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Kopsavilkums

Bakteriala celuloze (BC) ir biopolimérs ar plasu pielietoSanas potencialu, sakot no
partikas riipniecibas un biomedicinas Iidz elektronikai un kosmeétikai. Neskatoties uz to, BC
rupnieciska razoSana joprojam ir saistita ar zinamam griittbam. Viena no tam ir bakterialo
barotnu augstas izmaksas, kas var sasniegt pat 30% no razoSanas izmaksam. RazoSanas izmaksu
samazinasanai ka alternativu augSanas vidi var izmantot ripniecibas un lauksaimniecibas
blakusproduktus, tostarp stikalas. P&tijumi $aja joma ir joprojam fragmentari un nepietiekami.
Saja pétijuma siikalas tika novértstas ka alternativs substrats BC iegasanai. legitie rezultati
liecina, ka lielaku BC sintézi (1,95 + 0,15 g/L, sausais svars) uz siikalam nodroSina producenta
celms Komagataeibacter rhaeticus P-1463, kas ir par 40 — 50% mazaks neka uz maksligas
standarta Hestrin-Schramm (HS) barotnes. Stikalu enzimatiska pirmsapstrade batiski palielina
BC sintézi lidz 2,41 + 0,04 g/L. Melases ka piedevas pievienosana palielina BC sintézi uz
nehidrolizétam siikalam lidz 2,7 + 0,02 g/L. Izveért§jot rezultatus ir jasecina, ka sikalas ir
perspektivs substrats BC iegiiSanai un talakie p&tfjumi ir nepiecieSami, lai optimizétu BC
iegtisanas tehnologiskos raksturlielumus tam. Magistratiiras p&tijumu ietvaros iegiti rezultati ir
izmantoti publikacijas sagatavoSanai starptautiski recenz&jamaja Zzurnala: Kolesovs S.,
Semjonovs P. 2020. Production of bacterial cellulose from whey — current state and prospects. —
Applied Microbiology and Biotechnology, 104: 7723—-7730.

Atslégas vardi: bakteriala celuloze, stkalas, Komagataeibacter, biopoliméri, etikskabes

bakterijas.



Summary

BC is a biopolymer with many potential uses starting from biomedicine and food industry
to electronics and cosmetics. Despite all the potential applications BC production is associated
with several difficulties. One of them is high costs of bacterial growth media, that can reach up
to 30% of total production costs. In order to decrease production costs, use of alternative growth
media should be considered, for instance, of industrial or agricultural by-products including
whey. There are several studies dedicated on evaluation of BC production by using whey or
lactose-based substrates as an alternative medium for BC producing bacterial growth. However,
the data remain very insufficient. In this work whey was evaluated as an alternative growth
media for BC synthesis. Data show that the highest BC production on whey was reached by K.
rhaeticus P-1463 strain (1,95 + 0,15 g/L, dry weight), which is about 40 — 50 % lower that BC
production on standard HS media with glucose as carbon source. Also, it has been shown that
whey enzymatical pre-treatment increased BC synthesis to 2,41 + 0,04 g/L. Moreover, addition
of molasses as an additive increased BC synthesis up to 2,7 £ 0,02 g/L. It has been shown that
whey still quite a challenging remains substrate for BC production and further research is
required. The results obtained in course of Master’s research are published in the international
peer-reviewed journal (Scopus): Kolesovs S., Semjonovs P. (2020). Production of bacterial
cellulose from whey — current state and prospects. — Applied Microbiology and Biotechnology,
104: 7723-7730.

Key words: bacterial cellulose, whey, Komagataeibacter, biopolymers, acetic acid bacteria.



levads

Bakteriala celuloze (BC) ir perspektivs biopolimers ir izcilam mehaniskam 1pasibam un
plasu pielietosanas spektru, kas potenciali var aizstat vairakus sintétiskus un videi nedraudzigus
produktus. So materialu var izmantot vairakas nozars, pieméram, biomedicina, partika,
iepakojumu materialos, idens attirisana vai elektronika (Azeredo et al. 2019; Blanco Parte et al
2020). Par riipnieciski perspektiviem galvenokart tiek uzskatiti BC producentu celmi no tadam
etikskabas baktériju (EB) gintim, ka Gluconacetobacter, Acetobacter un Komagataebacter
(Gullo et al. 2018).

Neskatoties uz plasu potencialo pielietojuma spektru BC komercializacija joprojam ir
apgritinata augstu razoSanas izmaksu dél (Ul-Islam et al. 2015). Ir zinams, ka izmaksas, kas ir
saistitas ar sintStiskas barotnes izmantoSanu var sasniegt aptuveni 30% no kop&jam razoSanas
izmaksam (Revin et al. 2018). Alternativo substratu, pieméram, siukalu izmanto$ana var
ievérojami samazinat kopg&jas razosanas izmaksas (Jozala et al. 2015). Pie kam ir jaatzimé, ka
stikalas ir problematisks piena riipniecibas blakusprodukts, kas ir saistits ar potenciali lielu
vides kaitéjumu, jo pasaulé tikai ap 50% to tilpuma tiek lietderigi un videi nekaitigi parstradati,
Savukart pargja dala nonak apkartgja vidé, kur nodara lielu kaitgjumu biologiskajai
daudzveidibai (Panghal et al. 2018), vai labakaja gadijuma rada razotajam butiskas izmaksas
tas utilizgjot atbilstosi pastavosajam reguléjumam. Stkalu izmantosana BC iegliSanas procesa
var ieveérojami samazinat BC razoSanas izmaksas, ka arT samazinat stikalu degradgjoso ietekmi
uz apkartgjo vidi.

Sobrid joprojam ir visai maz pétijumu par BC iegii§anu uz siikalam un to sastava
optimizésanas iesp&jam ar noliku palielinat BC produktivitati un samazinat tas razoSanas
izmaksas (Revin et al. 2018; Kolesovs and Semjonovs 2020). Triikst arf pétijumu efektivu BC
producentu atlasei vai genétiskai modifikacijai to izmatoSanai stikalu biokonversija. Papildus
turpmak ir nepiecieSams izvertet stikalu sastava modifikacijas iesp€jas, piemeéram, termiskas
pirmsapstrades metodes, augSanas faktoru piedevu un / vai atSkirigu siikalu hidrolizes
panémienu ietekmi uz BC iznakumiem. Dala no §1 plasa pétijumu loka ir eksperimentali
novertéta un ieklauta $aja magistra darba, vienlaicigi dodot ari padzilinati pamatotu ievirzi
talaku pétjjumu TstenoSana. Magistra darba izstrades gaita ir sagatavots un public&ts
starptautiski recenz€jamaja zurnala (Scopus) raksts p&tijumu téma: Kolesovs S., Semjonovs P.
2020. Production of bacterial cellulose from whey — current state and prospects. — Applied
Microbiology and Biotechnology, 104: 7723-7730.

Ka arf, ir apstiprinats public&Sanai raksts lauksaimniecibas un partikas parstrades nozares
zurnala Semjonovs P., Zikmanis P., Kolesovs S., (2021) No stikalam lidz bioplastmasai. —

Saimnieks, 6 (in press).



P&tijumu aktualitate ir aprobéta nozares starptautiskajas konferences:

Bacterial cellulose production on whey — an overview of prospects. S. Kolesovs,
K. Neiberts, M. Rukliga, P. Semjonovs. 79" International Scientific Conference of the
University of Latvia “Innovative and applied research in Biology”, 05.02.2021, Riga,
mutisks referats;

Partikas pléves jeb &damais parklajums, ko més par tam zinam? K. Juhnevica-
Radenkova, V. Radenkovs, D Seglina, P Semjonovs, S. Kolesovs, P. Zikmanis. LLU
Lauksaimniecibas  fakultates, Latvijas Agronomu biedribas un Latvijas
Lauksaimniecibas un meza zinatnu akad@mijas organiz&td zinatniski praktiska
konference ,,Lidzsvarota lauksaimnieciba 2021”. 25.02.2021 — 26.02.2021, Jelgava,
tezes, 34. Ipp;

Edible coatings for berries: an innovative, perspective and environmentally friendly
approach to berry storage. K. Juhnevi¢a-Radenkova, V. Radenkovs, D. Seglina,
l. Krasnova, P. Semjonovs, S. Kolesovs, P. Zikmanis, M. Ruklia.78" International
Scientific Conference of the University of Latvia “Innovative and applied research in

Biology”, Riga, mutisks referats, tezes, (2): 23-24.

Darbs tiek izstradats no 2020. gada janvara lidz 2021. gada maijam LU Biologijas

Institata ES lidzfinansétu projektu ietvaros:

1.

“Bionoardamo poliméru iegiiSana no atjaunojamiem resursiem auglu aizsargplévju un
iepakojuma materialu izstradei”, kas, sadarbojoties zinatniekiem, lauksaimniekiem
un razoSanas uznémumiem, paredz biopolimeéru parklajumu un iepakoSanas materialu
iegliSanu, izmantojot lauksaimnieciskas un partikas parstrades razoSanas
blakusproduktus, optimizgjot kultivacijas vides sastavu un tehnologiskos rezimus;

“Biopliméru tehnologijas prototipéSana nanostrukturétu izstradajumu iegiisanai no
razoSanas blakusproduktiem”. Darbibas programmas “Izaugsme un nodarbinatiba”
1.2.1. specifiska atbalsta meérka “Palielinat privata sektora investicijas P&A” 1.2.1.2.

pasakums “Atbalsts tehnologiju parneses sistémas pilnveidosanai”.

Darba mérkis: Novertét suikalas ka alternativu substratu BC iegtisanai.

Darba uzdevumi:

Novertet BC sintézes efektivitati dazadiem producentu celmiem stikalu barotne, atlasot

efektivaku turpmakiem pétijjumiem;



e Salidzinat siera siikalu barotni ar maksligam standarta barotném, kuras tiek izmantotas
BC iegtiSanai,
e Modificet siera siukalu barotni, lai palielinatu BC iznakumu, noveértgjot sikalu

pirmsapstrades, hidrolitiskas apstrades un piedevu ietekmi uz BC sintézes efektivitati.



1. Literatuiras apskats
1.1. Bakteriala celuloze

Biomateriali un biopolimeri iegiist ievérojamu nozimi ka perspektivi un videi draudzigi
materiali, kuriem saskatams plass pielietojums dazadas jomas (Yadav et al. 2015). Viens no
sadiem polimériem ir BC — eksopolisaharids, kuru spgj sintezét Aerobacter, Agrobacterium,
Azotobacter, Gluconacetobacter, Pseudomonas, Rhizobium, Sacrina, Dicjeya, Rhodobacter un
citu ginsu bakterijas (Azeredo et al. 2019). Tomér par galvenajiem un ripnieciski perspektiviem
BC producentiem tiek uzskatitas aerobas EB, pie kuram pieder Gluconacetobacter, Acetobacter
un Komagataebacter baktériju gintis (Gullo et al. 2018).

