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KOPSAVILKUMS

Piena permeats un taja esoSa laktoze ka substrats var tikt izmantots oglhidratu
biokonversijas pétijumos, ka arT dazadu mikroorganismu kultivé$ana, lai veidotu produktus ar

pievienoto vertibu.

Darba mérkis bija izvertét iesp&ju ieguit galaktooligosaharidu (GOS) un pienskabo
bakteriju saturoSu sinbiotisku produktu, veicot selektivu fermentaciju maisijuma, kas ieguts
fermentativas GOS biosintézes laika no piena permeata. Veicot fermentativu sintézi ar 8-
galaktozidazém, tika iegiits un aprakstits GOS saturo$s maisijums, kura vélak tika veikta
selektiva fermentacija ar probiotiskajiem Lactobacillus spp. celmiem, izvértgjot So celmu

oglhidratu preferences un izdzivotibu.

Veicot fermentativu sintézi no piena permeata, tika konstatéts, ka ar B. circulans R-
galaktozidazi ir iesp&jams sasniegt augstako GOS koncentraciju, salidzinot ar A. oryzae -
galaktozidazi, aiznemot vairak ka pusi no kopgjas oglhidratu koncentracijas. Salidzinot GOS
maistjumus ar vai bez piedevam, tika novérots, ka GOS maisijums bez pievienotam piedevam
ir piemérots substrats probiotisko celmu kultivacijai. Kultivésanas laika Lactobacillus casei
subsp. rhamnosus uzradija aktivaku oglhidratu utilizaciju, savukart ar Lactobacillus
acidophilus-05 tika novérota augsta dzivotsp&ja uzglabaSanas laika. Salidzino$i ar
Lactobacillus casei-01 netika novérota aktiva oglhidratu utilizacija, ka arT fermentacijas un

uzglabasanas laika Stinu dzivotsp€ja bija zema.

Atslégas vardi: piena permeats, galaktooligosaharidu (GOS) biosinteze, B-

galaktozidazes, Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus acidophilus.



SUMMARY

Sanija Ita Kreke (2022): Production of a synbiotic product by selective fermentation with
probiotic strains using a mixture of galactooligosaccharides (GOS) obtained from milk

permeate.

Milk permeate and its lactose can be used as a substrate in carbohydrate bioconversion

studies as well as in the cultivation of various microorganisms to create value-added products.

The aim of the study was to evaluate the possibility of obtaining a synbiotic product
containing galactooligosaccharide (GOS) and lactic acid bacteria by selective fermentation in
a mixture obtained during enzymatic GOS biosynthesis from milk permeate. Enzymatic
synthesis with R-galactosidases yielded and described a GOS-containing mixture that was
subsequently selectively fermented with probiotic Lactobacillus spp. strains by assessing the

carbohydrate preferences and viability of those strains.

In enzymatic synthesis from milk permeate, it was found that B. circulans p-
galactosidase achieves the highest GOS concentration compared to A. oryzae B-galactosidase,
occupying more than half of the total carbohydrate concentration. Comparing GOS mixtures
with or without additives, it was observed that the GOS mixture without added additives is a
suitable substrate for the cultivation of probiotic strains. During cultivation, Lactobacillus.
rhamnosus showed more active carbohydrate utilization, while Lactobacillus acidophilus-05
showed high viability during storage. With Lactobacillus casei-01 no active carbohydrate

utilization was observed and cell viability was low during fermentation and storage.

Keywords: milk permeate, galactooligosaccharide (GOS) biosynthesis, 3-galactosidases,

Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus acidophilus.
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IEVADS

Piena permeats ir piena industrijas blakusprodukts, kuru iegtist ultrafiltracijas laika,
razojot piena proteina koncentratus un izolatus, un pieprasijumam péc sadiem produktiem ir
tendence pieaugt, jo gadu gaita paterétaju interese par savu veselibas stavokli ir palielinajusies.
Ultrafiltracijas rezultata piena permeata ir atstata laktoze, kuras koncentracija ir aptuveni 80%
no sausnes masas. Augstas laktozes koncentracijas dé] piena permeatam ir augsts kimiska
(COD) un biologiska (BOD) skabekla patérins, tadejadi bez atbilstosas apstrades nav iesp&jams
to noglabat ka atkritumus. Lai mazinatu slogu uz piena permeata attiriSanas tehniskajiem
procesiem, ka arT nemot vera, ka tas ir plasi pieejams un I&ts substrats, piena permeata esoso
laktozi var izmantot mikroorganismu fermentacijai un fermentativam biokonversijam. Ta ka
piena permeats ir piena industrijas blakusprodukts, ta biotehnologiska izmantoSana

nekonkur€tu ar partikas razoSanu.

Galaktooligosaharidi (GOS) savukart ir prebiotiski savienojumi, kurus iegiist no
laktozes, fermentativi trangalaktozilgjot ar B-galaktozidazém. GOS produkcija ir viens no
sadiem piena permeata laktozes pielietojumiem. GOS savienojumi spg&j neskarti iziet cauri
kunga-zarnu traktam Iidz resnajai zarnai, kur tos sak metaboliz&t labvéliga zarnu mikrobiota,
tapec GOS tiek uzskatiti par prebiotikdm, dodot labumu zarnu mikrobiotas populacijam un
tadgjadi cilvéka organismam. Respektivi, GOS esamiba partikas produkta uzlabo ta
funkcionalas 1pasibas, tacu GOS biosintézes rezultata iegttais produkts satur ne tikai GOS, bet
ar1 tadus nev€lamos blakusproduktus ka glikozi, galaktozi un atlikuSo laktozi. Selektiva

fermentacija ar pienskabam bakterijam varétu bit viens no risinadjumiem GOS attiriSanai.

Lactobacillus spp. jau izsenis ir plasi izmantotas probiotikas piena industrija, jo tas spgj
uzlabot produkta uzturvértibu, reologiskas ipasibas un garSu, ka ar1 ir pieradita pienskabo
bakteriju terapeitiska ietekme uz cilvéka organismu, kur ietilpst imiinas sistémas darbibas
uzlaboSana, laktozes nepanesibas simptomu mazinasana, patogénu attistibas un izplatiSanas
ierobezosana u.c. pozitivas norises. Papildus tam Lactobacillus spp. ir ieklauti GRAS
(Generally Recognized as Safe) un QPS (Qualified Presumption of Safety) sarakstos, kas dod
atlauju tas plaSi un dro$i izmantot jaunu produktu razoSana un fermentacija. Viena no
pienskabo baktériju galvenajam lomam piena produktu raZzoSana ir laktozes utilizacija, tadgjadi
tas var tikt izmantotas fermentacijas procesos, lai samazinatu laktozes koncentraciju un tada

veida attirot GOS maistjumu, kuru talak var izmantot sinbiotisku produktu razoSana.



Darba merkis ir veikt petijumus, lai izvertetu iesp&ju iegiit GOS (ka prebiotikas) un
pienskabes baktériju (ka probiotikas) saturoSu sinbiotisku produktu, veicot selektivo
fermentaciju oglhidratu maistjuma, kas iegiits fermentativas GOS biosintézes laika no piena

permeata.
Darba uzdevumi:

1. Galaktooligosaharidu fermentativas sintézes veikSana ar B-galaktozidazém un
iegiito oglhidratu maistjuma raksturojums.

2. Izvertét, kur$ no probiotiskajiem Lactobacillus spp. celmiem ir piemérotakais
laktozes un glikozes utilizéSanai, un tadgjadi palielinatu galaktooligosaharidu
Ipatsvaru produkta.

3. Izvérteét tris dazadu Lactobacillus spp. celmu aug$anu un izdzivotibu iegiitaja

GOS saturosa produkta.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Probiotikas

Vards “probiotikas‘ ir radies no grieku-latinu izcelsmes vardu “pro” savienojuma ar
grieku izcelsmes vardu “f10¢”, kas tiesa tulkojuma nozimé “uz dzivi”. V&sturiski probiotiku
izmantoSana ir tikpat sena CiK apjausta cilvéku eksistence, jo tiek pienemts, ka cilvéki aptuveni
pirms 10 000 gadiem saka pieversties lauksaimniecibai, nomainot paradumu medit UZ audzét
un novakt, tad¢jadi pieveérsot lielaku uzmanibu dzivnieku pieradinaSanai un piena ieguvei, ko
ar1 pierada atklatie zim&jumi uz alu sienam, kuros ir att€lota piena slauksana. legiitais piens ir
ticis raudz€ts no dzivnieku kunga vai adas veidotas pudelés lidz iegiits jogurts (Fuller 1992;
Gasbarrini et al. 2016). Analizgjot vesturiskos noverojumus, pétnieki ir secinajusi, ka pirms
fermentacijas metodém partikas dehidratacija ir bijis vienigais veids, ka ta laika cilveki ilgstosi

uzglabajusi &dienu (Gogineni et al. 2013).

Termins “probiotikas” ir piedzivojis vairakas definicijas izmainas p&d&jo ~70 gadu laika.
Pirmais zinatniskais darbs, kura ir ticis pieminéts un definéts vards “probiotikas”, ir publicéts
1953. gada, kura vacu zinatnieks Verners Kollaths (Werner Kollath) aprakstija probiotikas ka
aktivas vielas, kuras ir svarigas veseligai dzives attistibai. P&c tam dazadi zinatnieki izvirzija
vél vairakus §is definicijas uzlabojumus Iidz 1989. gada pétnieks Rojs Fullers (Roy Fuller) naca
klaja ar daudz precizaku skaidrojumu, kurs tiek lietots lidz pat misdienam. Vin$ mingja, ka
probiotikas ir dzivus organismus saturo$a &diena piedeva, kura spg labvéligi ietekmét
saimniekorganismu, uzlabojot ta zarnu trakta mikrobioma Iidzsvaru (Gogineni et al. 2013;
Gasbarrini et al. 2016). Vieniga piezime bija no FAO/WHO (Food and Agriculture
Organization of the United Nations and the World Health Organization) 2002. gada, kura sava
definicija piemin€ja, ka svarigi ir atceréties, lai probiotikas tiktu uznemtas adekvata daudzuma,
tikai tad tiks novérotas probiotiku pozitivas ipasibas, kuras uzlabo saimniekorganisma

vispargjo veselibu (Gogineni et al. 2013).

Pedgjas desmitgades arvien biezak tiek pievérsta uzmaniba probiotiku pozitivajam un
veselibu uzlabojoSajam 1pasibam, respektivi, interese par probiotikam pieaug tapat ka pieaug
cilvéku interese par savu veselibu un tas uzlaboSanas iesp&jam. Ir veikti dazadi kliniskie
pétijumi, kuros ir studéta probiotiku ietekme uz dazadam slimibam, ka, piem&ram, kolita,
diabgta, hipertensijas u.c. slimibu p&tijumi, kuri veikti gan ar zidainiem, gan jau ar pieaugusiem
cilvekiem. Apkopojot Sos kliniskos pétijumus, nav noverots risks, kas biitu saistits ar

probiotiku lietosanu, tapéc probiotikas ir ierakstitas QPS (Qualified Presumption of Safety)
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saraksta, kas lauj tas dro$i izmantot, un konkrétiem probiotiskiem celmiem nav nepiecieSams
pilns drosibas novértéjums, ka ari GRAS (Generally Recognized as Safe) saraksta, kas lauj tas
izmantot partikas fermentacija (Doron, Snydman 2015; Hill et al. 2018). Picaugot Sai globalajai
interesei par veselibu, partikas un farmacijas industrijas intensivi mekle un atklaj jaunus veidus,
ka pievienot probiotikas partikas produktiem vai uztura bagatinatajiem, tadgjadi veidojot
musdienigu funkcionalo produktu, kurs ir viegli pieejams un ekonomisks. No piena produktiem
visbiezak sastopams ir jogurts, kuram ir pievienotas probiotikas, tam seko kefirs, tirkultiira,
siers u.c. piena produkti, un, péc 2017. gada datiem, aptuveni 70% no globalas populacijas ir
laktozes nepanesiba, tap&c aktuali ir ne tikai funkcionalie piena produkti, bet ari produkti, kuri
nesatur piena laktozi (Granato et al. 2010; Storhaug et al. 2017). Japiemin, ka ari medicinas
personals arvien biezak iesaka probiotiku lieto$anu, lai uzlabotu gremosanas un iminas
sistémas darbibu, jo misdienas cilvéka €Sanas paradumi un dzivesveids mainas, un tadgjadi
tiek veicinats zarnu mikrobioma disbalanss, kas noved pie dazadam veselibas problémam
(Anuradha et al. 2005; Sanders et al. 2018). Uznemot mikroorganismus papildus ir novérotas
tadas terapeitiskas 1paSibas ka patogé€nu attistibas un izplatiSanas ierobezoSana, laktozes
nepanesibas simptomu mazinasana, iesaistiSanas hormonalajos un gremosanas procesos, tados
ka reabsorbcija, gremosana, peristaltika, dazadu vitaminu producéSana u.c. ipaSibas (O’Connor

et al. 2005; Biradar et al. 2004).

Ir aprekinats, ka probiotiku tirdznieciba parsniedz jau 38 miljardus eiro un 2023. gada ta
varétu sasniegt pat 60 miljardus eiro (Global Market Insights 2016). Probiotikas ietilpst tadas
mikroorganismu gintis ka Lactobacillus, Bifidobacterium un Saccharomyces, Kkuras ir
visbiezak izmantotas, savukart, retak izmantotas ir Bacillus, Propionibacterium, Streptococcus
un Escherichia gintis (Sanders et al. 2018). Lactobacillus un Bifidobacteria ar ir visbiezak
sastopamas gintis cilvéka zarnu trakta, kur tas atrodas attiecigi tievaja zarna (Lactobacillus
gints sugas) un resnaja zarna (Bifidobacteria gints sugas), kas dod pamatotu iemeslu izmantot

tas ari ka probiotikas (Calinoiu et al. 2016).
1.1.1. Probiotiku dzivotspéja

Lai partikas produktu varétu definét ka probiotisku, probiotiskiem mikroorganismiem ir
jabiit dzivotspgjigiem un jasasniedz konkréts skaits produkta. P&tijumos tiek mingtas, ka
probiotiku biomasas koncentracijai 100g vai 100ml produkta vajadz&tu bit no 10° Iidz 10°
KVV/g vai KVV/ml taja bridi, kad $is produkts tiek patéréts. Probiotiku daudzums nedrikst

nokrist zem §Tm vértibam lidz pat produkta deriguma termina beigam (Terpou et al. 2019;



AdebayoTayo, Akpeji 2016). Tiek rekomendéts probiotikas lietot regulari 100g diena vai 300g
lidz 400g nedgla, lai tiktu novérotas veselibu uzlabojosas Tpasibas (Sarkar 2013). Tas ir saistits
ar to, lai orali uznemtais probiotiku daudzums biitu pietiekami augsts, un tas sp&tu iziet cauri
kunga-zarnu traktam, kura tas tiek paklautas kunga skabei, zults saliem, pH izmainam cela lidz
resnajai zarnai, ka ari, kad tas ir nonakusas gala, tam ir jasp&j konkurét ar jau viet§jiem
mikroorganismiem un jaizdzivo dazadas metabolitu koncentracijas, kuras rodas fermentacijas

rezultata (Han et al. 2021).

Visbiezak partikas razotaji, ieklaujot probiotikas savos produktos, saskaras ar probiotiku
nestabilitati un zemu dzivotsp&ju, un biezi vien noraditais probiotiku daudzums produkta
deriguma termina beigas ir zem 10° KVV/g un nesakrit ar to, kas ir noradits uz etiketes, kas
ierobezo iespéjas to definét ka probiotisku funkcionalu produktu (Abadia-Garcia et al. 2013).
Produkta raZzoSanas un uzglabasanas laika ir vairaki faktori, kas ietekmé probiotiku dzivotsp&ju.

