

Savstarpgji salidzinot bezpiedevu un kvieSu salmu piedevu barotnes, pedeja kultivéSanas
diena vislielakais lakazes aktivitates piecaugums (7.5 reizes) novérots kultiram $kidras
barotnés ar hemicelulozi un celulozi nesaturoso kviesu salmu piedevu koncentracija 0.50%
pie 140 rpm uz rotacijas kratitaja.

Inkubacija agarizétas barotnés uzradija kviesu salmus un klavu lapas ka barotni bagatinosu
piedevu, kas 8. diena sintétiskajas barotnés palielinaja micg€lija diametru par attiecigi >27%

un 26% pie koncentracijas 2.50%.
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Pielikums 1

L. edodes 3565 micéliju diametri iesala ekstrakta (A) un sintétiskajas (B) barotnés ar klavu lapu

un algu (Fucus spp.) piedevu

L. edodes 3565 diametric growth on malt extract (A) and synthetic (B) with maple leaf and

“D” — kultivésanas diena.

“D” — cultivation day.
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Pielikums 2
L. edodes 3565 lakazes aktivitate (U/mL) skidras 2 MEB barotnés
L. edodes 3565 laccase activity (U/mL) in %> MEB submerged medium

DSM3565 laccase activity, 1/2MEB, 21.5-26.5°C
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“LC” hemicelulozi nesaturo$a kvieSu salmu piedeva; “lc1” hemicelulozi un celulozi nesaturosa kvieSu
salmu piedeva; “KL” kraft lignins.
“LC” wheat-straw additive without hemicellulose; “Ic1” wheat straw additive without hemicellulose and

cellulose; “KL” kraft lignin.



Pielikums 3
L. edodes 3565 lakazes aktivitate (U/mL) $kidras barotnés 28. inkubacijas diena
L. edodes 3565 laccase activity (U/mL) in submerged medium on 28th incubation day

C(%) piedeva diena rpm U/mL

0 = 28 0 88.89 *NA
0 - 28 140 60.11 +54.14
025 LC 28 0 100.00 +=NA
025 LC 28 140 161.11 =NA
025 Icl 28 0 88.89 *NA
025 lcl 28 140 143.89 =NA
0.50 KL 28 0 8.78 +1.51
0.50 KL 28 140 3511 *NA
050 LC 28 0 129.16 +86.03
050 LC 28 140 141.88 +50.40
050 Ici 28 0 7222 +11.79
050 Icl 28 140 449.01 +193.15
133 LC 28 140 52.78 =NA
1.33 lcl 28 140 63.06 +9.04
233 LC 28 140 10.00 *=NA
233 el 28 140 33.85 *NA

“LC” hemicelulozi nesaturos$a kvieSu salmu piedeva; “Ic1” hemicelulozi un celulozi nesaturosa
kvieSu salmu piedeva; “KL” kraft lignins.

Lakazes aktivitates vertibas izteiktas ka vid&jais aritmétiskais * standartnovirze (SD).

“LC” wheat-straw additive without hemicellulose; “Ic1” wheat straw additive without
hemicellulose and cellulose; “KL” kraft lignin.

Data represented as arithmetic mean + standard deviation (SD).



Pielikums 4

Skidro barotnu pH L. edodes 3565 kultivéianas laika
Submerged medium pH during L. edodes 3565 cultivation

piedeva diena
veids Co% 0 7 14 21 28 rpom
- 0.00 6.1 4.0 4.0 4.0 3.5 0
- 0.00 6.1 55 5.0 4.0 3.2 0
KL 0.05 6.5 5.0 4.0 4.0 3.5 0
KL 0.25 7.0 6.5 6.3 4.5 4.0 0
KL 0.50 7.2 6.5 6.5 6.0 5.0 0
KL 2.50 7.8 7.5 6.1 6.1 6.1 0
LC 0.25 5.5 4.0 4.0 4.0 3.2 0
LC 0.50 55 4.0 4.0 4.0 3.0 0
LC 0.50 55 4.0 4.0 4.0 3.2 0
Ic1-46 0.25 55 4.0 4.0 4.0 3.0 0
Ic1-46 0.50 55 4.0 4.0 4.0 3.0 0
Ic1-46 0.50 55 4.0 4.0 4.0 3.0 0
- 0.00 6.1 4.0 4.0 3.0 3.0 140
- 0.00 6.0 5.3 4.0 3.0 3.0 140
- 0.00 6.0 4.5 4.0 35 3.0 140
KL 0.05 6.5 4.5 3.2 3.2 3.0 140
KL 0.25 7.0 6.0 4.0 3.8 3.7 140
KL 0.50 7.2 6.8 55 4.3 3.7 140
KL 2.50 7.8 7.3 6.8 6.3 6.1 140
LC 0.25 55 4.0 4.0 3.0 3.0 140
LC 0.50 5.5 4.0 4.0 3.0 3.0 140
LC 0.50 55 4.0 4.0 3.0 3.0 140
LC 0.50 5.5 4.0 35 3.0 3.0 140
LC 1.33 55 NA NA NA 3.3 140
Ic1-46 0.25 5.5 4.0 4.0 3.0 3.0 140
Ic1-46 0.50 55 4.0 4.0 3.0 3.0 140
Ic1-46 0.50 5.5 4.0 4.0 3.0 3.0 140
Ic54 1.33 5.8 NA NA NA 3.5 140
Ic7 0.50 5.0 3.5 3.0 3.0 3.0 140