Tiek uzskatits, ka BC tiek sintez&ta, ka iesp&jamais bakteriju pasaizsardzibas mehanisms
no UV stariem un palidzot tam atrasties uz gaisa un $kidruma saskarsmes vietas, lai nodrosinatu
tam nepiecieSama skabekla labaku pieejamibu (Reiniati et al. 2017). BC biosintézes procesa
notiek glikozes 6-fosfata polimerizacija par p-1,4-glikana kédeém (1. att€ls), kam seko §is kédes
(protofibrillas) ekstracelulara sekrécija. Keédém savstarpgji veidojot Udenraza saites,

protofibrillas kristalizgjas, kas noved pie BC mikrofibrillas veidosanas (Lustri et al. 2015).
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1. attels, EB Gluconacetobacter xylinus metabolisma shéma un BC sintézes cel§ (Lustri et al.
2015).

Figure 1, Metabolism scheme and BC synthesis pathway of acetic acid bacteria
Gluconacetobacter xylinus (Lustri et al. 2015).



Ir zinams, ka BC piemit augstaka tiriba, salidzinot ar augu celulozi, ta nesatur ligninu,
pektinu un hemicelulozi. Augstaka tiriba tadéjadi padara BC par tehnologiski perspektivu tiras
celulozes avotu. Augu un BC fizikalo un mehanisku ipasibu salidzinajums ir apkopots 1. tabula
Turklat BC biotehnologiska razo$ana samazina nepiecieSamibu iznicinat mezus lai iegiitu augu

izcelsmes celulozi, vai arT parmérigi izmantot lauksaimniecibas zemes (Huang et al. 2014).

1. tabula
Augu celulozes un BC fizikalo un mehanisko ipaSibu salidzinajums (Klemm et al. 2005;
Chawla et al. 2009; Park et al. 2009).

Table 1
Comparison of plant-derived cellulose and BC physical and mechanical properties (Klemm et
al. 2005; Chawla et al. 2009; Park et al. 2009).

Raksturlielumi

Augu izcelsmes

Bakteriala celuloze

celuloze
Skiedru diametrs: protofibrillas | 3,56 15-4
un mikrofibrillas, nm 2500 — 10000 25-100
Polimerizacijas pakape 13000 — 14000 16000 — 20000
Kristaliskums, % 40 - 45 70-80
Porainiba Vidgja Augsta
Vispargja strukturala | Parsvara amorfa Parsvara geometriski definéta,
organizacija 3D tiklveida, kristaliska

Udens absorbcijas lidzsvars, %
Stiepes izturiba, MPa

Elastibas pasibas:
modulis, MPa

Junga

~ 50

~ 120

20-30

> 95

200 - 300

79 —-88

BC ir pazistama ar tadam 1paSibam, ka augsta tiriba, elastiba, augsta tidens noturibas
sp&ja, mehaniska izturiba, augsta polimerizacijas pakape, hidrofilitate, augsta kristalizacijas
pakape, tiklveida 3D nanomatricas struktiira, augsta biosaderiba (Azeredo et al. 2019; Gorgieva
and Trcek 2019; Blanco Parte et al. 2020). Turklat BC Skiedru struktiira var kalpot par
kompozitmaterialu matricu, tadéjadi palielinot ta noderigas ipaSibas, pieméram, hidrofobitati,
elastibu, paaugstinat mehanisko izturibu, ka ar1 antibakterialas, magné&tiskas un vaditspgjas

ipasibas, kas nepiemit pasai BC (Ul-Islam et al. 2015).



2. attels. (A) K. rhaeticus P-1463 sintezéta BC pléve péc 10 dienam statiskas kultivacijas;
(B) BC mikroskiedras skenejosas elektronu mikroskopijas (SEM) attéls (Torres et al. 2012).

Figure 2. (A) BC film synthesized by K. rhaeticus P-1463 after 10 days of cultivation; (B) SEM
micrograph BC microfibers (Torres et al. 2012).

1.2. Bakterialas celulozes iegiiSanas un tas producentu kultivacijas metodes
BC var iegiit, izmantojot statisko periodisko kultivaciju tai skaita ar piebarosanu (angl.
fed-batch) un dzilumfermentacijas metodi ar skabekla pievadisanu un maisiSanu, sintezgjot
bioreaktoros (Azeredo et al. 2019). Talak tiek Tsi aplikotas augstakminétas BC iegiiSanas

metodes.

1.2.1. Statiska kultivacija — ar vai bez piebaroSanas

Statiska periodiska kultivacija metode ir vienkarsakais kultivacijas process, kas visbiezak
tiek izmantots BC razoSanai salidzinosi zemo izmaksu del (Lin et al. 2020). BC sintezgjosa
kultdra tiek inokuléta trauka ar lielu virsmu, kur BC sintéze notiek uz barotnes virsmas, dé|
bakteriju generétas CO2 burbulu inkorporacijas BC pléve. Izmantojot So kultivacijas metodi,
BC pléves parasti pienem trauka formu, kas tiek izmantots. Tas ir noderigi, kad ir nepiecieSams
iegiit konkrétas formas BC pléves, pieméram, $ada pieeja tick izmantota regenerativajas
medicinas materialu iegtianai. Kultivacijas laiks parasti aiznem 5 — 20 dienas. lzmantojot
statisko kultivacijas metodi, svarigs faktors BC iznakuma ir barotnes virsmas / skiduma tilpuma
attieciba. Jo lielaka ir ta attieciba, jo efektivak tiek izmantota barotne, un lielaka BC pléve tiek
sintezeta (Czaja et al. 2004; Lin et al. 2020).

Par galveno trukumu statiskajai kultivacijas metodei var uzskatit salidzinosi ilgaku BC
sintézes laiku un zemu BC iznakumu, kas ierobezo §is metodes izmantosanu industrialajos
mérogos. Statiskaja kulttira izveidojusies BC pléve var traucét Oz piekluvei baktérijam, ka ari
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baribas vielu daudzums barotné tiek pakapeniski izlietots, samazinot BC sintézi (Dubey et al.
2018).

Lai palielinatu statiskas kultivacijas metodes efektivitati, var izmantot piebaroSanas
kultivacijas metodi. Ta ir statiskas kultivacijas metodes modifikacija, kad pé&c noteikta
kultivacijas laika kulttrai tiek pievienota papildus svaiga barotne. Parasti péc lidziga veida
piebarosanas, veidojas jauns BC slanis. P&tfjumi rada, ka piebarosanas metode palidz palielinat
BC iznakumu Ypss no substrata vienibas 2 — 3 reizés (Chen et al. 2013; Dubey et al. 2018).

Tiek izstradati dazadi bioreaktori, ar mérki uzlabot statiskas kultivacijas metodi. Viens
no $adiem bioreaktoriem ir aerosola bioreaktors. Saja bioreaktora augSanas barotne tiek
izsmidzinata uz reaktora iek$gjas virsmas (angl. distribution box), kam seko BC pléves sintéze
un papildus barotnes pievienosana. Izmantojot So metodi, ir iesp&jams iegiit Iidz 9 g/L sausas
BC diena (Hornung et al. 2007). Tomér, §is metodes vél nav komerciali pieejamas un ir saistitas

ar augstam razoSanas un ekspluatacijas izmaksam.

3. attels. BC statiskas kultivacijas metodes: (A) statiska periodiska kultivacija; (B) periodiska
kultivacija ar piebarosanu (Dubey et al. 2018); (C) BC iegiisana, izmantojot aerosola
bioreaktoru (Hornung et al. 2007).

Figure 3. BC static cultivation methods: (A) static cultivation; (B) fed-batch cultivation;
(Dubey et al. 2018); (C) BC synthesis using aerosol bioreactor (Hornung et al. 2007).

1.2.2 Kultivésana bioreaktoros ar maisiSanu un skabekla pievadiSanu
Sis metodes palidz nodroinat labaku O piekluvi baktérijam palielinot BC iznakumu no
substrata vienibas, salidzinot ar statisko periodisko kultivaciju (Blanco Parte et al. 2020).
Papildus, izmantojot $o metodi ir iesp&jams iegit dazada veida BC, piemé&ram, hidrogglus, ka
arT dazada izmé@ra lodiSu vai zvaigznveida BC. Parasti BC struktiira ir atkariga no rotacijas
rezima (Sani and Dahman 2010).
Neskatoties uz to, ka BC sintéze parasti ir liclaka, kad tiek izmantota maisiSanas vai

skabekla / gaisa piespiedu pievadiSana, ar to ir saistiti vairaki trikumi. Pirmais trikums ir
11



saistits ar producenta potencialu mutaciju varbttibas pieaugumu. Izmantojot $adas metodes,
dala producenta Stinu var zaudét sp&ju sintezét BC (BC negativo mutantu veido$anas), kas
noved pie ievérojamiem zaud&umiem. Lai samazinatu BC-negativo mutantu rasanos, tika
piedavats pievienot barotnei etanolu, kas samazina mutantu veidoSanos (Toyosaki et al. 1995;
Son et al. 2001). Otrais trakums ir BC kristaliskuma un polimerizacijas pakapes samazinasanas,
salidzinot ar statisko kultivaciju (Watanabe et al. 1998). Tresais trilkums ir ievérojami lielaks
energijas patérin$ maisisanai skabekla / gaisa piespiedu pievadiSanai, salidzinot ar statisko vai
statisko piebarosanas kultivaciju, kas neprasa lielu energijas patérinu (Chen et al. 2013).

Sis metodes Tstenojamas, izmantojot dazadas konstrukcijas bioreaktorus (Blanco Parte et
al. 2020). Paslaik eksisté vairaki bioreaktoru tipi, kas ir pieméroti BC sintézei: bioreaktors ar
maisitaju (angl. stirred-tank), gaisa pacel$anas (angl. airlift), rotacijas disku bioreaktors
(Blanco Parte et al. 2020). Bioreaktora ar maisiSanu O tiek efektivak piegadats baktérijam.
Gaisa pacelSanas bioreaktora O piegade tiek nodrosinata no reaktora apaksas, tam celoties uz
augSu Stnam tiek pievadits skabeklis. Process ir energétiski efektivaks neka bioreaktora ar
maisitaju (Sani and Dahman 2010).

Rotacijas disku bioreaktora BC pléve veidojas uz specialiem diskiem, kas ir iegremdeti
barotné. Neskatoties uz to, ka var panakt lielaku BC sintézi, tehnologija rotacijas disku
bioreaktoram joprojam atrodas prototipa limeni (Soleimani et al. 2021). Lidzigi ka ar aerosola
bioreaktoru So reaktoru galvenais trikums ir salidzino$i ir augstas konstrukcijas un

ekspluatacijas izmaksas.
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4. Attels. Bioreaktori ar maisiSanu skabekla / gaisa piespiedu pievadisanu (A) Bioreaktors ar
maisitaju; (B) gaisa pacelSanas bioreaktors (C) BC veidoSanas process rotacijas disku
bioreaktora (Sani and Dahman 2010; Soleimani et al. 2021).