Probiotiku dzivotsp€jas ietekméjosie faktori partikas produktos ir noraditi 1. tabula.

1. tabula.

Probiotiku dzivotspgjas ietekm&josie faktori (Literatiiras avoti: Sarkar 2013;
Calinoiu et al. 2016).

Table 1

Factors influencing the viability of probiotics (Sources: Sarkar 2013;

Calinoiu et al. 2016).

Ediena parametri Apstrades parametri Mikrobiologiskie
Food parameters Processing parameters parametri
Microbiological
parameters
pH Termiska apstrade Celma veids, ta fiziologiskas
ipasibas un mijiedarbiba ar
produktu
H.O2 saturs Produkta dzes€Sanas atrums Inokulata daudzums
Sals, cukura saturs Inkubacijas temperatiira
Tauku saturs Produkta uzglabasanas veids
Iz8kidusa skabekla lepakojuma veids
daudzums
Udens aktivitate
Maksligas krasvielas un
saldinataji
Organisko skabju
koncentracija




Tiek uzskatits, ka dzivotsp&jigakas probiotikas ir tas, kuras ir vislabak adapt&jusas
konkrétam produkta veidam. Respektivi, izv€loties probiotiku, ko pievienot produktam, janem
vera tas izcelsme un sastopamiba - ja konkréta probiotika ir atrodama piena produktos, ka ar1
ir dabiska cilvéka zarnu trakta iemitniece, tad visticamak ta ar1 bus atbilstosa vélama produkta
izveidei, un blis novérojama augsta dzivotsp&ja produkta uzglabasanas un patéréSanas laika

(Monteagudo-Mera et al. 2011).
1.2. Lactobacillus spp.

Liela dala no probiotikam ir pienskabas baktérijas, no kuram tiesi Lactobacillus gints
parstavji sastada lielako dalu — kopa aptuveni 50 sugas (Bintsis 2018). Gints pirmo reizi tika
definéta ka Lactobacillus 1901. gada péc pétnicka Martina Villema Beijernika (Martinus
Willem Beijernick) ierosinajuma. Vairak ka simts gadu laika ir novérojams strauj$ sugu un
pasugu skaita pieaugums. P&c 2020. gada datiem, Sobrid Lactobacillus ginti ir definéta 261
suga un pasuga. Lactobacillus gints sugas sava starpa ir morfologiski, fiziologiski un genétiski
daudzveidigas. Tas ir Gram-pozitivas, fakultativi anaeirobas, nesporul&joSas bakterijas.
Parsvara tas ir niijinas, bet médz but arT koki, $tinas var bt pa vienai, bet visbiezak tas ir
sakartotas kede. Arl temperatiiras preferences tam ir atSkirigas, tacu kontroletos augSanas
apstaklos optimalaka temperatiira varié¢ no +25°C Iidz +40°C (Zheng et al. 2020; Ray 2004).
Lactobacillus spp. energijas razo$anai izmanto oglhidratus, lai veicinatu biomasas augs$anu. Ka
primaro oglekla avotu Lactobacillus spp. izmanto glikozi, kur ar glikolizes procesu ta tiek
ferment@ta Iidz piruvatam, kur$ vélak tiek reducéts 1idz pienskabei. Ja galvenais galaprodukts
glikozes fermentacija ir pienskabe, tad Lactobacillus spp. tiek raksturotas ka obligati
homofermentativas sugas un fermentaciju sauc par homolaktisku. Tacu ir defingtas ari obligati
heterofermentativas sugas (heterolaktiska fermentacija), kad papildus pienskabei tiek producéti
tadi blakusprodukti ka CO2, etanols un acetats jeb etikskabe. Sada fermentacija pirmais
metabolisma solis nav glikolizes cels, bet gan fosfoketolazes cels, kur§ péc tam parslédzas uz
glikolizes celu. Mannoze, fruktoze un galaktoze papildus glikozei arT ir heksozes, kuras var tikt
fermentétas ar Lactobacillus spp., tacu tas sugas, kuras fermenté heksozes nespgj fermentét
pentozes, pieméram, ksilozi vai arabinozi. Tac¢u ir definétas sugas, kuras sp€j izmantot abas
fermentacijas — gan homolaktisku fermentaciju heksozém, gan heterolaktisku fermentaciju
pentozém. PentoZu fermentacijas gadijuma ir novérojami papildus soli oglhidratu konversijai.
Sadas sugas sauc par fakultativi heterofermentativam sugam. Savukart, ja substrata ir atrodami

disaharaidi, pieméram, laktoze, saharoze vai maltoze, Lactobacillus spp. vispirms ir
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nepiecieSsams producét ieksStnu hidrolazes, laktozes gadijuma B-galaktozidazes, ar kuru

palidzibu Sie oglhidrati var tik Skelti (Madigan et al. 2006; Bintsis 2018).

Pateicoties $ai Lactobacillus spp. spgjai efektivi fermentét dazada veida substratus un
taja esoSos oglhidratus, ka ar1 producét plasa méroga metabolisma galaproduktus, $is bakterijas
tiek plasi izmantotas piena produktu razo$ana, pieméram jogurta un siera produkcija, un no ne-
piena produktiem — skab&tu gurku, skabmaizes u.c. produktu fermentacija. Papildus tam,
atkariba no producéta metabolita, tam ir defin€tas dazadas terapeitiskas 1pasibas. Pienskabes
producéSana rezult§jas pazeminata pH, kas palidz pret ptiSanas procesiem un patogénu

organismu augsanu (Plaza-Diaz et al. 2017; Slover, Danziger 2008).
1.2.1. Lactobacillus casei

Lactobacillus casei ir dabiski atrodama suga cilvéku zarnu trakta, tacu to ir iesp&jams
izol&t arT no svaiga vai fermentéta piena, galas vai augu produktiem (Hosseini Nezhad et al.
2014). Lactobacillus casei grupa ir definétas divas pasugas — L. casei, L. paracasei (Hill et al.
2018). Optimalaka pH vértiba augsanai ir 5,5 un temperatara +37°C (Erliana et al. 2020). Ta
pieder pie fakultativi heterofermentativajam bakterijam. No heksozeém tas producé pienskabi
caur EMP (Embden-Meyerhof-Parnas Pathway), tacu pentozu $kel$ana izmanto fosfoketolazes
celu (Hill et al. 2018) Lielaka dala (vairak ka 90%) no producétas pienskabes ir L(+)-pienskabe
(Jay et al. 2005). Ir izpétits, ka iegtita L. casei biomasas koncentracija ir augsta substratos ar
pievienotu glikozi, laktozi, laktulozi un galaktooligosagaridiem (GOS), savukart substratos ar
pievienotu maltodekstrinu, polidekstrozi un fruktooligosaharidiem (FOS) ir novérojams

zemaks biomasas pieaugums (Watson et al. 2013).

Partikas riipnieciba L. casei parsvara izmanto piena produktu razo$ana un parstradg.
Puscieta siera nogatavinasanas procesa beigas L. casei ir dominanta suga, aptverot aptuveni
96% no klatesoso mikroorganismu kopas. Ka ari L. casei kombinacija ar L. acidophilus ir
visbiezak izmantotas sugas probiotisko preparatu un produktu izstrade. L. casei sugai ir
dokumentgtas tadas terapeitiskas 1paSibas ka patogénu organismu inhib&Sana, zarnu imunas
sistémas stiprinasana un diarejas simptomu mazinasana (Hosseini Nezhad et al. 2014).
P&ttjuma, kura peles patérgja ar L. casei CRL 431 ferment&tu pienu, tika novérotas pozitivas
izmainas mikrobiotas kompozicija, ka arT aptaukosanas biomarkieros, kas liecina, ka L. casei

sp&j iesaistities un mazinat aptaukosanas simptomus (Nunez et al. 2014).
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1.2.2. Lacticaseibacillus rhamnosus

Lacticaseibacillus rhamnosus (arT L. rhamnosus vai Lcb. rhamnosus) ieprieks sauktas
par Lactobacillus casei subsp. rhamnosus, jo tika uzskatits, ka L. rhamnosus ir L. casei grupas
pasuga, tacu genétiskos pétijumos tika noskaidrots, ka L. rhamnosus tomer ir ka atseviska suga.
Tomer §1s izmainas ir nesenas un véljoprojam ir noveérojams, ka zinatniskajos p&tijumos un
komercialo produktu razoSana tiek pielietots Lactobacillus casei subsp. rhamnosus nosaukums
(Oberg et al. 2022). L. rhamnosus ipasibas ir lidzigas ka L. casei - ta ar1 ir dabiga cilvéka zarnu
trakta iemitniece un pieder pie fakultativi heterofermentativajam bakteérijam. Ir noveérots, ka
tam ir salidzinosi augsta pienskabes produkcija (gan L(+)-pienskabe, gan D(-)-pienskabe) (Ray
2004). Optimala pH vertiba augsanai ir no 5,5 1idz 6,5 un temperatara +37°C (Erliana et al.
2020). Publikacija, kura ir veikts apkopojums par Lactobacillus spp. un Bifidobacteria spp.
sugu un celmu oglhidratu preferencém, ir minéts, ka L. rhamnosus GG celms uzrada
visaugstako biomasas koncentraciju substrata ar pievienotu glikozi un galaktooligosaharidiem
(GOS). Savukart, zemaka koncentracija novérota substrata ar fruktooligosaharidiem (FOS),
laktulozi, polidekstrozi un laktozi, tacu neaktivaka augSana novE€rota substratos ar

maltodekstrinu un inulinu (Watson et al. 2013).

Lacticaseibacillus rhamnosus spgj regulét zarnu mikrobiotas homeostazi un piekerties
pie zarnu epit€lija glotadas, tada veida uzlabojot adaptivo imunitati un veicinot imiinreakciju
pret dazadiem patogéniem. Ka ar ir noverots, ka tas razo biologiski aktivus savienojumus,
piemé&ram, antibakterialus savienojumus, kuriem ir konstatétas veselibu veicinosas pasibas vai
arT dazadas taukskabes, ar kuru palidzibu tiek uzlabota zarnu sieninas aizsargfunkcija (Minj et

al. 2020).
1.2.3. Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus acidophilus ir dabiski atrodama cilvéku zarnu trakta, muté un sievieSu
dzimumorganos. Ta pieder pie obligati homofermentativas pienskabo baktériju grupas, kura
ietilpst 15 sugas. Tas nespgj fermentét pentozes. So grupu ari klasificé ka Thermobacterium.
Ta izmanto EMP (Embden-Meyerhof-Parnas Pathway) vai glikolizes celu, lai ferment&tu
heksozes, producgjot gan D(-)-pienskabi, gan L(-)-pienskabi. Pienskabes producésanai L.
acidophilus spgj fermentét dazadus substratus, ka, pieméram, galaktozi, fruktozi, laktozi,
amigdalinu, maltozi, stahiozi. L. acidophilus nesp& producét pienskabi no arabinozes,
mannitola, melibiozes, rafinozes un melezitozes (Minj et al. 2020). Ka ari L. acidophilus ir

termofilas bakterijas, to optimalaka augSanas temperatiira vari€ no +30°C lidz +45°C, un
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visaugstakais biomasas pieaugums konstatéts, kad augSanas vide ir skaba (pH no 4 lidz 6)
(Anjum et al. 2014). Pienskabas baktérijas ir zinamas ar to sp&u konkurét ar citiem
mikroorganismiem, tas producg lielako dalu no bakteriocidiem, kuri ir siltuma izturigi, ne-
lantibiotiski peptidi ar zemu molekularo masu, konkréti L. acidophilus producé acidocinu,
acidofilinu, acidofilicinu, acidofilucinu un laktacinus B un F. P&tot L. acidophilus terapeitiskas
ipaSibas, pétnieki galvenokart koncentréjas uz pretmikrobu, pretvirusu ipaSibam, ka ari
izmanto to ka lidzekli diarejas simptomu mazinasanai. Ir pieradita augsta efektivitate pret

rotavirusu, enterobaktérijam un kandidozes saslim$anam (Minj et al. 2020).

Pétijuma, kura L. acidophilus auga laktozes saturo$a substrata, tika pieradita inhibitora
aktivitate pret dazadam patog€nu populacijam, respektivi p&c 8 inkubacijas stundam, patogénu
populacijas bija strauji samazinajus§as producéto organisko skabju un bakteriocinu dél. Sobrid
ir loti daudz komerciali produkti, kuri satur L. acidophilus, ka, pieméram, dazadi ferment&ti
pieni, jogurti, krémi, miso pastas, tempe u.c. produkti (Anjum et al. 2014). Ka arT p&tijuma,
kuru veica orali vai vaginali ievadot L. acidophilus NCFM celmu kermeni, tika novérsta
urogenitala infekcija ar iedarbibu uz trim patogéniem - E. coli, K. pneumoniae un P. aeruginosa
(Marteau et al. 2001).

1.3. Prebiotikas

Vel viens veids ka ar uztura palidzibu veikt izmainas zarnu mikrobiota, tad€jadi guistot
labumu organismam kopuma, ir ar prebiotiku palidzibu, kuras var veikt gints ITmena izmainas

kunga-zarnu trakta mikrobiotas kompozicija (Gibson et al. 2010).

Pétnieki Leo F. Rettgers (Leo F. Rettger) un Harijs A. Ceplins (Harry A. Cheplin) 1921.
gada atklaja mijiedarbibu starp oglhidratiem un mikrobiotu. Vini eksperimentos ar cilvékiem
novéroja, ka Lactobacillus spp. (konkréti — L. acidophilus) daudzums péc konkréta oglhidratu
patérina, bija palielinajies, nonakot pie secinajuma, ka resnaja zarna dominé anaerobi, kuri
lielakoties giist energiju no oglhidratiem (Gibson et al. 2017 cit. péc Rettger, Cheplin 1921).
Sis atklajums veicinaja aktivu zinatnisko projektu norisi turpmakajos gados. Jédziens
“prebiotikas” pirmo reizi tika skaidrots 1995. gada, kad pétnieki Glenns R. Gibsons (Glenn. R.
Gibson) un Marsels B. Roberfroids (Marsell B. Roberfroid) tas raksturoja ka nesagremojamas
partikas komponentes, kuras, selektivi stimul€jot augSanu un/vai aktivitati vienai vai vairakam
baktériju grupam resnaja zarna, sp&j uzlabot saimniekorganisma veselibu (Gibson et al. 1995;
Lauzon et al. 2014). Gandriz 10 gadus vélak Glenns R. Gibsons atjaunoja ieprieksgjo

definiciju, uzsverot, ka mikrobiotas izmainas tiks novérotas ne tikai resnaja zarna, bet visa

13



kunga-zarnu trakta (Gibson et al. 2004). Tad kadu laiku $is jédziens netika vairs mainits 1idz
2008. gada Starptautiskas probiotiku un prebiotiku zinatniskas asociacijas konferencé (ISAPP,
International Scientific Association of Probiotics and Prebiotics), pamatojoties uz to, ka
iepriek$gja definicija bija atbilstoSa tikai dalai no oglhidratu grupas savienojumiem, prebiotikas
tika skaidrotas ka selektivi ferment&tas komponentes, kuras izraisa specifiskas izmainas kunga-
zarnu trakta mikrobiotas sastava un/vai aktivitat€, tadejadi uzlabojot saimniekorganisma
veselibu (Gibson et al. 2010). Sie jédzieni galvenokart attiecas uz Lactobacillus spp. un
Bifidobacteria spp. bagatinasanu kunga-zarnu trakta, jo domingjosas prebiotikas iedarbojas
tieSi uz §Tm gintim. Gadu gaita, tehnologijai attistoties, informacijas apjoms par mikrobiotu ir
pieaudzis, tadgjadi pieaugot ari zinaSanam par prebiotikam, no kuram izriet, ka prebiotiku
ietekme nenorobezojas tikai ar Lactobacillus spp. un/vai Bifidobacteria spp., bet ari
Enterobacter spp., Bacteroidetes spp., Faecalibacterium spp. u.c. gintis ir uzradijusas
pozitivus rezultatus dazados pétijumos, tacu prebiotiku ietekme uz $im gintim ir salidzinosi
mazaka. V@l viens svarigs faktors, kas novérots ped€jo gadu laika - prebiotikas var bt
efektivas arT arpus zarnu trakta, respektivi ir konstateta to ietekme uz adas un vaginalo
mikrobiotu (Davani-Davari et al 2019; Gibson et al. 2017). Nemot véra Sos novérojumus, 2017.
gada prebiotiku definicija tika atjaunota, veérSot uzmanibu uz to, ka prebiotikas ir substrats,
kuru saimniekorganisms var izmantot selektivi, tada veida radot labumu savai veselibai.
(Gibson et al 2017).