Apzim&jumi: “LC” hemicelulozi nesaturosa kviesu salmu piedeva; “lc1-46”, “Ic54”, “lc7” hemicelulozi un

celulozi nesaturosa kviesu salmu piedeva; “KL” kraft lignins. “NA” — nav datu.

Notes: “LC” wheat-straw additive without hemicellulose; “Ic1-46”, “1c54”, “lIc7” wheat straw additive

without hemicellulose and cellulose; “KL” kraft lignin. “NA” — not applicable
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Pielikums 5
Standartlikne lakazes daudzuma (mg) noteikSanai
Standartcurve for laccase (mg) determination
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Pielikums 6
L. edodes 3565 micélijs agarizétas barotnés, inkubacijas ilgums — 7 dienas
L. edodes 3565 mycelia on solid media, incubation period — 7 days

L. edodes 3565 L. edodes 3565

H20+LC % MEB+LC

Apzimgjumi: “LC” hemicelulozi nesaturosa kviesu salmu piedeva.

Notes: “LC” wheat-straw additive without hemicellulose.



Pielikums 7
L. edodes 3565 lakazes aktivitate (U/mL) Skidras barotnés ar piedevu C%=0.50 un novérojamo atskiribu

statistiskais biitiskums (ANOVA tests?)
L. edodes 3565 laccase activity (U/mL) in submerged medium with additive C%=0.50 and statistical

significance of data variation (ANOVA test?)

lakazes aktivitate, 1/2MEB, rpm=140, Ic ¢%=0.50

500
l

U/mL

100
I

300
|

| [ |
2314 26514 23.

21

| [ |
26.5.21 23.28 26.5.28

Temp. °C un diena

ANOVA
Ic, rpm=140, c%=0.50 LC, rom=140, c%=0.50
> summary(aov.out) > summary(aov.out)
Pr(>F) Pr(>F)
diena 0.0187 * | diena 0.631101
temp.vid.C 0.0131 * | temp.vid.C 0.778238
diena:temp.vid.C 0.6588 diena:temp.vid.C 0.000443 ***
bezpiedeva, rpm=140, c%=0.00 Signif. codes:
> summary(aov.out) Q ***
Pr(>F) 0.001 **
diena 0.00167 ** 001 *
temp.vid.C 0.11509 0.05
diena:temp.vid.C 0.54768 0.1

“LC” hemicelulozi nesaturo$a kvie$u salmu piedeva; “Ic”” hemicelulozi un celulozi nesaturosa kviesu salmu

piedeva.

“LC” wheat-straw additive without hemicellulose; “Ic” wheat straw additive without hemicellulose and

cellulose.

! paraugkopas normalsadalijumu skatit Pielikums 9. * Sample normal distribution in Appendix 9 (Pielikums 9).



Pielikums 8
L. edodes 3565 micélija biomasa (g) un lakazes aktivitate (o, U/mL) bezpiedevu 2 MEB $kidras barotnés

(140rpm)
L. edodes 3565 mycelium dry weight (g) and laccase activity (e, U/mL) in %2 MEB submerged media
(140rpm).
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Sample Guantiles

Sample Quantiles

Sample Guantiles

Pielikums 9
L. edodes 3565 lakazes aktivitate (U/mL) §kidras barotnés, paraugkopu normalsadalijums
L. edodes 3565 laccase activity (U/mL) in submerged medium, sample normal distribution

Normal Q-Q Plot

(A) Shapiro-Wilk normality test
W =0.98435, p-value = 0.2849

Theoretical Quantiles

Normal Q-Q Plot

- | (B) Shapiro-Wilk normality test
W =0.98541, p-value = 0.3396

-2 -1 0 1 2

Theoretical Quanties

Normal Q-0 Plot

7| (C) Shapiro-Wilk normality test
4| W =0.9883, p-value = 0.5302

-2 -1 0 1 2

Theoretical Quanties

“A” bezpiedevu barotnes; “B” hemicelulozi un celulozi nesaturosa kvie$u salmu piedeva (C%=0.50); “C”
hemicelulozi nesaturosa kviesu salmu piedeva (C%=0.50).

“A” medium without additives; “B” wheat straw additive without hemicellulose and cellulose (C%=0.50);
“C” wheat-straw additive without hemicellulose(C%=0.50).