Figure 4. Agitated BC cultivation in bioreactors. (A) Stirred-tank bioreactor; (B) airlift-

bioreactor; (C) BC synthesis on rotary disc bioreactor surface (Sani and Dahman 2009;
Soleimani et al. 2021).
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1.3. Bakterialas celulozes izmantoSanas potencials
Ieprieks minéto fizikalo 1pasibu dél BC ir daudz potencialu pielietojumu vairakas jomas,
un to var izmantot, lai iegiitu augstas kvalitates videi draudzigus produktus. Plasakais BC
pielietojums saskatams partikas rtipnieciba, iepakoSanas materialos un biomedicina (Azeredo

etal. 2019).

1.3.1. Partikas riipnieciba

Partikas ripnieciba BC var izmantot ka funkcionalizétu parklajumu produktiem, kas spgj
palielinat to uzglabasanas laiku, ka arT uztura bagatinataju pacientiem ar kunga-zarnu trakta
trauc&jumiem, aptaukoSanos, sirds un asinsvadu slimibam un diab&tu (Cho and Almeida; Shi et
al. 2014). BC partikas parklajumi lautu ievérojami samazinat konservantu un citu kimisko
savienojumu izmantoSanu partika (Rydz et al. 2018). Turklat ir plasi zinams, ka diétas ar augstu
tauku saturu var kaitét cilvéku veselibai. Savukart BC emulsijas var izmantot ka potencialu
tauku aizstajéju partikas produktos, pieméram, kiikas un saldéjuma, nezaudg€jot taukvielam
raksturigas organoleptiskas un tehnologiskas funkcijas, vienlaicigi samazinot produkta
kaloritati (Azeredo et al. 2019). Turklat BC ir gremosSanas trakta mikrobiotai draudzigs
produkts, kas uzlabo cilvéka imiinsistému, samazina iekaisuma procesus un holesterina limeni
asinis (Holscher 2017), ta ir “vispargji atzita par drosu” (angl. generally recognized as safe,
GRAS statuss) (Shi et al. 2014). BC izmantoSanas piemérs partika ir Nata de Coco, ko
tradicionali iegust, raudzgjot kokosriekstu pienu ar EB un iegiistot BC saturoSu Zelejveida

produktu (Phong et al. 2017).

1.3.2. lepakojumu materiali
BC var izmantot ari iepakojuma materialu sastava, kas butu videi draudzigi un
biodegrad&jamai salidzinajuma ar plastmasam, kuras joprojam galvenokart tiek iegiitas no
naftas produktiem, nav biodegradgjamas un ir kaitigs videi un cilvékam (Proshad et al. 2017).
Nemot véra BC mehaniskas 1pasibas, ta ir daudzsolosa alternativa videi draudzigu, izturigu
iepakojuma materialu razoSanai, un nakotng tai ir potencials aizstat fosilas izcelsmes plastmasas

biodegradéjamu iepakoSanas kompozitmaterialu sastava.

1.3.3. Biomedicina
BC ir plass potencials pielietojums biomedicina: pieméram, funkcionalizétie bracu
parsienamie materiali, maksliga ada un asinsvadi, audu inzenierijas matricas, nervu segumi,
fasciju, saistaudu, kaulu un skrimslu protezésana un kirurgija (Wan et al. 2011; Picheth et al.
2017). Jau ir zinams, ka bracu arstésana BC pléves efektivi nodrosina audu regeneracijai
labveligus apstaklus (Gorgieva and Tréek 2019). Sim briidu apstrades materialiem var pievienot
antibakterialus lidzeklus, lai samazinatu infekcijas risku (Rouabhia et al. 2014). BC var
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apvienot ar dazada veida zalém un nodroSinat matricu kontrolétai zalu pievadiSanai
ievainojuma vietai (Pavaloiu et al. 2014; Ullah et al. 2016). Turklat dazadas sintétiskas protézes
biezi nav biologiski saderigas un var izraisit organisma atgra$anas reakcijas, turpreti uz protézes
uz BC bazes ir biologiski saderigas un veicina $tnu proliferaciju, asinsvadu veidoSanu BC

protézu iekSpusé nodrosinot matricas funkciju, (Ul-Islam et al. 2015).

1.3.4. Citas nozares

Elektronika dazadiem BC kompozitmaterialiem ir potencials biit par videi draudzigam
materialam elastigu ekranu (Ummartyotin et al. 2011), gaismas diozu (Legnani et al. 2008),
mitruma un gazu sensoru (Hu et al. 2011) razoSana. Elastigas BC pléves ar magnetita (Fe3O4)
nanodalinam var izmantot magnétiskas rezonanses attélu veidosana (Ul-Islam et al. 2015).

Ir zinots, ka kosmetologija BC produkti jau tiek izmantoti ka sejas adas kopSanas maskas,
galvenokart pateicoties ta sp&jai mitrinat adu un netoksicitatei. Sadas maskas tiek izmantotas
ari, lai mitrinatu pacienta adu pirms operacijam (Ullah et al. 2016).

BC potenciali var izmantot ka imobilizacijas platformu kimiskaja ripnieciba.
Eksperimenti rada, ka BC izmanto$ana enzimu imobilizacijai lava uzlabot riipniecisko lipazu
ipasibas salidzinajuma ar brivajam lipazém (Sheldon and van Pelt 2013). Ir zinots, ka BC
imobilizetas lipazes uzrada uzlabotu aktivitati gan skabos, gan sarmainos apstaklos, ka ari
augstaku aktivitati temperatira lidz 30°C, laujot samazinat energijas patérinu razoSanas
procesos (Cai et al. 2018).

Turklat BC var izmantot filtracijas membranas, lai nodroSinatu porainu graféna oksida

to atzit par perspektivam tdens attirisana (Fang et al. 2016).

1.4. Izaicinajumi bakterialas celulozes iegiiSana un komerecializacija

Neskatoties uz visam BC pielietoSanas prieksrocibam, tas riipnieciska raZzoSana joprojam
ir problematiska, kas kave tas sekmigu komercializaciju. Vairaki uznémumi ir méginajusi
komercializét BC, bet lielakoties m&ginajumi bija neveiksmigi. Devindesmitajos gados dazi
Japanas uzn€mumi un Japanas Nacionalais institiits sadarbojas, lai izveidotu BC razotni. Tomér
efektivu fermentacijas sistému trikuma dé] BC komerciala raZzoSana netika panakta. Turklat
Brazilijas uznémums BioFill Produtos Bioetecnoldgicos izmantoja BC, lai veidotu dazadus
biomedicinas produktu prototipus. Tomér BC iegtisana tika partraukta, jo pareja uz liela méroga
razoSanu nebija veiksmiga (da Gama and Dourado 2018). Joprojam ir tikai dazi BC
komercializacijas méginajumi vainagojas panakumiem. Ka jau minéts ieprieks, Nata de Coco

ir BC izmanto$anas piemérs partika, kas tiek Tstenots kop§ 1954. gada un ko raksturo diezgan
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lieli razoSanas apjomi, kaut arT saméra zems ienémumu limenis un renabilitate (Blanco Parte et
al. 2020). Uznémums Jonsons & Jonsons 20. gadsimta 80. gados uzsaka m&ginajumu BC
komercializ&t plasa méroga. P&tijumi galvenokart tika veikti biomedicinas joma. Neskatoties
uz vairaku patentu un BC produkcijas prototipu izgatavoSanu, uznémums nesasniedza
komercialas razo$anas mérogu, iesp&jams, razoSanas procesu lielu kapitala un raZoSanas
izmaksu dgl. 1996. gada Xylos Corporation ieguva tiesibas izmantot Sos patentus un
2001. — 2003. gada tirgoja vairakus briicu apstrades lidzeklus. 2012. gada So biznesu nopirka
uznémums Lochmann & Rauscher, kas turpina BC produkta razoSanu lidz $ai dienai. Polijas
zinatnieki no Lodzas Tehniskas universitates 2006. gada public§ja rezultatus par BC
pielietojumu dazadas pakapes apdegumu kliniskaja arstéSana. P&c kada laika tehnologiju
nopirka Polijas uzn€mums BOWIL Biotech Ltd., kas ir uzsacis BC briicu parsieSanas materialu
un kosmétikas Iidzeklu razosanu, tirgojot tos ar tirdzniecibas nosaukumu CELMAT® (da Gama
un Dourado 2018).

1.5. Alternativie substrati bakterialas celulozes razo$anai

Ka jau minéts, BC izstradajumu komercializaciju ir griiti panakt to sam&ra augstu
razoSanas izmaksu d&l. Viena no lielakajam problémam ir standarta BC augSanas barotnes
augstas izmaksas, kas var sasniegt 1idz 30% no procesa raZzoSanas izmaksam (Rivas et al. 2004).
Lai samazinatu razoSanas izmaksas, ir jaoptimiz€ razoSanas process un 1pasi BC augSanas
substratu izmaksas. Viens no iesp&jamiem risinajumiem ir alternativu zemu izmaksu oglekla
avotu izmantoSana barotnés (Jozala et al. 2015; Lin et al. 2020). Tapéc par perspektiviem tiek
uzskatiti pétijumi par ripniecibas blakusproduktu un lauksaimniecibas atlikumu izmantosanu
BC razoSana, pieméram, jelglicerins, kas paliek pari biodizeldegvielas raZzoSanas procesos,
auglu parstrades blakusprodukti, melases, un stikalas (Jozala et al. 2015).

Tomeér ar alternativu un I&taku oglekla avotu izmantos$anu, ir saistiti vairaki ierobezojumi
jo tas ietekmé ne tikai BC produktivitati, bet arT tadas tas ipasibas ka kristaliskums, O2 un H2O
caurlaidiba un polimerizacijas pakape. Turklat augSanas barotnes prasibas un BC produktivitate

loti vari¢ starp EB sugam un celmiem (Jozala et al. 2015; Salari et al. 2019).

1.6. Stuikalas ka alternativa izejviela biotehnologiskajos procesos
Ir atzits, ka starp lauksaimniecibas un riipniecibas blakusproduktiem, siikalas ir vienas no
problematiskakajam nemot véra to ietekmi uz vidi, lielus apjomus un relativi mazas efektivas
valorizacijas iesp&jas (Zotta et al. 2020). Piena razoSana un parstrade visa pasaulé strauji pieaug,
parsniedzot 10% ik péc Cetriem gadiem. Piena produktu parstrades laika tikai 10 — 20% piena

apjoma tiek parveidoti par vélamo gala produktu (siers, kazeins, biezpiens, jogurts utt.) t.i.
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80 — 90% sastada sukalas (Panghal et al. 2018). Pasaulé stkalu apjomi gada sasniedz aptuveni
180 — 190 x 10° tonnas (Baldasso et al. 2011). Siikalu sausas masas lielako dalu jeb 70% sastada
laktoze (ka ar1, nelieli daudzumi glikozes, galaktozes, laktulozes un arabinozes). Piena siikalu
labi zinamu augsto biologisko vertibu attiecina uz olbaltumvielu (galvenokart albuminu un
globulinu), aminoskabju, vitaminu (Bs un Bi2), pienskabes un citronskabju, mineralu,
pieméram, kalcija, magnija, fosfora saturu, ka ar citi nenozimigi biologiski aktivi savienojumu
klatbttni (Revin et al. 2018). No visiem piena riipniecibas blakusproduktiem siikalas rada
vislielako vides piesarnojumu (Prazeres et al. 2012).