Lai savienojumu klasificétu ka prebiotisku, tam ir jaatbilst 3 kriterijiem:

1. Nesagremojamiba vai dalgja sagremojamiba: izturiba pret kunga pH, nav
iespgjama hidrolize ar ziditaju fermentiem, nenotiek uzsiik$anas kunga-zarnu
trakta.

2. Zarnu mikrobiota spgj fermentét Sos savienojumus.

3. Zarnu bakteriju augSana un/vai aktivitate tiek selektivi stimuléta, ka rezultata

saimniekorganisma veseliba tiek uzlabota (Gibson et al 2010).

Ir vairaku veidu prebiotikas. Parsvara tas pieder pie dazadam oglhidratu grupam, un
parsvara oglhidrati, kas definéti ka prebiotikas, ir tiesi oligosaharidi — galaktooligosaharidi
(GOS), fruktooligosaharidi (FOS), inulins, laktuloze (parasti izmanto ka laksativu lidzekli),
glukooligosaharidi (GlOS), sojas pupinu oligosaharidi (rafinoze, stahioze), ksilooligosaharidi
(XOS), izomaltooligosaharidi (IMOs) un laktosaharoze. No min&tajiem vispopularakie

pétijumos ir tiesi GOS un FOS (Gibson et al. 2010). Tacu ir p&tijumi, kuros prebiotiskas
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ipaSibas novérotas no kakao iegttiem flavanoliem, kuru pielietoSanas méginajumos tika
noverota pienskabo bakteriju augsana, liekot secinat, ka ne tikai oglhidrati var bt prebiotikas

(Tzounis et al. 2010).
1.4. Galaktooligosaharidu raksturojums

Dabiski galaktooligosaharidi (GOS) ir atrodami dazados pakSaugos — [&cas, turku zirnos,
lupinas, sojas pupinas u.c. augos, ka art GOS funkcionalas un strukturalas 1pasibas ir loti
lidzigas mates piena esoSajiem cilvéka piena oligosaharidiem (HMO), un ta iemesla dgl
komerciali iegiits GOS tiek plasi izmantots zidainiem paredz&ta maksliga piena maistjumu
razo$ana, lai tiktu nostiprinata veseliga mikrobiota un imtina sist€ma lidzigi ka zidainiem, kuri
tiek baroti ar krati. Sobrid, lai sint&tiski iegiitu GOS, parsvara tiek izmantots laktozes sirups,
kuru apstrada ar B-galaktozidazeém (Fischer, Kleinschmidt 2018; Yang et al. 2010). Nemot
vera, ka GOS, atskiriba no FOS un inulina, ir izturigs pret temperattiras un pH izmainam, to
plasi pievieno dazadiem partikas izstradajumiem, ka, pieméram, saldumiem, maizei, sulam,
meércém, brokastu parslam un pienam, ka ar1 to var izmantot ka cukura aizstaj&ju (Fischer,
Kleinschmidt 2018; Macfarlane et al. 2008). Produktiem, kuriem pievieno GOS, parasti ir
pazeminats glikémiskais indekss, un, salidzinot 1g GOS ar 1g saharozi, GOS energégtiska

vertiba ir aptuveni 50% zemaka neka saharozei (Sangwan et al. 2011).

GOS tiek saukts arT par oligogalaktozi, oligolaktozi, oligogalaktozillaktozi vai
transgalaktooligosaharidiem (TOS) (Sangwan et al. 2011). Tas ir galaktozes oligomérs, kur$
parasti sastav no vienas glikozes molekulas, kura atrodas gala, un vairakam galaktozes
molekulam (no vienas 1idz devinam, citos avotos no 1 Iidz 10, visbiezak 2 lidz 4), kuras ir
saistitas ar glikozidiskajam saitem (B-(1,2), B-(1,3), B-(1,4) un B-(1,6)). Reakcija iesaistitais
enzims nosaka glikozidisko saiSu novietojumu, tapéc GOS molekulara struktiira ir mainiga

(Génzle 2011; Warmerdam 2013).
1.4.1. Galaktooligosaharidu biosinteze

Oligosaharidu sintézi var veikt gan ar enzimatiskam, gan kimiskam reakcijam. Kimisko
reakciju izmantoSana oligosaharidu iegtSanai bija plasi pielietota Iidz 1980-tajiem gadiem.
Kimiskajas reakcijas tiek iesaistiti dazadi glikozilgjoSie agenti, tacu $ada veida reakcijam ir
vairaki ierobezojumi, ka rezultata tiek samazinats gala oligosaharidu iznakums, ka arT iegiitie
maisTjumi ir slikti definéti (Krasnova, Wong 2019; Mannucci 2009). Tikai p&c tam, pateicoties

polimerazes kédes reakcijas (PKR) un rekombinétas DNS pielietojumam, tad€jadi atvieglojot
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dazadu enzimu iegtSanas procesus un uzlabojot to kvalitati, tika arvien vairak pielietoti
enzimatiskas sint€zes procesi, lai iegitu oligosaharidus, konkréti laktozes gadijuma tiek
izmantotas B-galaktozidazes GOS ieguvei (Mannucci 2009). Lai arT laktaze biezi tiek pieminé&ta
ka sinonims B-galaktozidazei, ta tomer pieder pie B-galaktozidazes apaksklases (EC 3.2.1.108)
(Nath et al. 2014).

R-galaktozidazu (B-gal, EC 3.2.1.23, glikozida hidrolaze) izmantos$ana sniedzas daudzu
desmitu gadu sena pagatné. ST enzima pielietojumi ir plasi stud@ti, lai atbrivotos no laktozes
piena produktos, tadejadi tos varétu patérét cilveki, kuriem ir hipolaktazija jeb laktozes
nepanesiba (Nath et al. 2014). 2. tabula ir apkopojums no vairakam publikacijam, kur daba ir
tikuSas atrastas un izolgtas B-galaktozidazes. ST enzima sastopamiba ir plasi izplatita gan
mikroorganismos, gan augos un dzivnieku audos, tacu salidzinot Sos ieguves avotus, no
mikroorganismiem izol€tas B-galaktozidazes ir visplasak izmantotas vieglas pieejamibas dél,
ka ar1 ir uzradita augstaka produktivitate mikrobialas biokonversijas procesos, tadgjadi
samazinot arT izmaksas (Saqgib et al. 2017). No mikroorganismiem, kurus izmanto B-
galaktozidazu ieguvei, izcelas Aspergillus niger un Aspergillus oryzae (pel&juma sénes),
Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces fragilis un Kluyveromyces marxianus (rauga sénes) un

Bacillus circulans ka bakterialais avots 3-galaktozidazu izolacijai (Illanes 2011).

2. tabula.

[-galaktozidazes avoti (Literattiras avoti: Saqib et al. 2017; Nivetha, Mohanasrinivasan
2017; Mannucci 2009; Luan, Duan, 2022).

Table 2

Sources of 3-galactosidase (Sources: Saqib et al. 2017; Nivetha, Mohanasrinivasan
2017; Mannucci 2009; Luan, Duan, 2022).

Bakteérijas Raugi Peléjuma Augi Dzivnieku audi
Bacteria Yeast sénes Plants Animal tissue
Fungi
L. thermophilus K. fragilis A. foetidus Papaija Zarnas
L. helveticus K. lactis A. niger Zemenes Smadzenes
L. bulgaricus K. marxianus A. oryzae Tomats Placenta
B. circulans C. A. phoenicis Abols Ziditaju
pseudotropicalis séklinieki
B. megaterium A. flavus Avokado Adas audi
B. coagulans M. meihei Kivi Liellopu aknas
B. aryabhattai M. pusillus Melone
L. citrovorum N. crassa Mango
S. lactis Japanu
persiku koki
S.thermophilus Kafijas
pupinas
E. coli Aprikozes
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Pievienojot [-galaktozidazes laktozes saturoSam maisijumam, Vispirms notiek
galaktozil-enzima kompleksa izveide, kura B-galaktozidazes aktivajam centram pievienojas
briva laktozes molekula, un taja pat laika tiek atbrivota viena glikozes molekula, p&c tam Sis
komplekss reagé ar nukleofiliem akceptoriem, kuriem ir hidroksilgrupa, tie var but laktozes
molekula un @idens. Udens gadijuma notiek hidrolizes reakcija, kura tiek hidrolizétas laktozes
galaktozilsaites un atbrivoti tas monosaharidi D-glikoze un D-galaktoze. Paraléli hidrolizei
enzima komplekss reagé ar oglhidratu molekulu ($aja gadijuma laktozi) tada veida izveidojot
trisaharidu (gal-gal-glu, GOS-3), $is trisaharids arT sp&j darboties ka enzima akceptors, tapéc
reakcija var turpinaties, pievienojot papildu galaktozes dalas, rezultgjoties tetrasaharida (gal-
gal-gal-glu, GOS-4), pentasaharida (gal-gal-gal-gal-glu, GOS-5) utt. (1. att&ls). So reakciju
sauc par transgalaktozileSanu, kura ir kin€tiski kontroléta reakcija, ka rezultata maisijuma ir
GOS ar vairakam galaktozes molekulam un vienu glikozes molekulu gala, un reakcijas
rezultata pari palikuso disaharidu laktozi un monosaharidiem: galaktozi un glikozi (Vera et al.
2016; Mannucci 2009). Augsta laktozes koncentracija maisijuma stimul€ transgalaktoziléSanas
norisi, tada veida stimulgjot paaugstinatu GOS produkciju. Ja laktozes koncentracija ir zema,
tiek veicinati hidrolizes procesi, kad tidens molekulas strada ka akceptori. Tacu arT, ja sakotngja
laktozes koncentracija ir bijusi augsta, péc laika, kad ir sasniegta maksimala iesp&jama GOS
koncentracija, sakas hidrolizes procesi, kura tiek atbrivotas galaktozes un glikozes molekulas,
tada veida samazinot GOS daudzumu maistjuma, tap&c ir svarigi reakciju apstadinat taja brid,

kad GOS iznakums ir visaugstakais (Vera et al. 2016; Saqib et al. 2017).
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1. att€ls. GOS enzimatiskas biosintézes shema (Avots: Vera et al. 2016).

Figure 1. Scheme of GOS enzymatic biosynthesis (Source: Vera et al. 2016).
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1.4.2. Fermentacijas parametru ietekme uz galaktooligosaharidu biosintézes

iznakumu

Ir vairaki faktori, kas ietekmé galaktooligosaharidu (GOS) iznakumu, un tiek uzskatits,
ka visnozimigakais no tiem ir enzima avots, jo enzima izcelsme ietekmé glikozidisko saiSu
veidosanos. Komercialas B-galaktozidazes var tikt ieglitas no dazadiem mikroorganismiem,
tacu popularakie piena industrija izmantotie celmi B-galaktozidazu produkcijai priek§ GOS
sintézes ir Aspergillus oryzae, Bacillus circulans un Kluyveromyces lactis. Mikroorganisma
izcelsme ietekmé& enzima darbibai optimalako pH veértibu, GOS iznakumu un temperatiru.
GOS iznakums reakcijas maistjuma parasti varieé no 20% lidz 45% (Vera et al. 2016). Saja
pétijuma tiek izmantotas B-galaktozidazes, kuras izolétas no A. oryzae un B. circulans.
Enzimam, kur§ iegiits no A. oryzae, optimalaka pH vértiba ir aptuveni 4,5, pie augstakam
vertibam transgalaktoziléSanas aktivitate samazinas, optimalaka temperatira varié no +40°C
lidz +60°C, un augstakais iegiitais GOS iznakums ir aptuveni 30% (Vera et al. 2011). GOS
maisijums, kur$ iegiits biosintézes laika ar A. oryzae [3-galaktozidazém, galvenokart sastav no
trisvertigajiem galaktooligosaharidiem (GOS-3), péc tiem seko GOS-4 un vismazako
proporciju sastada GOS-2, GOS-5 un GOS ar augstakam vértibam (Illanes 2011). Salidzinosi
B-galaktozidazu, kuras iegitas no B. circulans, ierosinato transgalaktoziléSanas procesu
aktivitate ir visaugstaka pie pH vertibas 6, temperatiiras preferences ir tadas pasas ka no A.
oryzae ieglitam enzimam, respektivi no +40°C lidz +60°C, un GOS iznakums ir aptuveni 40%
(Torres et al. 2010). Savukart ir novérojams vienmérigs sadalijums starp GOS-2 lidz GOS-5

maistjuma, tacu GOS, kuru vertiba ir augstaka par 5, Tpatsvars ir zems (Panesar et al. 2006).

Ar1 substrata koncentracija un temperatiira ietekmé galaktooligosaharidu iznakumu.
Petfjumi ir sniegusi neapSaubamu parliecibu, ka augstaka laktozes koncentracija rezultgjas
lielaka GOS iznakuma. Ir min&tas daZadas laktozes koncentracijas GOS biosintézei, tacu tiek
uzskatits, ka optimalaka laktozes koncentracija ir sakot no 30% lidz 40% (w/v), tau nereti
pétijumos laktozes koncentracija tiek palielinata ari 1idz 50% un 60% (w/v) (Vera et al. 2012;
Torres et al. 2010). Laktozes koncentracija nosaka ari GOS polimerizacijas pakapi (DP), tada
veida ietekméjot GOS-3, GOS-4 un citu vértibu GOS proporcionalo novietojumu reakcijas
maisijuma (Vera et al. 2016). Paralgli lielu lomu sp&lé ari temperatira, respektivi, augstaka
temperatiira nosaka laktozes hidrolizes un transgalaktoziléSanas reakcijas atrumu, ka ar1 tiek
ietekméta laktozes $kidiba, laujot palielinat laktozes koncentraciju reakcijas maisijuma. Tacu,
lai sasniegtu maksimalo GOS biosintézes iznakumu, temperatiira nevar parsniegt enzima

inaktivacijas temperattru. Petijumos tiek minéts, ka optimalaka temperatiira GOS biosintezei
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ir no +40°C Iidz +50°C, tada veida izslédzot iesp&jamibu, ka maisijuma esosais enzims tiks

inaktivets reakcijas laika (Torres et al. 2010; Vera et al. 2016).
1.4.3. Galaktooligosaharidu attiriSana