Stikalu galvena probléma ir ta, ka tikai aptuveni 50% no $1 blakusprodukta tiek atbilstosi
utilizeti vai parstradati, bet pargjie tiek uzskatiti par atkritumiem, jo trikst efektivu turpmako
parstrades tehnologiju. Stuikalas rada lielu organisko slodzi, tap&c tai ir nopietna piesarnojuma
ietekme uz vidi un jo Tpasi uz tdeniem. Stikalam ir raksturigs liels biokimiska skabekla patérins
un kimiska skabekla patérins — attiecigi 27 — 60 kg/m? un 50 — 102 kg/m?3. Tas liecina par siikalu
augstu noturibu pret oksidésanos jeb noardiSanos biologisko vai kimisko oksid&joso agentu
(O2 — ekvivalenti) iedarbiba (Panghal et al. 2018). To nosaka liela organisko vielu, Tpasi
laktozes (39 — 60 kg/m®) koncentracija, kurus noardisanas ir apgriitinata, rezultata radot
nopietnas problémas gan piena riipniecibai, gan argjai videi.

Izskir divu veidu stikalas (3. tabula): saldpiena un skabpiena. Saldpiena stikalas ar pH
5,6 — 6,3 rodas siera razoSanas procesa, ja tiek izmantoti piena recinasanas fermenti, piemé&ram,
himozins vai pepsins. Savukart skabpiena stikalas ar pH 4,4 — 4,6 atdalas skabpiena sieru un
biezpiena razoSana, kad pienu sarecina ar pienskabi, kas veidojas, pienskabes baktérijam

parraudz€jot laktozi (Kaur et al. 2020).

2. tabula
Saldpiena un skabpiena stikalu salidzinajums (Kaur et al. 2020).
Table 2
Comparison of sweet and cheese whey (Kaur et al. 2020).

Sastavs Saldpiena siikalas (siera Skabpiena stikalas, g/L
stikalas), g/L

Kopgja sausna 63-70 63-70
Laktoze 46 — 52 44 — 46
Proteini 6-10 6-8
Laktati 2 6,4
Kalcijs 0,4-0,6 12-1,6
Fosfati 1-3 2-45
Hloridi 1,1 1,1
pH 6-7 <5
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Pedejas desmitgades tika veikti vairaki pétijumi ar meérki atrast jaunas stkalu
valorizacijas metodes un samazinatu stikalu piesarnojoso iedarbibu uz apkartgjo vidi (Koutinas
et al. 2009). Suikalas satur cukuru, kas padara to piemérotu dazadu biotehnologisko produktu
pieejas, kas apkopotas 5. attéla. Papildus 5. attéla minétajiem pielictojumiem ilgtsp&jigu
risinajumu stikalu valorizacijai var sniegt, izmatojot to ka l1&tu fermentacijas vidi daudzveidigu

biopolim&ru un citu bioaktivu savienojumu razo$anai (Zotta et al. 2020), ieskaitot arT BC.

| Sikalas |
Y !

Pielietosana
dazados produktos

Vértigo
komponentu
ieglifana

‘ Laktoze \

Biotehnologiska
parstrade

Partikas

Dzivnieku
bariba

Biokimiska un
enzimatiska
apstrade

Proteini
Polipeptidi
Laktoferins

Laktoperoksidaze

Mikrobiologiska
konversija

produkti

\

Etanols, glicerols, acetons

Aminoskabes

Glikoze
Galaktoze

Bakteridlie polisaharidi
(PHA, PHB, ksantans)
Bioplastmasa t.sk. PLA
Biogaze

Bg un By vitamini

Sakalu pulveris
lebiezinatas sukalas
Sukalu krémi

Stkalu dzérieni
(ieskaitot raudzetus)

Vinéinas proteini
Probiotiki

Organiskas skabes
(pienskabe, etikskabe,
sviestskabe)

5. attels. Stuikalu valorizacijas miisdienigas iesp&jas (Semjonovs et al 2021).

Figure 5. Contemporary methods of whey valorisation (Semjonovs et al 2021).

1.7. Sukalas ka substrats bakterialas celulozes iegiSanai

Sobrid joprojam ir salidzino§i maz pétfjumu, kuros siikalas tika novértétas ka BC
razoSanas substrats. Peétijuma Gluconabacter sucrofermentans B-11267 celms tika izmantots,
lai novertétu stikalas ka alternativu substratu BC iegiiSanai (Revin et al. 2018). Eksperimenti
paradija, ka G. sucrofermentans uz sukalam sintez&ja 5,45 g/L BC (sausais svars), kas ir vairak,
salidzinot ar BC sint&zi uz standarta HS barotnes (2,14 g/L). Produkta maksimalais veido$anas
atrums notika fermentacijas procesa pirmaja diena. Saja laika laktozes daudzums samazinajas
no 42,1 g/L lidz 22,4 g/L, noradot, ka §is celms varéja izmantot laktozi ka oglekla avotu. Saja

pétijuma tika paradits, ka stkalas ir saméra labs alternativs oglekla avots, pateicoties
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galvenokart celma spé&jas hidrolizét laktozi. Tomer péc audzeSanas siikalas tika noveérotas
izmainas BC mikromorfologija un kristaliskuma, salidzinot ar iegiitu Standarta HS barotng.
Izmantojot elektronmikroskopiju, tika noteikts, ka BC mikrofibrilu platums ir 60 — 90 nm un
100 — 180 nm — uz HS standarta barotnes un siikalam, attiecigi. Tika konstatéts, ka kristaliskuma
indekss BC iegiitai uz stkalam bija zemaks (50,2%) neka HS (79,9%) barotné , tadgjadi
domajams, ka samazinot ari tas mehanisko izturibu un padarot to mazak piemérotu
IzmantosSanai tados izstradajumos, kur Sis Tpasibas ir kvalitati noteicosas. Tomer vienlaicigi tika
ar1 paradits, ka audzeSana siikalas neietekm& BC kimisko struktiru (Revin et al. 2018). Ir
jasecina, ka BC augsanas barotnes maini$ana, izmantojot alternativus C substratus, pieméram,
stikalas, razoSanas procesa laika var izraisit BC mikrostruktiiras izmainas, tad€jadi ietekméjot
vélama galaprodukta fizikalas un mehaniskas ipasSibas (pieméram, kristaliskuma indeksu,
polimerizacijas pakapi, molekulmasu, fidens noturibas sp&ju, skabekla un tidens caurlaidibas
atrumu) (Jozala et al. 2015; Gorgieva and Trcek 2019).

Cita pétijjuma tika salidzinats BC iznakums Gluconacetobacter xylinus ATCC 53582
celmam, piena siikalas salidzinajuma ar standarta HS barotni, ka arT ar barotném, kas satur citus
alternativus substratus, pieméram, bojatus auglus, ka ar1 bojatus auglus un siikalu maisijumus
dazadas proporcijas. Eksperimenti paradija, ka, izmantojot stikalu barotni, tika iegtits zemaks
BC sausais svars (25 mg/ml, slapjais svars), salidzinot ar standarta HS barotni (30,8 mg/ml) un
attiecigi bojato auglu barotni (60,2 mg/mL). Tika uzsverts, ka G. xylinus ATCC 53582 vislabak
metaboliz€ monosaharidus, pieméram, fruktozi un glikozi. Tika konstatéts, ka $adas jauktas
barotnes nav efektivakas, salidzinot ar bojatu auglu substratu bez stikalu klatbatnes, tadgjadi
stikalam bija konstatéta negativa ietekme uz BC sintézi, ko gan varétu skaidrot ari ar citiem
faktoriem (piem. Gdens aktivitati, inhibitoru klatbitni u.c., kas pétijuma netika aplikoti). Ka
jau iepriek§ mingts, galvenais C avots siikalas ir laktoze, kas ir disaharids un nav viegli
metaboliz&jams G. xylinus (Jozala et al. 2015) un citam EB kultiiras.

Dazos pétijumos tika novérots, ka stikalu un laktozi saturo$u barotnu izmantosana bija
saistita ar salidzino$i zemu BC produkciju. Viena pétijuma tika Konstatéts, ka
Komagataeibacter sucrofermentans DSM 15973 neefektivi metaboliz&ja laktozi. Bakterijas
speja iegut tikai 1,6 g/L BC, audzgjot laktoz€, savukart, audzgjot saharozg, ta sp&ja sarazot 4,9
g/L BC (Tsouko et al. 2015). Cita pétijuma Acetobacter xylinum spéja sintezét 1,62 g/L BC,
audzgjot uz laktozes. Salidzinajumam — Sis celms sasniedza maksimalo BC produkciju uz
fruktozes 7,38 g/L (Embuscado et al. 1994).

Pargjie pétijumi rada, ka laktoze nenodroSina ievérojamu BC sintézi. Ir paradits, ka siera
stikalu permeats nenodroSina Acetobacter xylinum 10821 un Acetobacter xylinum 23700 BC

sintézi ievérojamu (Thompson and Hamilton 2000). Cits pétijums paradija zemu BC sintézes
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limeni Gluconacetobacter sacchari, kas izoléts no t&jas sénes dzériena, uz HS barotném kas
modificétas aizstajot glikozi ar laktozi (0,31 g/L) un siera siikalu barotné bez papildu piedevam
(0,08 g/L). BC sintézes limeni bija zemaki salidzinajuma ar standarta HS barotném p&c 96 h
kultivésanas, kur tika sasniegti 2,7 g/L (Carreira et al. 2011). Lidzigi, cits p&tijums paradija, ka
Gluconacetobacter xylinus K3 sintezgja vien 0,07 g/L sausas BC uz laktozes (Nguyen et al.
2008). Turklat cita petijuma tika konstatéts, ka G. xylinus ATCC 53524 sasniedza 0,09 g/L BC
produkciju uz galaktozes (Mikkelsen et al. 2009). Minimala BC klatbiitne laktozes un siikalu
saturo$a barotné cita pétijuma tika attiecinata uz s€jmateriala palickam vai brivas glikozes
izdaliSanos laktozes hidrolizes ietekmé (Carreira et al. 2011). Zemu BC produkciju siikalas vai
laktozi saturo$a barotné var izraisit lacZ géna triikkums, kas ir atbildigs par B-galaktozidazes
enzimu, kas nodroSina laktozes hidrolizi glikozes un galaktozes monoméros (Thompson un
Hamilton 2001; Battad-Bernardo et al. 2004).

Ka risinajums tika ierosinata rekombinanta EB celma izveide, kas sp&tu hidroliz&t laktozi
un sintezét BC. levietojot lacZ génu (kodé B-galaktozidazi), tika izveidots Acetobacter xylinum
rekombinantais celms, tad&jadi padarot par iesp&jamu laktozes hidrolizi (Battad-Bernardo et al.
2004). Sis gens kode vienu no trim fermentiem, kas atbild par Escherichia coli sp&ju
metabolizét laktozi. Konstruétais vektors mini-Tn10:lacZ:kan tika ievietots A. xylinus savvalas
tipa celma ar nejausas transpozona mutagenézes cela, tadejadi izveidojot celmu ar sp&ju paterét
laktozi un sintezét BC, iegiistot to sintez&joso celmu A. xylinus 1Tz3. Konstatéts, ka lacZ géns
tika ievietots bakterijas hromosoma. Celms saglabaja hromosoma ievietota géna stabilitati
neselektiva barotné pec vairak neka 60 paaudzém. Mutantu celms 1,82 g/L sintez&ja BC sukalu
substrata, kas nozimé 28 reizes lielaku BC produkcijas pieaugumu, salidzinot ar savvalas tipa
celmu (Battad-Bernardo et al. 2004). Neskatoties uz to, BC iznakums joprojam nebija
pietiekami liels, lai ieviestu So celmu komerciala BC raZoSana.

Cita pieeja BC sintézes efektivizé$anai ir varétu but stukalu sakotngja hidrolitiska
apstrade. To var panakt ar divam metodém: enzimatisku hidrolizi, pievienojot $-galaktozidazes
fermentu laktozi saturo$ai barotnei, vai skabu hidrolizi, ko var panakt, pievienojot skabi enzima
vieta (Amaro et al. 2019) un vélak barotni neitralizgjot Iidz kultirai optimalajam limenim.
Enzimatiskas pirmsapstrades lietderigums tika parbaudits izmatojot p-galaktozidazi sukalu
hidrolitiskajai apstradei. Rezultati paradija, ka $ada siera siikalu enzimatiska pirmsapstrade
uzlaboja G. xylinus PTCC 1734 BC sintézi lidz 3,55 g/L, kas, péc autoru konstat&juma, bija
butiski augstaka par neapstradatam stikalam un augstaka par standarta barotné HS barotng (3,2
g/L) sasniegto (Salari et al. 2019). Cits pétijums apskata BC iegtisanu uz siikalu permeata,
izmantojot B-galaktozidazes enzimu. Saja pétijuma Komagataeibacter xylinus DSM 2325

sintez&ja 6,77 g/L BC uz enzimatiski apstradata sukalu permiata (Rollini et al. 2020). Tomér,
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neraugoties uz efektivitati, enzimatiska pirmsapstrade ievérojami palielina razoSanas izmaksas
(Amaro et al. 2019). Turklat tika noverotas izmainas BC mikrostruktiira, salidzinot ar standarta
barotném, ta, BC kristaliskuma indekss uz stikalam bija 61,86%, kas ir butiski zemaks par
konstatétu BC kristaliskuma indeksu no enzimatiski neapstradatas standarta HS barotnes
(79,07%) (Salari et al. 2019).

1.8. Magistra darba témas aktualitates pamatojums

Nemot véra to, ka BC komercialas razoSanas procesam jabiit maksimali vienkar§am un
rentablam, siikalas var uzskatit par 1&taku substratu BC razoSanai, papildus samazinot vides
piesarnojumu ar piena parstrades blakusproduktiem. Tomér paslaik zinota BC sintéze uz
stikalam vai laktozi saturo$am barotném joprojam ir salidzinos$i zema — Kkas, atsaucoties uz
pieejamiem literatiras avotiem — neparsniedz 8,09 + 0,41 g/L (Semjonovs et al. 2017a), un BC
sintéze dazadiem celmiem ievérojami atskiras. Tapéc ir nepiecieSams intensificét p&tijumus, ar
meérki noveértét BC producentu celmus, kas batu pieméroti stikalu fermentacijai, tostarp nemot
veéra ari uz stikalam sintez&tas BC fizikalas 1pasibas. Lai siikalas varétu kalpot par efektivu BC
sintézes substratu, ir japieliecto EB celmi ar aktiviem lacZ géniem, kas nodroSina laktozes
hidrolizi (Battad-Bernardo et al. 2004), un / vai javeic siikalu hidrolitiska pirmsapstrade.
Neskatoties uz sp&ju hidrolizét laktozi, EB turpmakam metabolismam parasti izmanto tikai
glikozi, atstajot galaktozi neasimilétu (Mikkelsen et al. 2009). Celmu mekl&Sana, kas asimilé
gan glikozi, gan galaktozi, butiski ietekmé un tadéjadi paaugstinatu BC razoSanas efektivitati.
Citu problému varétu saistit nevis ar laktozes metabolismu, bet ar nepietiekamu stkalu
olbaltumvielu hidrolizi. Relativi vaja proteazu aktivitate (Bossi et al. 2006) var bt
nepietickama, lai EB var€tu iegit visas nepiecieSamas augSanas vielas no siikalam, pieméram,
N, kas ierobezo BC sintézi. Sis jautajums joprojam paliek neizpétits. Kaut arT siikalas var
nodroSinat 1etaku C avotu BC sintézei neka parastas sintétiskas barotnes, ta izmantoSana var
izraisit dazu vélamo BC ipasibu zaudéSanu, tadu ipasibu, kas ir butiskas konkréta galaprodukta
kvalitatei. Ir jakonstaté, ka siikalas Sobrid var atzit par diezgan problematisku alternativu
augSanas substratu riipnieciskai BC razoSanai. Tomér turpmaki pétjjumi var uzlabot izredzes
atrast Ietu alternativu augSanas substratu riipnieciskai BC raZoS8anai, ka art stikalu valorizacijas

efektivitates paaugstinasanai.
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2. Materiali un metodes
2.1. Materiali
Izmantotas mikroorganismu kultiiras:
e Komagataeibacter rhaeticus P-1463
e Komagataeibacter hansenii B-22

e Komagataeibacter hansenii DSM 5602

Siera siikalas

Siera siikalas tika sanemtas Nno A/S Rankas Piens. Siikalu sastavs ir apkopots 3. tabula.
Neapstradato sukalu sastava analizes tika veiktas SIA J. S. HAMILTON laboratorija. Laktoze,
glikozes un galaktozes koncentracija tika noteikta, izmantojot laktozes un tas monoméru —

glikozes un galaktozes enzimatiskas kontroles reagentu komplektus (Megazyme, Irija).

3. tabula
Siera stikalu sastavs.
Table 3
The composition of cheese whey.
Sastavs Megrvieniba Koncentracija
Laktoze g/L 47 — 49
Glikoze g/L 08-11
Galaktoze g/L 0,3-04
Proteini g/L 8
Tauki 9/100 g 0,8
Mg mg/100 g 7,83
K mg/100 g 164
Na mg/100 g 48,1
Ca mg/100 g 38,7
Melase

Cukurbiesu melase tika sanemta no SIA Latvijas Lauku Serviss un ir raksturojama ar

sadiem raditajiem: kopg&ja sausna, 80%; saharoze, 47,3%; proteini, 6,2%; pelni 16,62%; kopgjas

mineralvielas 1,9 g/100 g; pH 8,3.

Barotnes

Mikroorganismu kultivacijas barotnes.

Cultivation media.
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Barotnes nosaukums Sastavs

Glikoze, 20 g/L, (Sigma-Aldrich, ASV)
Rauga ekstrakts, 5 g/L (Biolife, Italija)
Liellopu galas bakteriologiskais peptons,

Standarta HS barotne (Harrigan 1998) 5 g/L (Biolife, Italija)

Citronskabe, 1,15 g/L (Enola, Cehija)
MgSQg, 0,2 g/L (REAHIM, PSRS)
Na;HPOQOg4, 2,7 (REAHIM, PSRS)

Manitola barotne (Oikawa et al. 1995)

Manitols, 15 g/L (Sigma-Aldrich, ASV)
Liellopu galas bakteriologiskais peptons,

59/L
Rauga ekstrakts 20 g/L
Modificétas siikalu barotnes

Stikalas ar rauga ekstraktu Stkalas ar rauga ekstraktu, 5 g/L

Sukalas ar peptonu Stikalas ar liellopu galas bakteriologisko
peptonu, 5 g/L (Sigma-Aldrich, ASV) 5 g/L

Stikalas ar NH4H2PO4 Stikalas ar NHsH2PO4, 2 g/L (REAHIM,
PSRYS)

Stikalas ar melasi Sukalas ar melasi 20 mL/L, kas atbilst

~20 g/L saharozes koncentracijai

Eksperimentalajos noliikkos HS barotnes sastavs tika modificéts, glikozi, aizstajot ar

galaktozi (Enola, Cehija) vai laktozi (Enola, Cehija) 20 g/L koncentracija.

2.2. Metodes

Barotnu sagatavoSana

Visas barotnes tika autoklavétas +121°C 15 min, izmantojot (VK-30, TZMOI, PSRS ).

NepiecieSamibas gadijuma pH tika reguléts ar IM HCI vai 1M NaOH pievienoSanu lidz pH

6,0 £ 0,1 (Harrigan 1998), izmantojot pH metru (HI2211 pH/ORP meter, Hanna instruments,

ASV).

Siikalu apstrade — standarta procediira

1.
2.

Stikalas karsé 10 mindtes +90°C, lai panaktu proteina izgulsnésanos;
Péc kasésanas stikalas centrifugé 8 000 rpm 10 min (FC5816, OHAUS, Vacija), lai
atdalitu  izgulsngjusos proteinus. Tas nodroSina proteinu kopkoncentracijas

samazinasanu no ~8 g/L Iidz ~3 g/L;

3. Pec centrifugésanas, siikalu supernatantu sterilizé autoklava +121°C 15 min;

legiitai siikalu barotnei ievérojot sterilitates prasibas regulé pH Iidz 6,0 + 0,1.
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Modificeta sukalu barotnes pirmsapstrade eksperimentalos noliikos

Stikalas kars€ 30 min +60°C, kas atbilst zemas temperatiiras pasterizé$anas procediirai
(Lau et al. 1991). Stikalu barotne netiek autoklavéta;

Stuikalas karse 1 min +80°C, kas atbilst augstas temperatiiras pasteriz€Sanas procediirai
(Barrett et al. 1999). Stikalu barotne netiek autoklavéta;

Stikalas autoklavé +121°C 15 miniites, izmantojot standarta procedru.

Séjmateriala sagatavoSana

1. Laminaraja plismas boksa (BAVnp-01-“Laminar S-1,2, Lorica, Krievija) ievérojot

sterilitati, 50 mL barotnes parnes ar serologisko pipeti 100 mL koniskaja kolba;
Barotnei pievieno 5 mL atbilstosas kultiiras s§jmateriala (10%), kas iepriek$ uzglabata
—18°C ar 10% glicerna piedevu;

S&jmaterialu turpmakiem eksperimentiem audzé izmatojot orbitalo kratitaju-inkubatoru

(ES-20, Biosan, Latvija) ar rotacijas intensitati 150 rpm, 24 h, +30°C temperatiira.

BC producentu kultivesana

1. Ievérojot sterilitati, 50 mL barotnes tika parnestas ar serologisko pipeti 300 mL

koniskajas kolbas. Lai nodroSinatu pietickamu atkartojumu skaitu, katram pé&tamam
lielumam tika veikti vismaz seSi atkartojumi. Eksperimenta gaita, nemot véra
eksperimenta izmantotu nelielu barotnes daudzumu (50 mL), tika ievérota optimala
barotnes virsmas un tilpuma attieciba 50 mL / 75 cm? (Ruka et al. 2012);
Eksperimentos sgjmaterialu pievieno 5% koncentracija;

BC producenti tiek kultiveti statiski termostata (BD56, Binder, Sveice) +30°C
temperattira, 10 diennaktis, tas eksponencialas augSanas fazes posma ietvaros
(Harrigan 1998).