Péc laktozes hidrolizes un transgalaktoziléSanas reakcijam, maisijuma paliek
monosaharidi galaktoze un glikoze un disaharids laktoze. AtbrivoSanas no laktozes maisijuma
ir svariga, lai produktu varétu pateérét ar1 cilvéki ar laktozes nepanesibu, savukart atbrivosanas
no monosaharidiem samazina produkta kalorisko vertibu, tada veida laujot to patérét cilvékiem,
kuriem ir diabéts. Tapéc GOS attiriSana no Siem oglhidratiem ir viens no galvenajiem
izaicinagjumiem GOS razo$ana. Var tikt lietota GOS attiriSana ar membranu tehnologijam, tacu
tas ir salidzinos$i dargs process (Vera et al. 2016). Tacu ir iespjams ari izmantot
mikroorganismus, kur selektivas fermentacijas laika tiek novakti nevajadzigie oglhidrati, tada
veida palielinot GOS koncentraciju maisijuma. Ir pétits raugu Saccharomyces cerevisiae,
Kluyveromyces lactis un Kluyveromyces marxianus piclictojums oglhidratu selektivai
novaksanai no GOS, kuri iegiiti no piena, veicot oglhidratu biokonversija ar R-galaktozidazém
(Sangwan et al. 2014; Aburto et al. 2016; Vigants et al. 2019). Tacu ir novérots, ka, izmantojot
raugus selektivai oglhidratu konversijai, gala produktam p&c fermentacijas piemit raugiem
specifiska garSa un smarza, kas patérétajiem nav patikama. Ir veikts pétijums, kura ir
izmantotas pienskabas bakterijas (Lactobacillus helveticus) prieks GOS attirisanas no laktozi

saturo$am stikalam (Sangwan et al. 2014).
1.5. Piena permeats

Partikas un lauksaimniecibas organizacija (FAO, The Food and Agriculture
Organization of the United Nations) katru gadu sagatavo parskatu par Pasaules piena tirgus
attistibu. 2020. gada Eiropas Savieniba (EU) kopg@jais saraZotais piena daudzums bija 236
miljoni tonnas, tad&jadi ierindojoties 2. vieta pec Azijas valstim, kuras tika sarazoti 379 miljoni
tonnas piena, un, iedzivotaju populacijai augot, gadu gaita ir novérojama tendence sarazota
piena daudzumam pieaugt galvenajos pasaules regionos (FAO 2021). Sociali ekonomiskie
faktori (ekonomikas attistiba, urbanizacija) ietekme patérétaju uztura prasibas — partikas preces
ar augstu proteina saturu tiek saistitas ar veseligu dzivesveidu, tapéc tadi produkti ka piena vai
stikalu proteina koncentrati un izolati arvien aktivak ienak tirgi un attistas (Henchion et al.
2017). 2020. gada EU-27 valstis (iznemot Lielbritaniju) kopgja pilnpiena pulvera produkcija
sasniedza 338 tukstosus tonnas, vajpiena pulvera produkcija — gandriz pusotru miljonu tonnas

(1440 000t) un stkalu pulvera produkcija — tuvu diviem miljoniem tonnas (1 969 000t)
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(European Comission 2021). Savukart 2020. gada Amerikas Savienotajas Valstis kopgja piena
proteina koncentratu produkcija sasniedza aptuveni 94 tukstoSus tonnas un siikalu proteina
koncentratu produkcija — 217 tikstoSus tonnas, bet sikalu proteina izolati — aptuveni 53
tukstosus tonnas (USDA 2021). Lai gan dotos datus par Eiropas Savienibas un Amerikas
Savienoto Valstu piena produktu produkciju nav viegli salidzinat atSkirigo kategoriju del, ir
skaidri redzams, ka piena produktu razosana notiek lielos apjomos, un, zinot, ka globala piena

industrija vel turpina augt, ir sagaidams, ka skaitli gadu gaita klas vél lielaki.

Pie augsta proteina saturoSu produktu razoSanas apjoma sagaidama ari augsta
blakusproduktu produkcija. Piena mineralvielas, laktoze, siikalu permeats, bezlaktozes
permeats un piena permeats ir blakusprodukti proteinu koncentratu un izolatu razoSanas
procesiem (Burrington, Schoenfuss 2014). Izolati no koncentratiem at$kiras ar proteina
koncentraciju produkta, respektivi izolatiem proteina saturs ir virs 90%, bet koncentratiem zem
90% no sausnes masas (Meena et al. 2017). Piena proteina koncentratus razo ar membranas
tehnologiju — ultrafiltraciju. Ultrafiltracijas procesa spiediens ir piena virzitajspéks un plisma
notiek paraléli membranai, kura atdala makro molekulas no mazakam molekulam, $aja
gadijuma — mikroorganismus, proteinu un tauku molekulas no laktozes un mineralsaliem.
Velak, atdalot pari palikuso laktozi, tauku molekulas un izzavgjot iegiito retentatu (proteina
maisijumu), iegilist piena proteina koncentratus un izolatus. Filtratu, kur§ plast cauri
membranai, sauc par piena permeatu, un tas satur loti daudz Gideni un udeni $kistoSas
komponentes. Piena permeata ieguvei izmanto vajpienu ar 0,05% tauku saturu vai pienu, kas
paredzéts ikdienas patérinam ar 1,5 — 3,5% tauku saturu. Ja sakotngji tiktu izmantotas siikalas,

tad iegiitais filtrats biitu siikalu permeats (de Wit 2001; Bylund 1995).

Ultrafiltracijas rezultata piena permeata ir laktoze, proteins, pelni, tauki un dazadi
mineralsali. 3. tabula ir apkopojums no dazadiem avotiem par piena permeata pulvera sastavu
un pH. Piena permeata loti mazos daudzumos ir sastopami proteini (ap 4%) un tauki (zem 1%),
jo tie tiek atdaliti ultrafiltracijas procesa un lielaka dala paliek retentata. Ir sastopamas ari
vertigas mineralvielas, aminoskabes, dazadi vitamini, ka, pieméram, riboflavins (B2 vitamins),
kur$ dod stikalam un permeatiem dzelteno nokrasu (de Wit 2001; Menchik et al. 2019). Piena
permeatam pH ir ap 6, kas ir lidzigs saldajam siikalam, kuram pH ir aptuveni 6,3 (Huma et al.
2015). Tacu lielako dalu no permeata pulvera masas aiznem laktoze (aptuveni 80%), tap&c tas
nav paredzets ikdienas pat€rinam, ka art tam ir augsts galveno piesarnotaju raditajs - kimiska
(KSP) un biologiska (BSP) skabekla patérina koeficients. P&tljuma, kura pétija piena parstrades
blakusproduktu sastavu, piena permeata KSP vértiba vari€ja no 127 g/l Iidz 142 g/, bet BSP
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vertiba bijano 110 g/l Iidz 182 g/1. Cita pétijuma KSP veértiba piena permeatam bija 55 g/I. Lai
gan informacija par Eiropas Savieniba maksimali pielaujamam KSP un BSP vértibam piena
parstrades notekiidenos ir diezgan limit€ta, abi autori min, ka iegltie rezultati ir augsti un
tadgjadi ir nepiecieSama speciala apstrade pirms piena permeatu var noglabat ka atkritumus
(Menchik et al. 2019; Wang et al. 2009). Lai samazinatu sarazota permeata daudzumu un
ierobezotu iesp&jamo vides problému rasanas c€lonus, tiek pielietotas dazadas prakses, ka
pieméram, permeata maisiSana ar citiem piena produktiem, pulvera izbarosana
lauksaimniecibas dzivniekiem, laktozes atdaliSana, lai to izmantotu €dinaSana un farmacija, vai
arl, nemot veéra augsto laktozes koncentraciju, izmantot piena permeatu ka substratu
enzimatiskam biokonversijam un laktozes fermentacijas procesos ar pienskabajam baktérijam

(Lorenzen et al. 2013; Paseephol et al. 2008).

3. tabula
Piena permeata pulvera kimiskais sastavs.
Table 3
Chemical composition of milk permeate powder.
Parametri Shrestha et al. ADPI 2015 Durham 2009 Menchik et al.
Parameters 2008 2019
Proteini 5,3% 3 — 5%, min 2% ~5,9% ~2,4%
Laktoze 85% 78-88%, min 76% ~ 84% ~79%
Tauki 0,25% 0-1%, max 1,5% <0,18% ~0,07%
Pelni 7,5% 8-11%, max 14% ~8,2% ~8,4 %
pH - 55-6,6 6,6 6,37

1.5.1. Piena permeata pielietojums biotehnologija

Piena permeatam ir labas funkcionalas ipaSibas, kuras var tikt izmantotas dazados
pétijumos, lai veidotu jaunus produktus un sastavdalas dazadu industriju attistiba, tad€jadi tiktu

arT samazinats slogs uz tehniskajiem procesiem, ar kuriem notiek permeata attiriSana, lai to

varétu noglabat ka atkritumus.

Goldar et al. (2016) pétnieku grupa izveidoja analogu jogurta veidu, kurs$ ir atbilstosSs
fenilketontirijas (FKU) pacientu €dinasSanas prasibam. P&tijuma tika izmantots ultrafiltréts
piena permeats un bez-piena kréma pulveris (non-dairy creamer) dazadas koncentracijas,
pievienojot tos iepriek$ sagatavotai jogurta masai. Tad tika pievienotas trans-glutaminazes un

starteris. Ka starteris jogurta fermentacijai tika izmantots Lactobacillus delbrueckii subsp.
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bulgaricus un Streptococcus thermophiles maisijums. Tika pétits skabums un fenilalanina
saturs jogurtos, méritas kalorijas un noteiktas organoleptiskas 1paSibas. Autori secinaja, ka
piena permeats paskabindja jogurtu uzglabasanas laika, par ko ir atbildigas pienskabas
bakterijas, kuras pienskabes produkcijai izmantoja piena permeata esoso laktozi. Noveérojumi
liecinaja, ka piena permeata izmantoSana analoga jogurta izveidg, ir piemérota FKU pacientu
dietai.

Lai iegiitu etikskabi, Talabardon et al. (2000) veica vairakus eksperimentus, kuros véroja
heterofermentativo baktériju Clostridium thermolacticum un homoacetogéno baktériju
Moorella thermoautotrophica (ieprieks Clostridium thermoautotrophicum) kokultiiras sp&ju
fermentet laktozi un piena permeatu Iidz etikskabei anaeirobos termofilos apstaklos.
Fermentacija tika veikta immobiliz€tu Stinu bioreaktora, kurs tika izgatavots no apvalkotas
stikla kolonnas, pilditas ar Skiedru slani, lai varétu sasniegt augstu $iinu blivumu un tam butu
vieglak izturét pieaugoSo metabolitu koncentraciju. P€tnieki barotnei pievienoja rauga
ekstraktu, jo tika novérots, ka tas paatrina fermentaciju. Rezultatos augstaka sasniegta
etikskabes koncentracija bija 25,5 g/l un iznakums — 0,96 g/g no 1g laktozes, izmantojot piena
permeatu ka oglekla avotu fermentacijas procesos. P&tnieki secindja, ka piena permeata
izmantoSana ka substrata elements termofilo bakteriju fermentacija, ir efektivs veids etikskabes

razo$anai, jo konkrétajos apstaklos etikskabes iznakums bija tuvu 100%.

Laktulozes enzimatiskai producéSanai no piena permeata, Paseephol et al. (2008)
pétnieku grupa izmantoja uz kalcija karbonata bazetus katalizatorus — austeru ¢aulas pulveri un
kalkameni laktozes izomerizacijai piena permeata. Pirms izomerizacijas piena permeats tika
deprotenizets, lai izvairitos no laktozil-amino savienojumu klatbiitnes laktulozes ieguves
procesa laika. Maksimalais laktulozes iznakums bija 22%, izmantojot aptuveni 50% no
sakotngjas laktozes Skiduma. Ir zinams, ka laktuloze darbojas ar1 ka prebiotikas cilvéka zarnu
trakta, un to parasti izmanto ka oglekla un energijas avotu piena produktos, kuriem pievienoti
probiotiskie celmi, tapec petnieki analizgja arT laktulozes sirupa ietekmi uz dazadu probiotisko
celmu augSanu. Rezultata tika secinats, ka piena permeats ka Iets un viegli pieejams piena
industrijas blakusprodukts, un, nemot véra, ka tam ir augsta laktozes koncentracija, ir labs
substrats laktulozes producéSanai, ka ar1 laktulozes sirups atbalstija komercialo probiotisko

celmu (Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus) augsanu.

Zokaityte et al. (2020) p&tijuma autori no piena permeata izveidoja funkcionalu dzgrienu

prototipus, izmantojot 10 dazadus pienskabo baktériju celmus fermentacija ar piena permeatu
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ar vai bez abolu sulas razoSanas blakusproduktu (séklu, mizas, lignocellulozes maisijums)
pievienoSanas. Pienskabas bakterijas tika inokul€tas piena permeata un inkubétas anaeirobos
apstaklos, un velak Siem paraugiem tika pievienots/nepievienots abolu blakusproduktu
maisijuma pulveris. Petljuma gaita tika merits arT laktozes un galaktooligosaharidu (GOS)
saturs dzerienos. Augstakais GOS iznakums (26,80mg/100ml) tika ieglits piena permeata
fermentacijas laika ar Pediococcus acidilactici, neizmantojot abolu piedevas. GOS veidoSanas
sados dz€rienos, izmantojot piena permeatu, uzlabo to Tpasibas, jo GOS strada ka prebiotikas
cilvéka zarnu trakta. Labakas atsauksmes no patérétajiem, kuriem lava veértét un nogarsot $os
dz€rienus, bija tieSi tiem dz€rieniem, kuriem pievienoja abolu piedevas. No komerciala
viedokla iegtitie rezultati izce] piena permeata potencialu raudzetu dz€rienu izgatavosana, ka
arT $adu dz€rienu izveide atbalstitu pat€rétaju v€lmi uztura lietot veseligus un funkcionalus

produktus.
1.6. Sinbiotikas

Vards “sinbiotikas” ir grieku izcelsmes, un ta nozime ir — kopa (syn.ovv) un dzive (biotic:
S 10¢) (Kolida, Gibson 2011). Sinbiotikas ir produkti, kuros ir prebiotikas sinergiska vai
komplementara kombinacija ar probiotikam. Sada kombinacija palidz probiotiskajiem
celmiem parvarét stresa apstaklus, respektivi pétijumos ir noverots, ka Sada produkta
patéréSana uzlabo probiotisko celmu izdzivotibu gremoSanas sist€éma, mazinot griitibas, ar

kuram tas saskaras cela 1idz zarnu traktam (Pandey et al. 2015).

Sinbiotiku (tapat ka probiotiku un prebiotiku) pamata ir vélme radit produktus ar
pievienoto veértibu, tadgadi uzlabojot zarnu mikrobioma kvalitati un stimul&jot
mikroorganismu augSanu, kuriem ir potenciali aizsargajo$as un inhib&josas ipasibas pret
patogéniem organismiem. Visbiezak izmantotas probiotikas $ados produktos ir Lactobacillus
spp., Bifidobacteria spp., Saccharomyces boulardii, Bacillus coagulans, bet retak izmantotas
ir Lactococcus spp., Enterococcus spp., Propionibacterium spp. Savukart, pie visbiezak
izmantotajam prebiotikam pieder dazadi oglhidratu grupu savienojumi, ka, piemé&ram,
galaktooligosaharidi (GOS), fruktooligosaharidi (FOS), ksilooligosaharidi (XOS), inulins, ka
ar1 ir iespgjams izmantot ari prebiotikas no dabiskiem avotiem — cigorinu saknes, bietes,
kukurtizas, jakona saknes u.c. dabiskas izcelsmes oglhidratu savienojumiem (Pandey et al.

2015; De Vrese, Schrezenmeir 2008).
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Ir divi veidi ka definét sinbiotisku savienojumu:

e Komplementars (papildu) — probiotisko celmu piemekléSana ir balstita
konkrétas veselibas problémas, kuras velas adres&t, un prebiotiku piemeklesana
klat ir netiesa, to uzdevums ir stimulét zarnu mikrobiotas atjaunoSanos un
labveligo mikroorganismu vairoSanos. Prebiotikas var ietekmé&t konkréto
probiotiku aktivitati, tacu tads nav bijis galvenais mérkis.

e Sinergisks — arT $aja gadijjuma probiotiku izv€las attiecigi saimniekorganisma
veselibas stavoklim, kuru v€las labveligi ietekmét, tacu prebiotikas tiek izveletas
pasi tadas, kuras stimul€s konkréto probiotiku augSanu un aktivitati, respektivi
prebiotiku primarais mérkis $aja gadijuma nebils kop&jas zarnu mikrobiotas
stavokla un kvalitates uzlaboSana, bet drizak probiotiku atbalstiSana, lai ta sp&tu

izdzivot gremosanas trakta (Kolida, Gibson 2011).