Paraugu nonemsana eksperimenta gaita

No kolbam nonem 3 mL paraugus, lai noteiktu pH, ka arT cukuru (glikoze, laktoze,

galaktoze), manitola un organisko skabju koncentracijas (etikskabe, glikonskabe). Paraugus

analiz€ pirmaja (eksperimenta sakuma), piektaja un 10. eksperimenta diena.
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BC paraugu sagatavosana tas iznakuma noteikSanai

1.

Eksperimenta beigas BC pléves ar pinceti iznem no kolbam un parnes varglazes ar 300
mL +30°C destileta H2O;

Varglazes ievieto kratitaja uz 15 min ar 150 rpm;

P&c skalosanas cikla beigam tideni nomaina un procesu atkarto vel divas reizes;

P&c tresas skaloSanas reizes tidens varglazé tika nomainits uz ieprieks sagatavotiem
200 mL 0,1 M NaOH, un BC pléves tiek karsétas 20 min +90°C temperatira, lai
atbrivotos no biomasas un barotnes palickam (Semjonovs et al. 2017a);

0,1 M NaOH nomaina uz destiléto H>O, un atkarto skaloSanas procediiru vél divas reizes

lidz pH paliek neitrals.

BC sausa svara noteikSana

1.

Izmantojot pinceti, BC paraugus iznem no varglazes un nosusinati starp filtrpapira
loksném 10 min laika.

Izmantojot svarus (Kern PLS, Kern, Vacija) nosver svarglazes, tajos ievieto BC
paraugus;

BC sauso svaru nosaka gravimetriski (bez vakiem) izmantojot zavskapi (2B-
151,0ZMO, PSRS); +105°C temperatiira, pec 24 h, to aprékinot péc formulas (Harrigan
1998):

BC sausais svars = S1 — Sp

kur, S1 — svarglazes svars kopa ar izkaltéto BC, g/L;

So — svarglazes svars bez BC, g/L.

BC sausais svars tiek kontroléts visos paraugos.

Siukalu enzimatiska hidrolize

1.

o & 0N

P&c siikalu standarta pirmsapstrades, to pH pazemina lidz pH 5, kas atbilst optimalam
Iimenim §1 enzima aktivitatei (Das et al. 2015); 250 mL sikalu pievieno 0,83 mL -
galaktozidazes enzima (35 U/mL; Megazyme, Irija), lai panaktu pietiekamu enzima
aktivitati (Das et al. 2015; Rollini et al. 2020);

Inkubé 180 min, +35 °C temperatiira, uz kratitaja pie120 rpm;

Uzkarse Iidz +80°C, lai inaktivétu -galaktozidazes enzimu;

Pirms barotnes sterilizésanas (+121°C 15 min) pH noregulé uz 7,0;

P&c sterilizésanas barotnes pH pazemina lidz pH 6, izmantojot 1 M HCI.
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Siukalu skaba hidrolize

1. P&c sikalu standarta apstrades, tam pievieno 1 M H2SOg Iidz ir sasniegts pH 1,0;

2. Kolbas inkubg termostata +80°C temperattira 90 vai 180 min, iz péc 10 min tas sakratot
(Coughlin and Nickerson 1975);

3. P&c hidrolizes beigam kolbas strauji atdzesé un to saturu pazemina neitralizeé lidz pH
7,0, izmantojot 10 M NaOH,;

4. Hidrolizétas stukalas tiek autoklavétas, tad pH pazemina lidz pH 6,0 £ 0,1, izmantojot
0,1 M HCI.

Produktu iznakuma noteik§ana
Produktu iznakums (no substrata vienibas) tika noteikts péc formulas:

P,_P,
=5 s,

X 100%

kur, Ypis— iznakums no patéréta substrata;

Po — BC sausais svars eksperimenta sakuma, g/L (tika pienemts par 0);
P1— BC sausais svars eksperimenta beigas, g/L;

So — substrata koncentracija barotné eksperimenta sakuma, g/L;

S1 — substrata koncentracija barotné eksperimenta beigas, g/L.

(bexep u ap. 1990)

BC produktivitates noteikSana

BC produktivitate (dienas) tika noteikta pec formulas:

X1 —Xo
Qx = t

kur, Qx — BC produktivitate dienas;

Xo— BC sausais svars eksperimenta sakuma, g/L (tika pienemts par 0);
X1 — BC sausais svars eksperimenta beigas g/L;

t — kultivacijas ilgums, dienas.

(Bekep u ap. 1990)
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Proteinu koncentracijas noteikSana suikalas

Proteinu koncentracija siikalas nosaka, izmantojot Bredforda reagenta krasu reakciju

(Kruger 2009), krasu reakcijas intensitati kontrol&jot ar spektrafotometru (UV5Bio, Mettler

Toledo, Sveice).

Oglhidratu un manitola koncentracijas noteik§ana paraugos

HS barotnes paraugiem tika noteikta glikoze koncentracija, izmantojot glikozes
enzimatiskas noteikSanas reagentu komplektus (ENRK) — D-glucose assay procedure
K-GLUC 08/18 (GOPOD-format, Megazyme, Irija) (Anonymous 2021a);

Stikalu paraugiem tika noteiktas laktoze, glikoze un galaktozes koncentracijas. Laktozes
un galaktozes koncentacijas tika noteiktas, izmantojot ENRK péc-Lactose & D-
galactose (Rapid) assay procedure K-LACGAR 03/20 (Megazyme, Irija) (Anonymous
2021b);

Stkalu un melases barotnés tika noteiktas laktozes, glikozes, galaktozes un saharozes
koncentracijas. Saharozes koncentracija tika noteikta, izmantojot ENRK p&c — Sucrose,
D-fructose and D-glucose assay procedure K-SUFRG 04/18 (Megazyme, Irija)
(Anonymous 2021c);

Manitola barotné tika noteikta manitola koncentracija, izmantojot ENRK péc — D-

mannitol assay procedure K-MANOL (Megazyme, Irija) (Anonymous 2021d).

Organisko skabju koncentracijas noteikS§ana paraugos

Visiem paraugiem tika noteiktas organiskas skabes koncentracijas, izmantojot Megazyme

ENRK kontrolei, darbojoties péc metadologijas:

Etikskabes noteik$ana, izmantojot ENRK péc — Acetic acid assay procedure K-ACET
04/18 (Megazyme, Irija) (Anonymous 2021e);

Glikonskabes noteiksana — D-gluconic acid / D-glucono-d-lactone assay procedure K-
GATE 04/20 (Megazyme,Irija) (Anonymous 2021f).

Datu statistiska apstrade

Datu statistiska analize un att€lu veidoSana tika veikta, izmantojot JASP (JASP Team,

2020; JASP (Version 0.14.1)) un SPSS (BM SPSS Statistics for Windows, Version 21.0.) datu

analizes programmas. Statistiskai analizei tika izmantota ANOVA un t-tests pie biitiskuma

Itmena p = 0,05.
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3. Rezultati
3.1. Bakterialas celulozes producentu efektivitates novertéjums siikalu barotnés

Pirmaja eksperimenta tika novertéti vairaki BC sintezgjosie EB celmi, lai noteiktu to
piemérotibu BC iegtsanai ka substratu izmantojot stikalas. Tika savstarp&ji salidzinats BC
iznakums trim celmiem (K. rhaeticus P-1463, K. hansenii B-22, K. hansenii DSM 5602) uz
standarta HS un siikalu barotném. Datu statistiska analize paradija, ka vislielaka BC sintéze uz
stikalam novérojama K. rhaeticus P-1463 celmam, kas atbilst 1,95 + 0,15 g/L (sausais svars)
(6. attels). Vislielaka BC sintéze tika novérota standarta HS barotng, kur glikoze kalpo par C
avotu, K. hansenii B-22 celmam (3,76 = 0,07 g/L). Salidzinot BC iznakumu no substrata
vienibas (Ypss) uz HS un stikalu barotném tika konstatéts, ka uz siikalam K. rhaeticus P-1463
iznakums ieveérojami lielaks (Yp/s = 15,85% uz HS un 34,32% uz siikalam), savukart K. hansenii
B-22 iznakums sashiedz 18,46% un 47,72%, attiecigi. Visaugstakais BC iznakums no substrata
uz stikalam tika novérots K. hansenii DSM 5602 celmam (Yp/s = 7,73% uz HS un 54,46% uz

stikalam).

Celms

4001 M K. rhaeticus P-1463
K. hansenii B-22
K. hansenii DSM 5602

3.507
3.00
2.507

2.007

HH

BC sausais svars, g/L

1.50

HH

1.00-

0.507

0.00- T T
HS Sikalas

Barotne

6. attels. BC sintéze uz standarta HS barotnes un siikalam, izmantojot dazadus celmus — K.
rhaeticus P-1463, K. hansenii B-22, K. hansenii DSM 5602, p&c 10 kultivacijas dienam.

Figure 6. BC synthesis by the strains K. rhaeticus P-1463, K. hansenii B-22, K. hansenii DSM
5602) on standard HS and whey medium, after 10 days of cultivation.
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Oglhidratu (laktozes, glikozes un galaktozes) koncentracijas izmainas ir redzamas
7. att€la. Analiz€jot laktozes un tas hidrolizes produktu koncentracijas izmainas, var secinat, ka
vislielakais laktozes patérin$ sikalu barotné tika novérots K. rhaeticus P-1463 (no
49,97 + 0,35 g/L lidz 45,69 * 0,05 g/L). Eksperimentu gaita K. rhaeticus P-1463 celmam tika
pateréti aptuveni 8,6% no barotné esosas laktozes. Peéc eksperimenta iegiitajiem datiem var
redzet, ka K. rhaeticus P-1463 celms siikalu barotné 10 dienu laika glikozes un galaktozes
koncentracijas samazinajas no 1,02 + 0,4 Iidz 0,03 + 0,01 glikozei un no 0,42 + 0,01 lidz
0,02 £ 0,01 g/L galaktozei.
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7. att€ls. (A) Laktozes koncentracijas izmainas siikalu barotné eksperimenta laika (K. rhaeticus
P-1463, K. hansenii B-22, K. hansenii DSM 5602); (B) Glikozes koncentracijas izmainas
standarta HS un stikalu barotné eksperimenta laika (K. rhaeticus P-1463, K. hansenii B-22, K.
hansenii DSM 5602); (C) Galaktozes koncentracijas izmainas standarta HS un stikalu barotng
(K. rhaeticus P-1463, K. hansenii B-22, K. hansenii DSM 5602).
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Figure 7. (A) Changes of lactose concentration in whey medium during the experiment (K.
rhaeticus P-1463, K. hansenii B-22, K. hansenii DSM 5602); (B) Changes of glucose
concentrations in standard HS and whey media during the experiment (K. rhaeticus P-1463, K.
hansenii B-22, K. hansenii DSM 5602); (C) Changes of galactose concentrations in standard
HS and whey media during the experiment (K. rhaeticus P-1463, K. hansenii B-22, K. hansenii
DSM 5602).

Organisko skabju izmainas ir apkopotas 8. attéla. Pec ieglitiem datiem var redzet, ka HS
barotné tika noverota ieveérojami lielaka organisko skabju uzkrasSanas eksperimenta laika neka
stikalu barotnés. K. rhaeticus P-1463 celmam etikskabes koncentracija butiski palielingjas no
0,06 £ 0,01 g/L Iidz 0,12 = 0,01 g/L un glikonskabes koncentracija palielinajas no 0,05 + 0,01
g/L 1idz 0,13 £ 0,01 g/L. Lielaka skabju produkcija tika konstatéta uz HS barotnes — K. hansenii
B-22 celmam etikskabes pieaugums sastadija no 0,07 = 0,01 g/L lidz 1,12 £ 0,07 g/L un
glikonskabei 0,1 + 0,02 g/L un 4,68 + 0,21 g/L, attiecigi.
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8. attels. Organisko skabju (etikskabe un glikonskabe) koncentracijas izmainas K. rhaeticus P-
1463, K. hansenii B-22, K. hansenii DSM 5602 celmiem eksperimenta laika.

Figure 8. Changes of organic acids (acetic acid and gluconic acid) concentration K. rhaeticus
P-1463, K. hansenii B-22, K. hansenii DSM 5602 during the experiment.

ProteTnu koncentracijas samazinasanas nehidrolizétu stikalu barotng€ netika konstatéta
nevienam pé&tamajam celmam. Eksperimenta laika proteinu koncentracijas barotng palika
nemainigas ap 3,21 £ 0,12 g/L visiem trim p&tamajiem celmiem.

Balstoties uz iegiitiem datiem, talakiem eksperimentiem tika izveléts K. rhaeticus P-1463

celms dél savas spgjas ieverojami efektivak sintezét BC uz siikalu barotnes.
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3.2. Sukalu ka bakterialas celulozes substrata efektivitates noveértéjums
Otraja eksperimenta stikalu barotne tika salidzinata ar HS barotni un alternativu manitola
barotni. Eksperimenta sakuma tika parbaudits, vai izvelétais BC producenta celms (K. rhaeticus
P-1463) spgj izmantot laktozi un galaktozi ka vienigos C avotus modificétaja HS barotné (5.
tabula). Tika konstatéts, ka K. rhaeticus P-1463 celms izmanto laktozi un galaktozi ka vienigo
C avotu, sasniedzot 2,85 + 0,04 g/L un 2,1 + 0,02 g/L BC p&c 10 kultivacijas dienam.

5. tabula
BC sintéze uz standarta un modificétam HS barotném (K. rhaeticus P-1463).
Table 5
BC production on standard and modified HS media (K. rhaeticus P-1463).
Barotne BC sausais svars, g/L Produktivitate Qx, g/L/d
Standarta HS barotne ar glikozi 3,68 £ 0,03 0,37
Modificéta HS barotne ar laktozi 2,85+ 0,04 0,29
Modificéta HS  barotne ar 2,1+0,02 0,21
galaktozi

Eksperimenta otraja dala stikalu barotne tika salidzinata ar standarta HS barotni ar glikozi
un manitola barotni. BC sausais svars K. rhaeticus P-1463 celmam dazadas barotn@s tika
apkopots 9. attéla. Eksperimenta ir konstatéts, ka Stukalu barotnes izmantoSana nodroSina
ievérojami zemako (p < 0,001) BC sauso svaru (1,32 + 0,04 g/L) salidzinajuma ar HS (3,26 £
0,06 g/L) un manitola (2,39 + 0,05 g/L) barotném. BC Yps = 29,23% bija ievérojami lielaka
neka HS (16,28%) un manitola (15,31%) barotné.
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9. att€ls. BC sintéze dazadas barotnés — standarta HS, stkalu un manitola , p&c 10 kultivacijas
dienam (K. rhaeticus P-1463).
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Figure 9. BC synthesis on thestandard HS, whey, and mannitol growth media, after 10 days of
cultivation (K. rhaeticus P-1463).

Oglekla avotu (laktozes, glikozes, galaktozes un manitola) koncentracijas izmainas
eksperimenta laika ir apkopotas 10. att€la. Cukuru izmainas siikalu barotng ir Iidzigas pirmajam
eksperimentam, t.i. galaktoze un glikoze tika patérétas jau pirmajas eksperimenta dienas (lidz
piektajai dienai). Savukart, laktozes patérin$ bija aptuveni 6,3%. Eksperimenta dati rada, ka

manitola koncentracija barotné pazeminajas no 18,97 + 0,53 g/L lidz 3,36 = 0,03 g/L.
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10. attéls (A) Laktozes koncentracijas izmainas siikalu barotng eksperimenta laika (K. rhaeticus
P-1463); (B) Monosaharidu (glikozes un galaktozes) un manitola koncentracijas izmainas
standarta HS, stikalu un manitola barotné eksperimenta laika (K. rhaeticus P-1463).

Figure 10. (A) Changes in lactose concentration in the whey medium during the experiment (K.
rhaeticus P-1463); (B) Changes in monosaccharides (glucose and galactose) and mannitol
concentrations in the standard HS, whey, and mannitol media during the experiment (K.
rhaeticus P-1463).

Organisko skabju koncentraciju izmainas ir apkopotas 11. att€la. Stukalu barotné tika
novérota minimala, bet statistiski biitiska organisko skabju uzkrasanas. Savukart, manitola
barotné btiski palielinajas glikonskabes koncentracija no 0,19 + 0,01 g/L 1idz 2,53 + 0,01 g/L,
kas bija lielaka neka HS barotng (1,51 = 0,01 g/L). Visizteiktaka etikskabes uzkrasanas tika
novérota HS barotné (0,28 + 0,01 g/L). Aprékinot organisko skabju iznakumu Yp/s no patéréta

substrata vienibas, tika konstatéts, ka organisko skabju iznakums stkalu barotné ir zemaks
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(Ypsis = 4,89%), salidzinajuma ar skabju iznakumu HS (8,4%) un manitola barotnés (14,92%)

attiecigi. Sada tendence tika konstatéta visos eksperimentos.
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11. att€ls. Organisko skabju (etikskabe un glikonskabe) koncentracijas izmainas Standarta HS,
stikalu un manitola barotné eksperimenta gaita (K. rhaeticus P-1463).

Figure 11. Changes in organic acid (acetic acid and gluconic acid) concentration in the standard
HS, whey, and mannitol media during the experiment (K. rhaeticus P-1463).

Lidzigi ka pirmaja eksperimenta proteinu koncentracijas izmainas siikalu barotné netika

konstatetas (3,15 £ 0,08 g/L).

pH izmainas eksperimenta laika tika apkopotas 6. tabula. Var konstatét, ka pH

samazinajums stkalu barotné nebija tik strauj$ (pH 5,72 + 0,03) salidzinot ar HS (pH 3,54 £

0,02) un manitola (pH 3,24 + 0,02) barotném.

6. tabula
pH izmainas kultivacijas laika (K. rhaeticus P-1463).
Table 6
Changes of pH during fermentation with K. rhaeticus P-1463.
pH
Barotne Eksrzerlm(_anta 5. diena 10. diena
sakuma
HS 5,97 £ 0,01 3,92 +0,03 3,54 £ 0,02
Stkalas 6,03 £ 0,02 5,84 £ 0,02 5,72 £0,03
Manitols 6,04 £ 0,01 4,38 + 0,01 3,24 £ 0,02
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3.3.Siikalu barotnes pirmsapstrades un sastava modificéSanas ietekme uz BC sintezi
3.3.1.Siikalu koncentracijas ietekme
Eksperimenta tika parbaudis, vai stikalu atSkaidiSsana ietekm&s BC sintézi, jo augsta
laktozes koncentracija siikalas potenciali var inhib&t bakt€rijas augSanu un samazinat BC
iznakumus (Khudair et al. 2018). Eksperimenta gaita tika konstatéts, ka stkalu atSkaidiSana
butiski samazinaja BC iznakumu no 1,68 + 0,05 g/L neatskaiditajas suikalas lidz 0,57 + 0,05
g/L (1:1 atskaidijums) un 0,46 + 0,05 g/L (1:2 atskaidijums) (12. att€ls). Ypis neatskaiditajas
stikalas bija 43,75 % un attiecigi 32,03 % (1:1 atSkaidijums) un 31,45 % (1:2 atSkaidijums).
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12. attels. K. rhaeticus P-1463 BC sintéze atkariba no siikalu barotnes atSkaidijuma 10 dienu
kultivacijas laika.
Figure 12. Influence of whey medium dilution on BC synthesis, after 10 days of cultivation (K.

rhaeticus P-1463).

Oglhidratu koncentracijas izmainas tika apkopotas 13. atteéla. Cukuru paterin$
eksperimenta laika neatSkaiditaja barotné ir lidzigs iepriek$gjiem eksperimentiem (7. un 10.
att€ls). Atskaiditajos paraugos netika noverota biitiskas laktozes koncentracijas izmainas
(p > 0,05).
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13. attéls. (A) Laktozes koncentracijas izmainas stkalu barotné eksperimenta laika (K.
rhaeticus P-1463) atkariba no at$kaidijuma; (B) Monosaharidu (glikozes un galaktozes)
koncentracijas izmainas stikalu barotnés eksperimenta laika (K. rhaeticus P-1463) atkariba no
atSkaidijuma.

Figure 13. (A) Influence of whey media dilution on changes in lactose concentration during
fermentation with K. rhaeticus P-1463; (B) Influence of whey media dilution on changes in
monosaccharides (glucose and galactose) concentrations during fermentation with K. rhaeticus
P-1463.

Lidzigi ka ieprieks&jos eksperimentos, stikalu barotné bija novérotas minimalas statistiski
biitiskas (p > 0,05) organisko skabju koncentracijas izmainas. Sis izmainas ir apkopotas 14.
attela. Vislielaka koncentracija tika noverota neatSkaiditajos paraugos, kur tika sasniegtas 0,11
+ 0,01 g/L etikskabes un 0,13 + 0,01 g/L glikonskabes koncentracijas. Biitiskas (p > 0,05)
proteinu koncentracijas izmainas §1 eksperimenta gaita netika konstatétas neviena no paraugu

grupam.
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14. attels. Organisko skabju (etikskabe un glikonskabe) koncentracijas izmainas eksperimenta
laika (K. rhaeticus P-1463) atkariba no siikalu barotnes atSkaidijuma.

Figure 14. Influence of whey media dilution on changes in organic acids (acetic acid and
gluconic acid) concentrations during fermentation with K. rhaeticus P-1463.

Balstoties uz iegiitajiem rezultatiem, talakajos eksperimentos siikalu barotnes

sagatavosanas laika stkalas netika atSkaiditas.