Galvenie saimniekorganisma ieguvumi, lietojot uzturd sinbiotikas, ietver zarnu
mikrobiotas sastava uzlaboSanos, respektivi Lactobacillus spp. un Bifidobacteria spp. limena
paaugstinaSanos. Tafu ir noverota ari organisko skabju, it 1paSi butirata, limena
paaugstinaSanas, tada veida pastiprinot zarnu sieninas barjerfunkciju, ka ari tiek veicinati
imiinmodel&josi procesi, lai mazinatu iekaisumu. Biomedicinas pétfjumos ir mingta arl
sinbiotiku inhib&josa ietekme uz patogénas Helicobacter pylori kolonizacijas procesiem,
labvéliga ietekme uz MRSA (methicillin resistant Staphylococcus aureus) infekcijas arstésanu,
ka arT sinbiotiku uznemsana paaugstina mineralu (Ca, Mg, P) biopieejamibu un uzlabo aknu

darbibu (Pandey et al. 2015; Kolida, Gibson 2011).
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Pétijuma norises vieta un laiks

Pétijums izstradats Latvijas Universitate, Mikrobiologijas un Biotehnologijas Institiita,
Oglhidratu biokonversijas laboratorija. Adrese: Jelgavas iela 1, Riga. Laika periods: 2020. gada

rudens Iidz 2022. gada pavasaris.
2.2. Materiali

2.2.1. Reagenti, materiali un iekartas

P&tijuma izmantotais piena permeata pulveris ir iegiits no SIA “Baltic Dairy Board”.

Piena permeats tika izmantots ka substrats galaktooligosaharidu (GOS) enzimatiskai iegtiSanai.

Lai iegitu 20% laktozes Skidumu, varglazé tiek iesvérts D-laktozes monohidrata
(SIGMA) pulveris, pievienots destilets tGdens un maisijums uzkarséts, lai veicinatu
homogenitati. legiitais Skidums tiek sterilizéts autoklava +110°C temperatira. Velak tas tiek
izmantots MRS Broth barotnes modificéSanai, lai aizstatu glikozi. Gala iznakuma MRS Broth
barotné ir 5% laktoze. Barotnu pagatavosana, ka ar1 eksperimentos, kuros nepiecieSams tidens,
tika izmantots destiléts tdens, kur§ pieejams Mikrobiologijas un Biotehnologijas institiita

tidens apgades sistéma.

P&tijuma izmantotie laboratorijas trauki: mércilindri, pipetes (5ul, 20ul, 1000pl, 5ml,
10ml), daudzkanalu pipete (300ul), apalkolba (1000ml), mérkolbas, varglazes. Vienreizgjas
lietoSanas materiali un to razotaji ir noraditi 4. tabula, savukart petijjuma izmantotas iekartas

noraditas 5. tabula.

4. tabula
Laboratorijas trauki un vienreizgjas lietoSanas materiali.
Table 4
Laboratory consumables and disposable tableware.
Laboratorijas trauki Razotajs Razotajvalsts
Laboratory consumables Manufacturer Country of manufacture
PipeSu uzgali
96 — laucinu plate Sarstedt Vacija
Petri plates
Kivetes Fisherbrand™ Apvienota Karaliste
Stobrini (50ml, 10ml VWR . . _ .
F,’afafilm;l ) Bemis™ Parafilm® Amerikas Savienotas Valstis
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5.tabula
Laboratorijas iekartas.

Table 5
Laboratory equipment.
Laboratorijas iekartas Razotajs Razotajvalsts
Laboratory equipment Manufacturer Country of manufacture
Analitiskie svari BOECO Vacija
Magnétiskais maisitajs Biosan MSH 300 Latvija
UV laminars FlowFast V Italija
Spektrofotometrs Biochrom Libra S22 Apvienota Karaliste
Autoklavs Fisherbrand™ Apvienota Karaliste
Inkubators-kratitajs Eppendorf Vacija
Inkubators-kratitajs Biosan ES 20 Latvija
HPLC hromatografs Agilent 1100 ASV
Centrifuga CertoClav Austrija
Termostats Biosan ES 20 Latvija
pH - metrs HANNA instruments pH ASV
211

2.2.2. Mikrobiologiskas barotnes

P&tijuma izmantoto mikrobiologisko barotnu sastavs ir apkopots 6. un 7. tabula.

6. tabula

MRS Broth barotne modificéta (bez cukura), razotajs SIGMA.

Table 6

Modified MRS Broth medium (without carbohydrate), manufacturer SIGMA.

Manganese sulphate tetrahydrate MnO4S+4H,0

Sastavdalas Viela (g) uz 1L barotnes
Ingredients Substance (g) per 1L medium
Peptons
Peptone 10
Galas ekstrakts 8
Meat Extract
Rauga ekstrakts 4
Yeast extract
Dikalija fosfats K2HPO4 2
Dipotassium hydrogen phosphate K:HPO4
Natrija acetata trihidrats CH3COONa 5
Sodium acetate trinydrate CH3COONa
Triamonija citrats CeH17N3O7 9
Triammonium citrate CeH17N30O7
Magnija sulfata heptahidrats MgSO4+7H.0 02
Magnesium sulphate heptahydrate MgSQO4¢7H.0 ’
Mangana sulfata tetrahidrats MnO4S+4H>0 005

Tiek pievienots Iml polisorbats 80 (TWEEN ®; Sigma P8074). P&c barotnes

pagatavoSanas ta tiek sterilizéta autoklava +110°C temperatiira.

26




7. tabula
MRS Agar barotne, razotajs SIGMA.

Table 7
MRS Agar medium, manufacturer SIGMA.
Sastavdalas Viela (g) uz 1L barotnes
Ingredients Substance (g) per 1L medium
Peptons
Peptone 10
Galas ekstrakts 5
Meat Extract
Rauga ekstrakts 5
Yeast extract
D(+)-glikoze 20
D(+)-glucose
Dikalija fosfats Ko2HPOg4 5
Dipotassium hydrogen phosphate Ko;HPO4
Diamonija citrats CsH14N207 2
Diammonium citrate CeH14N207
Natrija acetats NaCHsCOO 5
Sodium acetate NaCH:COO
Magnija sulfats MgSO4 01
Magnesium sulphate MgSO4 ’
Mangana sulfats MnSO4 005
Manganese sulphate MnSO4 '
Agars
Agar 12

Tiek pievienots 1ml polisorbats 80 (TWEEN ®; Sigma P8074). P&c barotnes

pagatavoSanas ta tiek sterilizéta autoklava +110°C temperatiira.
2.2.3. Izmantotas datorprogrammas

Iegiito datu apkoposanai un analizei izmantots Microsoft Word, Microsoft Excel, versija

2204. Hromatografijas analizém izmantota Agilent ChemStation.
2.3. Metodes

2.3.1. Seéjmateriala sagatavoSana un optiska blivuma noteikSana
P&ttjuma izmantoti tris komercialie probiotiskie Lactobacillus spp. celmi:

e “nu-trish@ Lactobacillus casei-01” (no Chr. Hansen )
e Lactobacillus casei subsp. rhamnosus (no Mediterranea Biotechnologie)

e “nu-trish@ Lactobacillus acidophilus-05” (no Chr. Hansen)

L. casei, L. casei subsp. rhamnosus un L. acidophilus kulttiras tiek uzglabatas liofilizéta

stavokl originala iepakojuma saldétava -18°C temperatiira. Sterilos apstaklos katra kultiira tiek
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iesveérta atseviskos stobrinos ar modificétu MRS Broth barotni (6. tabula), kurai papildus tiek
pievienots laktozes Skidums, lai rezultata laktozes koncentracija barotné biitu 5%. Kultiiras

inkubg kratitaja (Biosan ES 20). Inkubacijas parametri: 24h, +37°C temperatiira, 100 RPM.

P&c tam ar spektrofotometru (Biochrom Libra S22) tiek mérits Stinu suspensijas optiskais
blivums (OD), iegiistot kvantitativus raditajus par biomasas koncentraciju Skiduma. Stobrini
tiek iznemti no kratitaja, un sterilos apstaklos tiek panemti paraugi, kurus izmantot optiska
blivumu meériSanai. Paraugu materiali tiek iepilditi kivetes un atSkaiditi ar destiléto tdeni.
Optiskais blivums tiek merits pie 580nm vilnpu garuma attieciba pret references kiveti ar

destiléto fideni. MeriSanas diapazons spektrofotometra ir robezas starp 0,04 — 0,200.
2.3.2. GOS fermentativa biosintéze ar 3-galaktozidazeém
P&tfjuma izmantoti 2 komercialie mikrobialie enzimi:

e Lactazyme — B (razotajs GenoFocus), izcelsme: Bacillus circulans.

e Lactase 17MDP (razotajs BIOCATALYSTS), izcelsme: Aspergillus oryzae.
Enzimus uzglaba ledusskap1 +4°C temperatiira.

GOS sintézei tika izmantots no piena permeata pagatavots Skidums ar laktozes
koncentraciju 500g/l. Dota koncentracija izraudzita balstoties uz literatiras un fermentu
razotaju datiem par optimalo laktozes koncentraciju GOS biosintézei. Piena permeata pulveris
pa porcijam tiek iemaisits uzkarséta destiléta Gdeni, ka armT nemot véra augsto laktozes
koncentraciju, iemaisiSana notiek léni. Péc tam $kidumu, nepartraukti maisot, silda +85°C
temperatiira 20-30 minites, lidz tiek iegiita sfrupveida konsistence. Skidumu atdzesé lidz
+50°C un pievieno enzimus koncentracija 1g uz litru piena permeata skiduma. Enzimus pirms
pievienoSanas suspendé neliela tidens daudzuma (5ml). GOS biosintézi veic kolbas inkubatora-

kratitaja (Eppendorf) 24h, +50°C temperatiira, pie kratiSanas atruma 140 RPM.

P&c inkubacijas kolbas tiek uzkarsetas ne zemak ka +90°C temperatiira, lai deaktivizétu
enzimus, un tiek panemti paraugi hromatografijas analizém, lai noteiktu laktozes, galaktozes,

glikozes un galaktooligosharidu (GOS) koncentraciju.

legtitais reakcijas produkts, kas satur GOS, laktozi, glikozi un galaktozi (talak teksta

saukts par GOS maisijumu) tika izmantots probiotisko celmu kultivésanai.
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2.3.3. Probiotisko celmu kultivéSana GOS maisijuma

Lai novertetu, ka barotnes sastavs ietekme& konkréto probiotisko celmu augsanu,

baktgrijas tika kultivétas GOS maisijuma bez un ar piedevam.
Barotnu veidi:

1. GOS maisijums bez piedevam

2. GOS maisijums + modificéta MRS barotne (bez glikozes)

3. GOS maistjums + MRS Broth komponentes bez peptona, galas ekstrakta un rauga
ekstrakta. Mingtas sastavdalas netiek izmantotas to izmaksu dgl. Izmantotas
komponentes: dikalija fosfats 2g/l (KoHPOs); natrija acetata trihidrats 5g/l
(CH3COONa); triamonija citrats 2g/l (CeH17N307); magnija sulfata heptahidrats
0,29/l (MgSO4+7H20); mangana sulfata tetrahidrats 0,05g/1 (MnO4S+4H,0).

4. GOS maisijums + amonija fosfats 2g/l1 (NH4)H2POs). Lai novértétu slapekla un
fosfora avota ietekmi.

5. GOS maisijums + amonija sulfats 2g/1 (NH3)2S0O4). Lai novértétu slapekla avota

ietekmi.
Konkréto komponensu koncentracijas ir atbilstoSas MRS Broth barotnei.

Kad ir nolasttas OD vértibas s€jmaterialam ar katru celmu, ieverojot sterilitati, atseviskos
stobrinos tiek iepildits vajadzigais daudzums séjmateriala, lai gala $kiduma OD=0,5. Siinas tiek
atdalitas no supernatanta un stobrini tiek uzpilditi ar konkréto substrata veidu — MRS Broth bez
laktozes, stdH20O un stdH2O ar atseviski pievienotam komponentem. Katrai barotnei tiek
pievienots GOS maisijums. Nemot veéra, ka laktozes koncentracija GOS maisijuma ir parak
liela priek§ mikroorganismu kultivacijas, GOS maisijums katra stobrina tiek atSkaidits 4 reizes.
Kopégjais stobrina tilpums V=45ml. Barotnes ar inokul&tajam Stinam tiek liktas kratitaja. Katrai

barotnei ir tris biologiskie atkartojumi. Krati$anas parametri: +37°C temperatiira, 100 RPM.

Ik p&c 24h tiek veikta dzivo Siinu skaita novertéSana. Inkubacija tiek veikta 7 dienas,
savukart péc tam stobrini tiek ievietoti ledusskapi +4°C temperatiira, lai noveértétu celmu

1zdzivotibu péc ilgstoSas uzglabasanas ledusskapi.
2.3.4. Dzivo Siinu skaita noteikSana

Lai noteiktu $tnu izdzivotibu barotnés, tiek veikts izdzivotibas tests (Spot-test) Petri
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un ik péc 7 dienam uzglabasanas laika, iegtta Siinu suspensija tiek pilinata 96-laucinu plates
pirmaja (A) rinda, no katra stobrina veicot 4 tehniskos atkartojumus. Nakamajas rindas (B — E)
tiek iepildits stdH20. No pirmas rindas tiek veikts sérijveida atSkaidijums lidz pedgjai rindai.
No bedrites uz bedriti atskaidijums ir desmitkartigs, tada veida nonakot no 107! pirmaja rinda
lidz 107 atskaidfjumam pédgja rinda. Tad iegiitie atSkaidfjumi (no 107 Iidz 10#) tiek pilinati
uz MRS Agar platem, kuras glikozes saturs ir 2%. Katra piliena tiek izséti 5 pl no atSkaiditas
Stnu suspensijas. legiitas Petri plates tiek ievietotas termostata uz 48h +37°C temperatiira. Péc

tam tiek skaitttas izaugusas koloniju veidojosas vienibas.
2.3.5. Oglhidratu kvantitativa noteikSana

Lai novertetu GOS, laktozes, glikozes un galaktozes sastava izmainas inkubacijas un
uzglabasanas laika, paraugi tika analizéti ar HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) metodém, izmantojot augstefektivas Skidruma hromatografijas sistému

Agilent 1100 ar refrakcijas indeksa detektoru G1362A.
Paraugi pirms analizém tika centrifuggti un filtréti caur 0,22pkm celulozes acetata filtru.

GOS, glikozes un galaktozes noteikSanai izmantota Shodex kolonna SUGAR KS-802.
Kolonnas garums 300 mm, iek$gjais diametrs 8mm. Ka mobila faze tika izmantots destiléts
tdens ar plusmas atrumu 0,5ml/min. Kolonnas temperatira +80°C, refrakcijas indeksa

detektora temperatiira +50°C. Kolonna ievadama parauga daudzums 10pkl.

Laktozes koncentracija tika noteikta ar kolonnu YMC-Pack Poliamine Il. Kolonnas
garums 250mm, iekS$€jais diametrs 4,6mm. Ka mobila faze izmantots acetonitrila-tidens
maisijums (65% acetonitrils, 35% tidens). Mobilas fazes pliasmas atrums 1,0 ml/min, kolonnas
temperatiira +25°C, refrakcijas indeksa detektora temperatiira +40°. Kolonna ievadama

parauga daudzums 10pkl.
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3. REZULTATI

3.1. GOS maisijumu sastavs p&c B-galaktozidazu reakcijam

Reakcija tika izmantots no piena permeata iegiits Skidums, kura laktozes koncentracija
bija 50%. Katram skidumam atseviski pievienoja 2 komercialas mikrobialas 3-galaktozidazes:
Lactazyme — B, kura ir iegiita no Bacillus circulans un Lactase 17MDP, kura ir iegiita no
Aspergillus oryzae. P&c 24 stundu biosintézes, enzimi tika inaktivéti Skidumu uzkarsgjot, un

tika noteikta laktozes, galaktozes, glikozes un GOS koncentracija iegiitaja reakcijas maisijuma.

Galaktozes, glikozes, laktozes un galaktooligosaharidu procentualais daudzums no
kopg&jas oglhidratu koncentracijas ir paradits 2. att€la. Procentualas veértibas konkr&tam
oglhidratam aprékinatas no kop&jo oglhidratu koncentracijas. Reakcijas maisijuma, kuram tika
pievienots Lactazyme-B, ir novérojams augsts procentualais galaktooligosaharidu iznakums,
kas parsniedz pusi (51,8%) no kop&jiem cukuriem. Salidzinosi augsts ir ari laktozes un glikozes
iznakums, attiecigi 27,2% un 19,6%, un zemakais bija galaktozes iznakums - mazliet augstaks

par 1% no kopgjas oglhidratu koncentracijas.

m lactazyme-B = 17MDP
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2. attels. Cukuru procentualais (%) iznakums atseviskos reakcijas maisijumos ar 2 pievienotam
R-galaktozidazém: Lactazyme—B un Lactase 17MDP (attela 17MDP), reakcija veikta
inkubatora—kratitaja: 24h, +50°C, 140 RPM.

Figure 2. Percentage (%) yield of sugars in individual reaction mixtures with 2 added -
galactosidases: Lactazyme-B and Lactase 17MDP (17MDP in Figure), reaction performed in
incubator-shaker:24h, +50°C, 140 RPM.
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Savukart, reakcijas maisijuma ar pievienotu Lactase 17MDP (turpmak 17MDP), GOS
iznakums sasniedza tikai treSdalu no kop€jo cukuru daudzuma (29,6%), savukart,
neizreaggjusas laktozes koncentracija bija saglabajusies augsta aptuveni 45% no kopg&jiem
cukuriem. Netika noverotas véra nemamas atskiribas glikozes daudzuma starp abiem reakciju
maisijumiem, reakcijas maisijuma ar pievienotu 17MDP, tas bija augstaks par 0,3%. Savukart

galaktozes iznakums bija par 5% augstaks, salidzinot ar Lactazyme-B reakcijas maisijumu.

Analizgjot iegito GOS no sakotngjas laktozes, tika aprekinats, ka augstako GOS
iznakumu 24 stundu biosintézes procesa iesp&jams iegut ar B. circulans [-galaktozidazi
Lactazyme — B, sasniedzot gandriz pusi no sakotn&jas laktozes koncentracijas, jeb 46%.
Savukart, A. oryzae - galaktozidazes gadijuma parkonvertéSana bija notikusi ar gandriz
treSdalu no sakotngjas laktozes, jeb 29%. Sakotngjas laktozes un kop&jo GOS vertibas pec

reakcijas (g/1) skatit 8. tabula.

8. tabula

Sakotngja laktozes koncentracija pirms B-galaktozidazu reakcijas un kopgja GOS
koncentracija (g/1) péc B-galaktozidazu reakcijas. Reakcija veikta inkubatora—kratitaja: 24h,
+50°C, 140 RPM.

Table 8

Initial lactose concentration (g/l) before R-galactosidase reaction ar total GOS concentration
(g/l) after R-galactosidase reaction The reaction was performed in an incubator-shaker: 24 h,
+50°C, 140 RPM.

Sakotngja laktozes Kopgja GOS koncentracija
koncentracija (g/1) péc reakcijas (g/1)
Pler}a permeats_+ Lactazyme-B 498.2+2.3 228,6+13,1
Piena permeatas + 17MDP 145,8+9,8

Papildus tika noteikts GOS ar dazadu polimerizacijas pakapi (DP) koncentracijas
reakcijas maistjumos ar pievienotam [B-galaktozidazém (3. attéls). Procentualas vertibas tika
aprékinatas no kop&o GOS koncentracijas (g/l). Abos reakcijas maisijumos GOS ar
polimerizacijas pakapi 3 (GOS-3) aizpéma lielako dalu, attiecigi reakcijas maisjjuma ar
Lactazyme-B no kopgjiem GOS, GOS-3 aiznéma gandriz pusi (44%), savukart reakcijas
maisijuma ar 17MDP — vairak ka pusi no kop&jiem GOS, jeb 65%. Novertgjot otras lielakas
koncentracijas, bija noverojamas atskiribas starp enzimiem, respektivi ar Lactazyme-B bija
noveérojams, ka otrs augstakais iznakums ir ar GOS-2, kur tas sasniedza vienu ceturtdalu no
kopgjiem GOS, jeb 25%, tacu ar 17MDP otrs augstakais iznakums bija ar GOS-4, kur tas ar1

sasniedza aptuveni vienu ceturtdalu no kopg&jiem GOS, jeb 24%. GOS-5 procentualais
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iznakums ir zems un tas neparsniedz 8% abos gadijumos, un GOS ar polimerizacijas pakapi,
kas ir augstaka par 5, iznakums ir viszemakais, salidzinot ar par&jiem GOS veidiem. Gan GOS-
5, gan GOS>5 gadijumos ir noverojamas atskiribas starp reakcija izmantotajiem enzimiem,

tacu tas nav lielas un starpiba starp tiem neparsniedz ~1,5%.

m lactozyme-B = 17MDP

=3
~
<
<
©
X
Q
[ar)
<
5 $
® X <
<t (=) -
N g, m
I3
o s g
=) (o))
5 -3 s 5
< ~ UHZ
I L
B -
GOS-2 GOS-3 GO0S-4 GOS-5 GOS>5

3. attels. Dazadu GOS veidu procentualais (%) sastavs atseviskos reakcijas maisijumos ar 2
pievienotam B-galaktozidazém: Lactazyme—B un Lactase 17MDP (attéla 17MDP), reakcija
veikta inkubatora—kratitaja: 24h, +50°C, 140 RPM.

Figure 3. Percentage (%) composition of different types of GOS in separate reaction mixtures
with 2 added BR-galactosidases: Lactazyme-B and Lactase 17MDP, reaction in a incubator-
shaker: 24h, + 50° C, 140 RPM.

Tika konstatéts, ka laktozes parkonvertéSanas process ar Lactazyme — B péc 24 stundu
biosintézes dod augstaku GOS koncentraciju, salidzinot ar Lactase 17MDP, tapéc turpmakajos

petijumos tiek izmantots tieSi no §1 enzima iegitais GOS maisijums.
3.2. Probiotisko bakteriju kultivacija GOS maisijuma ar dazadam
piedevam
Veikta 3 dienu fermentacija divu veidu barotnés — GOS bez pievienotam piedevam un
GOS ar pilnu MRS Broth barotni, kuram bija pievienoti celmi: Lactobacillus casei-01,
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus un Lactobacillus acidophilus-05. Fermentacijas laika

tika nemti paraugi un veiktas HPLC analizes, lai noteiktu cukuru sastdva izmainas katra

barotné.
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4. attéla ir noveérojamas laktozes koncentracijas (g/l) izmainas laika gaita katra no
barotném ar katru no celmiem. Straujakais laktozes koncentracijas kritums ir novérojams
barotngs ar pievienotu Lactobacillus rhamnosus, kur GOS barotn€ bez pievienotam piedevam
laktozes kritums ir 4,8 g/, savukart GOS barotné ar pievienotu pilno MRS barotni, laktozes
kritums ir 6,6 g/l péc 3 dienu fermentacijas. Lactobacillus acidophilus barotnés ari tika
noverots laktozes samazinajums, kur attiecigi tas bija 3,5 g/l (GOS bez piedevam) un 5g/1 (GOS
ar pilno MRS Broth barotni). Zemakas laktozes koncentracijas izmainas tika novérotas ar
Lactobacillus casei celmu, kur atskiriba no L. rhamnosus un L. acidophilus, abas barotn&s
laktozes koncentracijas kritums péc 3 dienu fermentacijas bija minimals. Respektivi tika
noverots 2,2 g/l laktozes kritums GOS barotn€ bez piedevam, savukart 1,9 g/l kritums GOS
barotné ar pievienotu pilno MRS Broth barotni. Starpiba starp L. rhamnosus un L. casei
laktozes iznakumu beigu diena GOS barotn€ bez piedevam bija 2,5 g/l, bet GOS barotné ar
pievienotu pilno MRS barotni 4,6 g/1. Starp barotném laktozes iznakuma starpiba bija augstaka
(1,8 g/1) barotngs ar pievienotu L. rhamnosus.
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4. att€ls. Laktozes koncentracijas (g/l) izmainas laika gaita divas barotn€s: GOS maisijums bez
pievienotam piedevam (GOS) un GOS maisijums ar pievienotu pilno MRS Broth barotni
(MRS); un tris celmiem: Lactobacillus casei-01 (LC), Lactobacillus rhamnosus (LCR) un
Lactobacillus acidophilus-05 (LA). Fermentacija veikta inkubatora—kratitaja: 72h, +37°C, 100
RPM.

Figure 4. Changes in lactose concentration (g/l) over time in two culture medias: GOS mixture
without additives (GOS) and GOS mixture with added complete MRS Broth medium (MRS);
and three strains: Lactobacillus casei-01 (LC), Lactobacillus rhamnosus (LCR), and
Lactobacillus acidophilus-05 (LA). Fermentation was performed in an incubator—shaker: 72h,
+37°C, 100 RPM.
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Aprekinot laktozes kritumu no sakotngjas kop€jo oglhidratu koncentracijas (g/l), tika
konstatéts, ka L. casei gadijuma ir tikusi utilizéta aptuveni 10% laktoze abos barotnu veidos,
L. rhamnosus gadijuma GOS barotné bez pievienotam piedevam laktozes patérins sasniedza
vienu ceturtdalu no kopgjiem cukuriem, jeb 25%, bet barotn€ ar pievienotu pilno MRS Broth
— 30% no sakotngjas kopgjo cukuru koncentracijas. Savukart, L. acidophilus gadijuma laktozes
patérin$ sasniedza 70% no sakotngjas kop€jo oglhidratu koncentracijas GOS barotné bez
pievienotam piedevam un 50% barotng ar pievienotu pilno MRS Broth barotni.

Glikozes utilizacija L. casei gadijuma ir notikusi gandriz 100% no kop&jo oglhidratu
koncentracijas (g/l), attiecigi 97% GOS barotné bez pievienotam piedevam un 94% GOS
barotné ar pievienotu pilno MRS Broth barotni. L. rhamnosus gadijuma patéréta glikozes
proporcija ir bijusi salidzinos$i mazaks, respektivi 67% GOS bezpiedevu barotné un 40%
barotné ar pievienotu MRS Broth. L. acidophilus gadijuma glikozes patérins ir bijis 41% (GOS
bez piedevam) 94% (GOS ar pilno MRS Broth barotni). Laktozes, glikozes un kopgjo
oglhidratu vertibas (g/1) skatit 9.tabula.

9. tabula

Laktozes, glikozes un kop&jo oglhidratu koncentracijas (g/1) starpiba starp 1. un 3. dienu.
Fermentacija veikta inkubatora—kratitaja: 72h, +37°C, 100 RPM.

Table 9

Difference between lactose, glucose and total carbohydrate concentration (g/l) between 1. and
3. day. Fermentation was performed in an incubator-shaker:72h,+37°C, 100 RPM.

Laktozes patérin§ thoz(e;/gatérugs Kopgjo oglhidratu
(g/1) (starpiba starp - patérins (g/l) (starpiba
1. un 3. dienu) (Starplba.smrp lun3 starp 1 un 3 dienu)
dienu)

LC + GOS 2,02+0,63 19,84+0,19 20,41+221
LC + (MRS+GOS) 3,10+0,67 22,87+0,21 24,32+1,96
LCR + GOS 4,52+0,85 11,91+0,23 17,88+1,57
LCR + (MRS+GOS) 6,85+0,78 9,06+0,25 22,14+1,76
LA + GOS 2,86+0,64 1,68+0,20 4,05+1,45
LA + (MRS+GOS) 4,78+0,51 8,54+0,28 12,2+1,52

Veikta 3 dienu fermentacija 4 veidu barotn€s — GOS maisijums ar MRS Broth
komponentém (bez peptona, galas un rauga ekstrakta), GOS maisijums ar pievienotu amonija
fosfatu ((NHs)H2POs), GOS maisijums ar pievienotu amonija sulfatu ((NH4)2SO4) un, lai

varétu veikt salidzinaSanu, GOS bez pievienotam piedevam. Barotném tika pievienots tikai
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Lactobacillus rhamnosus, jo $is celms uzradija augstu laktozes patérinu, salidzinot ar L. casei

un L. acidophilus.

Laktozes koncentracijas (g/l) izmainas laika gaita katra no barotném ar L. rhamnosus ir
noverojamas 5. att€la. Mazakas laktozes koncentracijas izmainas tika novérotas ar GOS
barotném, kuram tika pievienots amonija fosfats un amonija sulfats, attiecigi kritums bija 3,8
g/l'un 4,2 g/l pec 3 dienu fermentacijas. Savukart lielakais kritums tika novérots GOS barotné
bez piedevam (6,6 g/1), salidzinosi barotné ar MRS komponentém tas bija 5,6 g/l. GOS barotné
bez pievienotam piedevam pirmajas 24 stundas notiek straujakais laktozes patérins (3,4 g/l),

tacu barotn€ ar pievienotu amonija fosfatu, 1eénakais (1 g/1).

I I I
= I
mOh
24h
m 48h
m72h

MRS Amonija fosfats Amonija sulfats GOS maisijums MRS pilna
komponentes bez piedevam

Barotnes veids

30,0

)
o
[=)

N
o
o

=
o
o

Laktozes koncentracija, g/l
H
o
o

o
o

o
o

5. att€ls. Laktozes koncentracijas (g/l) izmainas laika gaita Cetras barotn&s: GOS maisijums ar
MRS komponentém, GOS maisijums ar pievienotu amonija fosfatu, GOS maistjums ar
pievienotu amonija sulfatu, GOS bez pievienotam piedevam; Lactobacillus rhamnosus (LCR).
Fermentacija veikta inkubatora—kratitaja: 72h, +37°C temperattra, 100 RPM.

Figure 5. Changes in lactose concentration (g/l) over time in four culture media: GOS mixture
with added MRS components, GOS mixture with added ammonium phosphate, GOS mixture
with added ammonium sulphate, GOS without added additives; Lactobacillus rhamnosus
(LCR). Fermentation was performed in an incubator-shaker: 72h, + 37°C, 100 RPM.

6. attela ir redzamas kop&jo GOS koncentracijas (g/l) izmainas no pirmas Iidz tresajai
dienai katra no barotném. Tika noveérots, ka barotnés ar pievienotu amonija fosfatu un amonija
sulfatu, GOS utilizacija bija aktivaka, salidzinot ar pargjam barotném, attiecigi 11,5 g/lun 11,6
g/l 3 dienu perioda. Savukart, barotné ar pievienotu pilno MRS Broth barotni, GOS patérins
bija salidzinos$i mazaks — 7,8 g/1, GOS barotné€ bez pievienotam piedevam — 7,6 g/l un barotné

ar pievienotam MRS komponentém — 6,2 g/l.
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6. attels. Kopgja GOS koncentracijas (g/l) izmainas laika gaita cetras barotnés: GOS maisijums
ar MRS komponentem, GOS maisijums ar pievienotu amonija fosfatu, GOS maisijjums ar
pievienotu amonija sulfatu, GOS bez pievienotam piedevam; Lactobacillus rhamnosus.
Fermentacija veikta inkubatora—kratitaja: 72h, +37°C, 100 RPM.

Figure 6. Changes in GOS concentration (g / I) over time in four media: GOS mixture with
added MRS components, GOS mixture with added ammonium phosphate, GOS mixture with
added ammonium sulphate, GOS without added additives. Fermentation was performed by
Lactobacillus rhamnosus in an incubator - shaker for 72h, at a temperature of + 37°C, 100
RPM.

Papildus aprekinot, cik liela proporcija no patérétajiem oglhidratiem aiznem tiesi GOS,
vargja noverot, ka GOS paterin$ ir sasniedzis aptuveni 70% abas barotn€s ar pievienotu
slapekla avotu, GOS barotné bez piedevam GOS utilizé$ana ir notikusi aptuveni 54% no
kopgjiem oglhidratiem, savukart barotnés ar pievienotu MRS — 43% (MRS broth
komponentes), 35% (MRS Broth pilna barotne) no kopg&jiem oglhidratiem. Kopg&jo oglhidratu

un kop&jo GOS koncentracijas izmainas (g/1) ir novérojamas 10. tabula.
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10. tabula

Kopgjo GOS un kopgjo oglhidratu koncentracijas (g/l) starpiba starp 1. un 3. dienu.
Fermentacija veikta inkubatora—kratitaja: 72h, +37°C, 100 RPM.

Table 10

Difference between total GOS and total carbohydrate concentration (g/l) between days 1 and
3. Fermentation was performed in an incubator-shaker: 72h, +37°C, 100 RPM.

Kopgjo GOS paterins Kopgjo oglhidratu patérins
(9/) (9/)
GOS + MRS Broth 6,24+0,37 14,4043 38
komponentes

GOS + amonija fosfats 11,51+0,46 16,21+2,50
GOS + amonija sulfats 11,64+0,43 16,06+3,60
GOS bez piedevam 7,57+0,59 13,86+3,06
GOS + MRS Broth pilna 7,80+0,42 22,14+£3,11

3.3. L. casei, L. rhamnosus un L. acidophilus izdzivotiba un oglhidratu

sastava izmainas kultiveéSanas un uzglabaSanas laika

Lactobacillus casei-01, Lactobacillus rhamnosus un Lactobacillus acidophilus-05 celmi
tika kultivéti GOS barotn€ bez pievienotam piedevam 7 dienas. P&c tam tika veikts
uzglabaSanas tests, kur barotnes ar dzivam Sunam tika ievietotas ledusskapi un turétas 3
nedelas. Paraleli tika nemti paraugi HPLC analizém, lai noteiktu pienskabes un cukuru

izmainas fermentacijas un uzglabasanas laika.

11. tabula ir redzamas pienskabes koncentracijas (g/l) un pH vertibu izmainas 7 dienu
fermentacijas laika. Ir noverojamas atSkiribas starp producétas pienskabes daudzumu.
Respektivi L. acidophilus to bija producgjis vismazak, tacu L. rhamnosus visvairak (starpiba
9,05 g/1). Ari pH izmainas tika novérots, ka L. rhamnosus gadijuma pH no sakotngjas veértibas
bija samazinajies visvairak, respektivi par 39%, L. casei gadijuma novérojams pH vertibas

kritums par 35% un L. acidophilus — par 33%. Kopuma pH vértibas tika samazinatas lidz ~4.
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11. tabula

Pienskabes koncentracijas (g/1) un pH vértibas izmainas Lactobacillus casei, Lactobacillus
rhamnosus un Lactobacillus acidophlus kultivacijas laika GOS barotné bez piedevam.
Fermentacija veikta inkubatora—kratitaja: 7 dienas, +37°C, 100 RPM.

Table 11

Changes in lactic acid concentration (g/l) and pH during cultivation of Lactobacillus casei,
Lactobacillus rhamnosus and Lactobacillus acidophlus in GOS medium without additives.
Fermentation was performed in an incubator-shaker: 7 days, + 37°C, 100 RPM.

Pienskabe (g/) pH

oh 168h oh 168h
LC 9,65+0,01 4,13+0,09
LCR 0,09+0,01 15,84+0,03 6,32+0,09 3,87+0,05
LA 6,79+0,07 4,29+0,20

Kopégjas biomasas koncentracijas izmainas ir paraditas 7. att€la. L. rhamnosus Iidz pat
septitajai dienai uzradija augstu biomasas koncentraciju (KVV virs 10® ml). Piektaja diena
biomasas koncentracija bija augstaka, péc tam ta saka samazinaties. P&c pirmas uzglabaSanas
ned€las tika noverots strauj§ dzivotspgjigo Stnu kritums pec fermentacijas 7. dienas, kur
biomasas koncentracija bija samazinajusies aptuveni Cetras reizes. UzglabaSanas 1. ned€la
dzivotsp€jigo Sunu skaits bija samazinajies aptuveni 5 reizes, savukart 2. un 3. ned€la

dzivotsp&jigo $iinu skaits bija zem 10° KVV/ml.

Salidzinosi, Lactobacillus acidophilus ari uzradija augstu biomasas koncentraciju
fermentacijas laika, ka arT augstakais biomasas pieaugums tika noveérots 5. diena. AtSkiriba no
L. rhamnosus, L. acidophilus uzradija labakos augsanas rezultatus ari uzglabaSanas laika,
biomasas koncentraciju noturot virs 10 KVV/ml arT péc 3. nedélas, kad barotnes tika turétas

zema temperatura.

Lactobacillus casei kopuma salidzinot ar pargjiem celmiem, uzradija viszemako
biomasas pieaugumu. Tapat ka pargjiem celmiem, ari L. casei augstako biomasas koncentraciju
uzradija fermentacijas 5. diena, tacu salidzinot L. casei ar pargjiem celmiem, biomasas
koncentracija 5. diena bija aptuveni 2 reizes zemaka, ka arT starp 7. fermentacijas dienu 1.
uzglabasanas nedelu vargja noverot, ka dzivotsp€jigo Stinu skaits ir sarucis 11dz minimumam
un ari turpmakajas nedélas tas saruka vél vairak, biomasas koncentracijai esot zem 10°

KVvV/ml,
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7. attéls. Lactobacillus rhamnosus (A), Lactobacillus acidophilus (B), Lactobacillus casei (C)
augSanas dinamika kultivacijas laika Iidz 7. dienai un uzglabaSanas laika no 1. 11dz 3. nedglai
GOS maistjuma bez pievienotam piedevam. Fermentacija veikta inkubatora—kratitaja: 7
dienas, +37°C, 100 RPM, uzglabasana veikta ledusskapi: 3 nedglas, +4°C.

Figure 7. Growth dynamics of Lactobacillus rhamnosus (A), Lactobacillus acidophilus (B),
Lactobacillus casei (C) during cultivation up to day 7 and during storage from 1 to 3 weeks in
GOS mixture without added additives. Fermentation was performed in an incubator-shaker: 7
days, + 37°C, 100 RPM, storage performed in a refrigerator: 3 weeks, + 4°C.
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Glikozes, laktozes, kop&jo GOS un kop&jo oglhidratu izmainas fermentacijas un

uzglabasanas laika ir noraditas 12. tabula.

Fermentacijas un uzglabasanas laika ir novérojamas izmainas kop&jo oglhidratu
koncentracija (g/l). Lactobacillus casei gadijuma kop&jo oglhidratu koncentracijas turgjas
augstas gan fermentacijas, gan uzglabasanas laika. Nav novérojams aktivs oglhidratu patérins
— no pirmas fermentacijas dienas 1idz 3. uzglabasanas ned€lai kop€jo oglhidratu koncentracija
ir pazeminajusies par aptuveni 3%. Savukart, L. acidophilus un L. rhamnosus gadijuma
augstakais kop€jo oglhidratu koncentracijas kritums novérojams pirmajas 7 dienas, kad notiek
fermentacijas eksperiments - aptuveni 4% kopgjas oglhidratu koncentracijas Kritums ar abiem
celmiem. Savukart uzglabasanas eksperimenta laika oglhidratu koncentracija ar L. acidophilus
tika samazinata vél par 1% (kopa 5% kritums no sakotng&jas vertibas), savukart, L. rhamnosus

— par 4% (kopa 8% kritums no sakotngjas vertibas).

L. casei gadijuma laktoze nav tikusi bitiski patéréta neviena no eksperimenta stadijam,
savukart ir noveérojams 13% kritums laktozes koncentracija no pirmas fermentacijas dienas lidz
pédgjai uzglabasanas ned€lai ar L. acidophilus, tacu ar L. rhamnosus — 26% laktozes
koncentracijas (g/1) samazinajums. Ar Siem diviem celmiem straujaka laktozes utilizacija ir

notikusi tiesi fermentacijas laika.

Lielakais glikozes koncentracijas kritums fermentacijas eksperimenta laika ir
novérojams ar L. casei celmu, aptuveni 30% kritums, savukart, ar L. acidophilus ir 17%
kritums, bet ar L. rhamnosus — 12%. UzglabaSanas eksperimenta laika nav novérojams augsts

glikozes patérins, respektivi ar nevienu celmu tas neparsniedz 5%.

Ir novérojami kop&jo GOS koncentraciju (g/1) pieaugumi fermentacijas laika. Ar L. casei
— 10% pieaugums, L. rhamnosus — 3% pieaugumus, bet ar L. acidophilus — 2% pieaugums.
Savukart, uzglabasanas laika ir novérojams, ka GOS tiek patéréts. L. casei un L. rhamnosus
gadijuma novérojams 4% piecaugums 3. uzglabasanas ned¢lu laika, ta¢u L. acidophilus
gadijuma kopgjas GOS konentracijas (g/1) pieaugums ir bijis minimals — aptuveni 1%. Tikai L.
rhamnosus gadijuma kop&ja GOS koncentracija péc fermentacijas un uzglabasanas

eksperimentiem ir zemaka par sakotng&jo vertibu.
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12. tabula. Glikozes, laktozes, kop€jo GOS un kopé€jo oglhidratu koncentracijas (g/1)
izmainas starp fermentacijas un uzglabasanas laika GOS maisijuma bez pievienotam
piedevam. Fermentacija veikta inkubatora—kratitaja: 7 dienas,+37°C, 100 RPM, uzglabasana
veikta ledusskapt: 3 nedélas, +4°C

Changes in the concentration of glucose, lactose, total GOS and total carbohydrates (g/l)
between fermentation and storage in a GOS mixture without additives. Fermentation was
performed in an incubator-shaker: 7 days,+ 37°C, 100 RPM, storage performed in a
refrigerator: 3 weeks, + 4°C

Glikozes koncentracija (g/l) Laktozes koncentracija (g/l)

Oh 168h 3. nedéla Oh 168h 3. nedéla
LC 16,18+0,05 | 15,83+0,25 25,23+0,14 | 24,46%0,53
LCR | 22,89+0,25 | 20,28+0,31 | 19,41+0,10 | 24,72+0,70 | 19,18+0,31 | 17,78+0,38
LA 19,07+0,23 | 18,80+0,14 21,18+0,17 | 20,86%0,23

Kopgjo GOS koncentracija (g/1) Kopgjo oglhidratu koncentracija (g/l)

Oh 168h 3. nedéla Oh 168h 3. nedéla
LC 69,50+0,09 | 66,79+0,75 111,58+0,29 | 108,73+0,08
LCR | 62,63+1,23 | 64,14+0,54 | 61,76+0,71 | 111,61+1,85 | 107,42+1,25 | 102,72+0,38
LA 63,81+0,38 | 63,04+0,56 107,41+0,98 | 106,09+0,98

Savukart, skatoties izmainas GOS profila ir novérojams, ka ar L. rhamnosus celmu
izmainas ir notikusas ar visiem GOS veidiem (8. att€ls). GOS profila procentualas vértibas ir
aprékinatas no kop€jas GOS koncentracijas (g/1). Respektivi ir novérojams, ka fermentacijas
laika GOS-2 koncentracija samazinas par 5%, savukart paréjo GOS veidu koncentracijas
pieaug, attiecigi, GOS-3 pieaug par 2,4%, GOS-4 par 1,5%, savukart zemaki procentualo
vertibu pieaugumi novérojami ar GOS-5 (0,5%), GOS>5 (0,3%). Uzglabasanas eksperimenta
laika novérojamas mazas izmainas GOS profila (zem 1%). Ka ar L. casei un L. acidophilus
gadijuma netika noverotas véra nemamas izmainas ne fermentacijas laika, ne uzglabasanas

laika.
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8. attels. GOS profila izmainas fermentacijas un uzglabasanas laika ar Lactobacillus
rhamnosus. Fermentacija veikta inkubatora—kratitaja: 7 dienas, +37°C, 100 RPM, uzglabasana
veikta ledusskapi: 3 nedélas, +4°C.

Figure 8.Changes in GOS profile during fermentation and storage with Lactobacillus
rhamnosus. Fermentation was performed in an incubator-shaker: 7 days, + 37°C100 RPM,
storage performed in a refrigerator: 3 weeks, + 4°C.
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4. DISKUSIJA
4.1. GOS maisfjuma iegiiSana ar divam dazadam B-galaktozidazém

Lai veiktu piena permeata esoSas laktozes enzimatisku biokonversiju, laktozes
koncentracija bija japielago izv€léta enzima optimalakajai koncentracijai. Laktozes
parkonvertésanai Iidz galaktooligosaharidiem, izmanto [3-galaktozidazes, kuras veic ne tikai
laktozes hidrolizi lidz tas monomeériem — glikozi un galaktozi, bet papildus veic ari
transgalaktozilaciju, kur laktoze strada ka B-D-galaktozilgrupu akceptors un veido di-, tri-,
tetra- un augstaku oligosaharidu k&di, veidojot GOS polimérus ar dazadam polimerizacijas
pakapém, tada veida paaugstinot prebiotiku saturu produkta. Ta ka p&tijuma mérkis bija iegit
GOS maistjumu un veikt taja mikroorganismu kultivésanu, lai izvertétu iesp&ju izmantot piena
permeatu ka substratu sinbiotiska produkta ieguvei, bija svarigi izvertét abu B-galaktozidazu

rezultata iegiito reakcijas maisijuma oglhidratu sastavu.

Piena permeata laktozes koncentracija pirms enzimatiskas reakcijas veikSanas bija 50%
un reakcija veikta +50°C temperatiira, kas p&c literatiiras datiem ir optimala koncentracija un
temperatiira GOS ieguvei (Torres et al. 2010). Samazinot laktozes koncentraciju, attieciba starp
fideni un laktozi samazinas, tadgjadi tiek palielinata hidrolizes aktivitate, jo tick uzskatits, ka
tdens arT var stradat ka -D-galaktozilgrupu akceptors (Neri et al. 2009). No ta izriet, ka
reakcijas laika lielaks parsvars biutu uz laktozes hidrolizes procesiem, nevis
transgalaktozilaciju, kas miisu gadijuma nav vélama norise, jo tada veida tiktu samazinata GOS
koncentracija. Savukart, ja laktozes koncentracija biitu augstaka par 50-60%, tad Skidums btitu
parak blivs un lipigs un nebiitu iesp&jams veikt optimalu enzimatisko reakciju (Chen et al.
2002). Laktozes koncentraciju varétu palielinat uzlabojot tas $kidibu, jeb paaugstinot

temperatiiru, bet temperatiiras paaugstinaSana nav iesp&jama dé] riska inaktivét enzimus.

Salidzinot Sos divus enzimus - B-galaktozidazi, kas ieglita no Aspergillus oryzae un
Bacillus circulans, tika novérots, ka augstaka iegiita galaktooligosaharidu (GOS) koncentracija
un zemaka iegiita laktozes koncentracija péc 24 stundu inkubacijas ir ar B. circulans (3-
galaktozidazi. Iemesls tam varétu but tads, ka no peléjuma s€nes iegiitai B-galaktozidazei
optimalaka skiduma pH ir skaba, aptuveni 4,5, ta€u pétijjuma izmantota piena permeata pH ir
tuvak saldajam stikalam, kas ir aptuveni 6,2, rezult€joties zemaka A. oryzae B-galaktozidazes
aktivitate, neka no B. circulans iegiitajai 3-galaktozidazei, kuras optimalaka pH veértiba sakrit
ar piena permeata pH vertibu. ArT zemais GOS procentualais iznakums A. oryzae gadijuma

sakrit ar iepriek§ veiktiem pétjjumiem, kuros minéts, ka augstaka iegtita GOS koncentracija no
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piena produktiem ir 30% (Veraet al. 2011). Zemaka producéta GOS koncentracija ar A. oryzae
R-galaktozidazi varétu biit saistita ar augstu enzima hidrolitisko aktivitati, jo tika novérots, ka
starpiba starp glikozi un galaktozi pec 24 stundu inkubacijas, bija mazaka, salidzinot ar B.
circulans 3-galaktozidazi, kas liecina par to, ka galaktoze netiek izmantota GOS formacijai
(Chenet al. 2002). Ka arT Mozaffar et al. (1985) pétijuma tika pieradits, ka piena esoSie katjoni
neinhib& B. circulans R-galaktozidazes darbibu, salidzinot ar citam B-galaktozidazém, kuras
samazindja savu aktivitati kalcija un natrija klatbiitn€, kas sniedz prieksrocibas izmantot tiesi

B. circulans R-galaktozidazi piena industrija.

GOS sintézes laika var novérot, ka GOS ar dazadu polimerizacijas pakapi (DP)
sadalfjums ir atSkirigs starp reakcija izmantotajam B-galaktozidazém, tacu abu izmantoto B3-
galaktozidazu reakcijas rezultata GOS-3 bija domingjoSais oligosaharids no kopgjiem
producétiem GOS. Ka arT tika noverots, ka pieaugot galaktooligosaharidu polimerizacijas
pakapei, samazinas ta koncentracija reakcijas maisjjuma. Tas ir saistits ar GOS formacijas
specifiku, kur var novérot, ka GOS-4 izveidg ir nepiecieSsams, lai biitu GOS-3, GOS-5 izveideli
nepiecieSams GOS-4 utt., jo Sie saharidi strada ka galaktozes akceptori nakamajas formacijas
stadijas (Sanz-Valero 2009). Ka ari §1s enzima reakcijas ir laika atkarigas - jo ilgaka reakcijas
norise, jo aktivaka ir GOS ar lielaku molmasu sintéze. Saja eksperimenta reakcija tika veikta
24 stundas, jo iepriek§ veikta pétijuma (Vigants et al. 2019) tika novérots, ka pirmajas 24
stundas notiek straujaka GOS produkcija, kura nakamajas stundas nolidzinas un véra nemami
vairs nepaaugstinas, ka ari augstaka sasniegta koncentracija bija ar B-galaktozidazes
koncentraciju 1g/1, tapéc Sie parametri tika pielietoti art $aja petijuma, lai veicinatu augstu GOS
produkciju. legiitie rezultati par GOS profilu un atSkiribam starp abam B-galaktozidazeém sakrit

ar literatiira publicétajiem datiem (Vera et al. 2012; Illanes 2011).

Verts pieminét, ka literatiira iepriek$ ir tikuSas salidzinatas B-galaktozidazes no B.
circulans un A. oryzae ka arno K. lactis, un §is 3-galaktozidazes arT ir popularakie izmantotie
enzimi piena industrija, tacu piena permeata izmantoSana §adam oglhidratu biokonversijam ir
maz aprakstita, tapeéc So divu mikrobialo enzimu salidzinaSana $aja pétijjuma dod papildus
guvumu tieSai neapstradata un nefiltréta piena permeata pulvera izmantoSanai priek§ GOS

sintézes.
4.2. Piedevu ietekme uz GOS maisijuma fermentaciju

Ta ka GOS maistjuma ir vel no hidrolizes pari palikusi galaktoze un glikoze, ka ar1 vél

neizreaggjusa laktoze, ir vélams piemeklet optimalakos fermentacijas apstaklus, lai pienskabas

45



baktérijas fermentacijas laika patérétu nevajadzigos cukurus, turpinatu  veikt
transgalaktozilaciju un hidrolizes procesus un péc iespgjas mazak patérétu GOS. Saja
eksperimenta posma netika veikts izdzivotibas tests, jo pirms dzivotsp&jas novertésanas, bija

japiemeklé optimalaka barotne Lactobacillus spp. kultivésanai.

Lactobacillus spp. aug tikai ar uzturvielam bagatas barotnés (Bernardeau et al. 2006).
Salidzinot GOS maisijumu bez piedevam un MRS $kidro barotni, ir paredzams, ka labakie
rezultati biis ar MRS $kidro barotni, jo ta ir speciali paredzeta pienskabajam bakterijam, un taja
ir atrodamas tadas piedevas ka peptons, rauga ekstrakts, galas ekstrakts un glikoze, kas
pienskabas bakterijas apgada ar visiem tam nepiecieSamajiem elementiem — oglekla, slapekla
avotu, mineralvielam un vitaminiem (Hugo et al. 2016). Zinot, ka GOS maisijums bez
piedevam ir salidzinoSi nabadzigs substrats mikroorganismu kultivé$anai, GOS maisijums tika
papildinats ar MRS Broth barotni (bez glikozes), lai izvértétu, ka notick GOS maisijuma

fermentacija gadijuma, kad ir nodro$inati visi nepiecieSamie augsSanas faktori.

Skatoties laktozes koncentracijas, tika novérots, ka L. casei-01 celms laktozi utilizé
vismazak, salidzinot ar par€jiem celmiem. To var€tu izskaidrot ar to, ka paraléli skatoties
glikozes pat@rinu, tas abas barotnés ir samazinajies par aptuveni 95% no kopgjas oglhidratu
koncentracijas, kas liecina par to, ka Saja gadijuma L. casei primarais oglekla avots ir bijusi
glikoze, nevis laktoze vai GOS, ka tas ir noverots ar pargjiem diviem celmiem. Lidzigu ainu
vargja noverot ari ar L. acidophilus un MRS skidro barotni, kur glikozes patérins bija lielaks
neka laktozes paterins, savukart, GOS barotné bez pievienotam piedevam glikozes patérins bija
uz pusi mazaks, ta vieta utiliz€jot parsvara laktozi. Kopuma visam eksperimenta izmantotajam
pienskabajam baktérijam glikoze ir primarais oglekla avots, kur§ uzreiz ar var tikt pateréts,
savukart laktozes klatbtitné bakterijam ir japroducé B-galaktozidazes, lai var€tu notikt tas
utiliz€$ana, tadgjadi tiek arT paildzinata lag faze (Kolev et al. 2022), tap&c primari tika skatita
laktozes utilizacijas dinamika, jo, ja tiek utiléta laktoze, tad taja gadijuma paral€li var notikt ari
glikozes utilizacija, un tada veida biitu iespgjams atbrivoties no vairakiem nevajadzigiem
oglhidratiem vienlaicigi, tapéc veicot nakamo eksperimentu, tika izmantots tikai L. rhamnosus

celms, kur§ uzradija lielako laktozes koncentracijas kritumu no sakotn&jas vertibas.

Kopuma MRS Broth pievienoSana uzradija pozitivus rezultatus uz oglhidratu utilizaciju,
pateicoties barotné esosajiem elementiem. Barotnei atseviski pievienojot MRS komponentes,
kuru sastava nebija peptons, rauga ekstrakts un galas ekstrakts, salidzinot ar MRS Broth pilno

barotni, tika noverotas atSkiribas cukuru profila izmainas, kas liek domat, ka tieSi peptons,
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rauga un galas ekstrakts ir tie elementi, kuri veicina bakteriju augSanu un aktivu oglhidratu
paterinu. Parasti $ados eksperimentos tiek pievienots papildus proteina avots un dazadi
vitamini, tacu tas uzreiz sadardzina sinbiotiska produkta izmaksas. Kop&ja GOS utilizacija
netika novérotas véra nemamas atskiribas starp GOS+MRS Broth komponentém, GOS+MRS
Broth pilno barotni un GOS barotni bez piedevam, kas dod pamatojumu izdzivotibas testos
izmantot tiesi GOS maisijumu bez piedevam. Iemesls, kapéc MRS barotné esoso elementu
atseviska pievienosana GOS maisTfjumam neuzradija véra nemamus uzlabojumus, varétu but
tapec, ka piena permeata dabiski ir atrodams slapeklis, kalija un magnija sali, kas veicina

pienskabo baktériju fermentacijas procesus (Menchik et al. 2019).
4.3. Izdzivotibas un uzglabasanas testi

Organisko skabju esamiba produkta piedod produktam specifisku skabenu un pattkamu
garSu, tada veida uzlabojot ta garSas profilu, ka arT ir pieradits, ka tas palidz balansgt produkta
saldumu, tapéc biezi vien produktiem skabes tiek pievienotas atseviski, lai nomaské&tu cukura
klatbitni (Reddy et al. 2016). I1zdzivotibas testa (Spot-test) laika novérotas pH izmainas un
pienskabes vertibas ir ciesi saistitas. Tika noverots, ka fermentacijas laikam palielinoties, pH
vértibas samazindjas un pienskabes daudzums palielindjas. Sads novérojums ir saistits ar
pienskabo baktériju metabolismu, kura notiek laktozes hidrolize un péc tam acidogenéze, kuras
laika tiek producéta pienskabe (Tang et al. 2017). Ta ka pétijjuma izmantotas pienskabas
bakterijas ir homofermentativas, vienigais producétais galvenais metabolits ir pienskabe, tapec

pH samazinasanas noritgja tiesa pienskabes ietekmé.

Piena permeatu ka substratu var izmantot dazadu probiotisko mikroorgansimu
audzéS$anai un produktu iegusanai (Hugo et al. 2016). Biomasas piecaugums ir saistits ar
pienskabo bakteriju speju augt sados kontrol€tos, paatrinatos apstaklos un tolerét metabolisma
rezultata pieaugoso organisko skabju klatbiitni barotné (Zokaityte et al. 2020). Tika novérots,
ka dzivo Stinu skaits palielinas fermentacijas laikam palielinoties. Augstakais dzivotspgjigo
Sunu skaits tika noverots piektaja diena, péc tam biomasai samazinoties. Ta ka 5. diena
substrata vél ir pietickosi daudz fermentgjamu oglhidratu, var secinat, ka iemesls talakam
biomasas samazinagjumam ir pH samazinaSanas un substrata uzkrajusas pienskabes
koncentracijai. Pienskabo baktériju skabju tolerances Iimenis ir saistits ar §ina esoSiem
reguléjoSiem mehanismiem — neitralizacijas procesiem, protonu pumpi, Sinu membranas
izmainam u.c. procesiem (Wang et al. 2017). Ta iemesla dg€] ari pie zemam pH vértibam bija

noveérojama dzivotsp&jigo Siinu klatbutne arT péc piektas fermentacijas dienas un 3 nedelu
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uzglabasanas eksperimenta laika. Tacu bija novérojamas atskiribas starp L. rhamnosus un L.
acidophilus. Respektivi L. rhamnosus gadijuma bija novérojama augsta biomasa visu
fermentacijas laiku, kura strauji pazeminajas, kad tika sakts uzglabasanas eksperiments,
savukart L. acidophilus biomasas samazinasanas bija pakapeniskaka un ari 3. uzglabasanas
nedgla bija novérojama dzivotspgjigo §iinu koncentracija virs 10® KVV/ml. Sads novérojums
lieck domat, ka L. rhamnosus izdzivotibu dalgji ietekmé arT straujas temperatiiras izmainas,
kuras uzglabasanas laika bija zem optimalas temperatiiras, tacu L. acidophilus izdzivotibu
vairak ietekmé uzkrajusSos metabolitu koncentracija un pH samazinasanas. Kopuma no visiem

celmiem L. casei uzradija viszemako biomasas koncentraciju.

Pienskabo bakteriju pievienoSana laktozes saturoSiem produktiem var uzlabot produkta
pasibas producéto B-galaktozidazu dél, kuras no laktozes sintezé GOS, tacu enzima izcelsme
tiesi ietekme GOS iznakumu un laktozes hidrolizes aktivitati, un ir novérojamas atskiribas starp
pienskabo bakteriju celmiem (Zokaityte et al. 2020). Ir novérojamas cukuru profila izmainas
starp celmiem, tacu nav noverojama S$o izmainu negativa ieteckme uz kop&o GOS
koncentraciju. Kopuma GOS procentualais iznakums gan fermentacijas, gan uzglabasanas
laika saglabajas augsts — vairak ka puse no kop&jiem substrata esoSajiem oglhidratiem.
Klatesosi bija GOS ar visam analiz&tajam polimerizacijas pakapém, tacu lielako proporciju no
GOS sastadija tiesi GOS ar polimerizacijas pakapi 3. Prebiotiskas 1pasibas tiek piedévéetas tiesi
GOS-3 un GOS-4, tapéc iegutais maisijums var kvalificéties ka prebiotisks (Illanes et al. 2011).
Ta ka pari palikuSie monosaharidi un disaharids laktoze fermentacijas beigas vél joprojam ir
klatesosi, lai samazinatu produkta kalorisko vértibu un padaritu to pieejamu art paterétajiem ar
laktozes nepanesibu, biitu ieteicams pielietot filtracijas metodes, lai atbrivotos no liekajiem
oglhidratiem. BieZi vien sinbiotiska produkta iegtiSana tiek izmantotas kokultiiras ka starteri
oglhidratu selektivai utilizacijai, tacu $ada gadijuma ir japiemekle saderigi celmi to sinergisko
un antagonistisko mijiedarbibu dél, kuras pamata notiek metabolisma procesi (Zokaityte et al.
2020). Ka ar1, piemeklgjot velama produkta ieguvei atbilstoSu probiotiku, ir janem veéra ta
oglhidrata preferences, un konkréta oglhidrata ietekmi uz probiotiku biomasas producésanu
(Watson et al. 2013). Saja pétijuma tika novérots, ka L. rhamnosus ir aktivaks kop&jo
oglhidratu patérina, tatu L. acidophilus uzrada dzivotsp&ju virs 10® KVV/ml visa uzglabasanas
eksperimenta laika, tap&c ka piemérotakais probiotiskais celms sinbiotiska produkta ieguvei no

test€tajiem tris celmiem biitu L. acidophilus-05.
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SECINAJUMI

Piemérotaka B-galaktozidaze optimalakajai laktozes konversijai un GOS produkcijai ir
lactazyme-B, kurs iegiits no Bacillus circulans.

Probiotisko celmu kultivaciju var veikt no piena permeata iegiitaja GOS maisijuma bez
piedevam. Papildus slapekla un fosfora avotu pievienoSana palielina oglhidratu
utilizaciju ar test€tajam pienskabajam bakterijam, bet palielina ar1 GOS utilizaciju, kas
nav v€lama. Papildus piedevu pievienoSana ari palielinatu gala produkta izmaksas.
Fermentacija un uzglabasana ar L. acidophilus un L.casei neizmaina GOS molmasu
profilu, bet L. rhamnosus gadijuma samazinas GOS-2 ipatsvars kop&ja GOS sastava.

. No testétajiem celmiem sliktakos augSanas un izdzivoSanas parametrus uzradija
Lactobacillus casei-01 celms.

Lactobacillus rhamnosus uzrada lielaku oglhidratu utilizaciju, bet Lactobacillus
acidophilus ir labaka izdzivoSana uzglabasanas laika, tad€] no testétajiem probiotisko
baktériju celmiem sinbiotiska produkta iegiiSanai bitu rekomend&jams Lactobacillus

acidophilus.
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