3.3.2. Termiskas apstrades ietekme
Saja eksperimenta tika novértéta BC sintézes intensitate atkariba no barotnes
sterilizésanas procediiras (pirmsapstrades). BC sausa svara rezultati ir apkopoti 15. attéla.
Vislielakais BC sausais svars ir novérots standarta siikalu termiskas pirmsapstrades metodikas
pielietosanas gaita un sastada 1,78 + 0,04 g/L. Datu statistiska analize paradija ka BC sintézé
paraugiem ar $§adiem apstrades reZimiem — 60°C 30 min; 80°C 1 min un 121°C 15 min nebija

noverotas savstarpgji butiskas atskiribas (p > 0,05).
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15. attels. BC sintéze atkariba no stikalu termiskas pirmsapstrades metodes pec 10 kultivacijas
dienam (K. rhaeticus P-1463).

Figure 15. Influence whey thermal pre-treatment on BC synthesis after 10 days of fermentation
with K. rhaeticus P-1463.

Laktozes, glikozes un galaktozes analizu rezultati ir apkopotas 16. attela. Bitiskas
laktozes koncentracijas izmainas tika novérotas tikai standarta pirmsapstrades paraugu grupai
(p = 0,045). Laktozes patérina izmainas par€jas grupas bija minimalas un nav statistiski ticami
savstarpgji atSkirigas (p > 0,05). Glikozes un glakatozes patérin$ ir lidzigs pargjiem
eksperimentiem. Organisko skabju izmainas ir apkopotas 17. attéla. Datu statistiska analize
paradija, ka biitiskas skabju izmainas tika konstatétas tikai stkalu standarta pirmsSapstrades
paraugiem. Savukart, pargjiem paraugiem netika konstattas bitiskas izmainas organisko

skabju koncentracijas (p > 0,05).
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16. attels. (A) Laktozes koncentracijas izmainas stikalu barotnes eksperimenta laika atkariba no
termiskas pirmsapstrades (K. rhaeticus P-1463); (B) Monosaharidu (glikozes un galaktozes)

koncentracijas izmainas atkariba no termiskas pirmsapstrades eksperimenta laika (K. rhaeticus
P-1463).

Figure 16. (A) Influence of thermal whey media pre-treatment on changes in lactose
concentration during the experiment (K. rhaeticus P-1463); (B) Influence of thermal whey
media pre-treatment on changes in monosaccharides (glucose and galactose) concentrations
during the experiment (K. rhaeticus P-1463).
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17. attéls. Organisko skabju (etikskabe un glikonskabe) koncentracijas izmainas fermentacijas
(K. rhaeticus P-1463) laika atkariba no termiskas pirmsapstrades.
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Figure 17. Influence of whey thermal pre-treatment on changes in organic acids (acetic acid
and gluconic acid) concentrations during fermentation (K. rhaeticus P-1463).

Proteinu analize parada, ka standarta stikalu pirmsapstrades procediira Samazina proteinu
koncentraciju barotné no ~8 lidz ~3,2 g/L. Savukart, pielietojot citus pirmsapstrades
panémienus proteinu koncentracijas palika 7,8 — 8,1 g/L robezas, tas ir nav biitiski mainijusas.

Talakajos eksperimentos tika izmantota standarta stikalu pirmsapstrades procedira.

3.3.3. Hidrolitiskas apstrades ietekme

Saja eksperimenta tika parbaudits, vai siikalu hidrolize uzlabos BC sintézi. Rezultati tika
apkopoti 18. attéla. Rezultati liecina, ka BC sausais svars uz siikalu barotném bija vislielakais
gadijuma, kad tika pielietota enzimatiskas pirmsapstrades metode (2,41 £ 0,04 g/L). Sikalu
kontroles paraugiem BC sausais svars sasniedza 1,61 + 0,03 g/L. Savukart, paraugiem, kur tika
veikta skabes hidrolize — BC sausais svars bija ievérojami zemaks neka stikalu kontroles grupai,
t.i. 0,27 £ 0,02 g/L H2S04 1,5 h paraugu grupai un 0,173 + 0,02 g/L H2SO4, 3 h paraugu grupai.
Aprekinot BC iznakumu no substrata vienibas var secinat, ka enzimatiska hidrolize samazinaja
produktivitati 1idz 20,93% salidzinajuma ar stikalu kontroles (bez papildus apstrades) grupas
paraugu produktivitati (36,42%). BC iznakums no substrata Yp/s skabes hidrolizes paraugiem
bija 7,41% (H2SO04, 1,5 h) un 1,51% (H2SO4, 3 h).
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18. attels. BC sintéze (K. rhaeticus P-1463) atkariba no siikalu hidrolizes metodes péc 10
kultivacijas dienam.
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Figure 18. BC synthesis upon whey hydrolytic pre-treatment after 10 days of cultivation (K.
rhaeticus P-1463).

No 19. att€la var redz&t, ka enzimatiska pirmsapstrade palielinaja glikozes koncentraciju
barotné lidz 5,14 + 0,15 g/L, ka arT galaktozes daudzumu barotné 1idz 4,99 + 0,09 g/L. Laktozes
koncentracija Saja barotné hidrolizes rezultata samazinajas lidz 39,62 + 0,83 g/L. Enzimatiskas
hidrolizes cela palielinot brivas glikozes un galaktozes koncentraciju barotné bija iesp&jams
palielinat BC produktivitati (Qx = 0,27 g/L/d). Paraugos, kur tika veikta enzimatiska hidrolize
fermentacijas gaita tika patéréta visa briva glikoze un galaktoze. Ir svarigi atzimét, ka glikozes
un galaktozes koncentracijas paaugstinajas ar1 skabas hidrolizes grupam. Tomer tur BC sintézes
intensitate bija butiski mazaka salidzinot ar kontroles paraugiem. Ar HSOs tris stundas
hidrolizétajiem eksperimenta gaita paraugos netika patéréta visa briva glikoze (6,9 + 0,05 g/L
no lidz 0,82 £ 0,13 g/L) un galaktoze (no 6,3 + 0,01 Iidz 1,4 + 0,08 g/L).
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19. attels (A) Sukalu hidrolitskas apstrades panémiena ietekme uz laktozes koncentracijas
izmainam eksperimenta gaita (K. rhaeticus P-1463); (B) Sukalu hidrolitskas apstrades
panémiena ietekme uz monosaharidu (glikozes un galaktozes) koncentracijas izmainam
eksperimenta gaita. (K. rhaeticus P-1463).

Figure 19. (A) Influence of whey media thermal pre-treatment on changes in lactose
concentration during the experiment (K. rhaeticus P-1463); (B) Influence of whey media
thermal pre-treatment on changes in monosaccharides (glucose and galactose) concentrations
during fermentation with (K. rhaeticus P-1463).

Organisko skabju koncentraciju izmainas ir apkopotas 20. atteéla. Kopuma siikalu

hidrolize neietekm&a skabju koncentracijas izmainas tendences. Vienigi var atzZimét
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glikonskabes koncentracijas izmainas H>SOs tris stundu hidrolizes paraugiem no

0,06 £ 0,01 g/L 11dz 0,82 + 0,01 g/L.
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20. attels. Sukalu hidrolitskas apstrades panémiena ietekme uz etikskabes koncentracijas
izmainam eksperimenta gaita (K. rhaeticus P-1463); (B) Sukalu hidrolitskas apstrades

panémiena ietekme uz glikonskabes koncentracijas izmainam eksperimenta gaita (K. rhaeticus
P-1463).

Figure 20. (A) Influence of whey media thermal pre-treatment on changes in acetic acid
concentration during fermentation with K. rhaeticus P-1463 in hydrolysed whey media; (B)
Influence of whey media thermal pre-treatment on changes in gluconic acid concentration
during fermentation with K. rhaeticus P-1463 in hydrolysed whey media.

Ir svarigi atzimét, ka $aja eksperimenta salidzinot ar ir iepriek$€jiem tika novérota
proteinu koncentracijas samazinasanas fermentacijas gaita. Proteinu koncentracijas izmainas ir
apkopotas 21. attéla. Var redzét, ka salidzinajuma ar kontroles grupu, enzimatiskas hidrolizes
grupai proteinu koncentracija (p = 0,02) samazinajas no 2,73 + 0,03 g/L lidz 2,5 + 0,01 g/L, kas

atbilst aptuveni 8,4% proteinu patérinam.
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21. attéls. Sukalu hidrolitskas apstrades panémiena ietekme uz proteinu koncentracijas

Kultivacijas laiks, dienas

izmainam eksperimentu laika (K. rhaeticus P-1463).

Figure 21. Influence of whey media thermal pre-treatment on changes in protein concentration

during the experiment. (K. rhaeticus P-1463).

Eksperimenta gaita tika parbaudits vai augSanas faktoru piedevas varétu palielinat BC
sintézi. leglti rezultati tika apkopoti 22. attela. Péc iegiitiem rezultatiem var redz&t, ka BC
sintéze Uz stikalu barotnes kas papildinata ar melasi bija visaugstaka (2,7 £ 0,02 g/L). BC Yeps
bija viszemakais paraugiem ar pievienotu NH4sH2PO4 (1,35 = 0,04 g/L). BC iznakums Ypss

kombinétaja siikalu / melases barotné bija 21,88%, kas ir mazaks par iznakumu kontroles siikalu

3.3.4. Piedevu ietekme

barotné bez pievienotam piedevam ( 32,24%).
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22. att€ls. Barotnes bagatinasanas (rauga ekstrakts, peptons, NH4sH2PO4, melase) ietekme uz
BC sintézi pec 10 kultivacijas dienam (K. rhaeticus P-1463).

Figure 22. Influence of whey supplementation (with yeast extract, peptone, NHsH2PO4 and
molasses) on BC synthesis after 10 days of cultivation (K. rhaeticus P-1463).

Cukuru patérin eksperimenta laika ir apkopots 23. attéla. Saja eksperimenta tika
parbaudita papildus saharozes (no melases) koncentracijas un melases sastava eso$o augsanas
faktoru ietekme uz BC sintézi. 23.B attéla var redzét, ka fermentacijas gaita Saharozes
koncentracija kombingtaja stikalu un melases barotné samazinajas no 20,98 + 0,64 g/L lidz
11,98 £ 0,79 g/L.

Pargjas barotnes tika konstatéts I1dzigs cukuru patérins ka ieprieksgjos eksperimentos.
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23. attéls (A) Laktozes koncentracijas izmainas stkalu barotné (K. rhaeticus P-1463)
eksperimenta laika atkariba no piedevam (rauga ekstrakts, peptons, NH4H2PO4, melase); (B)
Monosaharidu (glikozes un galaktozes) koncentracijas izmainas (K. rhaeticus P-1463)
standarta HS un stikalu barotné eksperimenta laika atkariba no piedevam (rauga ckstrakts,
peptons, NH4H2PO4, melase).

Figure 23. (A) Changes in lactose concentration in the whey medium (K. rhaeticus P-1463)
during the experiment depending on the supplements (yeast extract, peptone, NHsH2POa,
molasses) added; (B) Changes in monosaccharides (glucose and galactose) concentrations in
standard HS and whey medium during fermentation with K. rhaeticus P-1463 depending on the
supplements (yeast extract, peptone, NHsH2PO4, molasses) added.
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4. Diskusija

Eksperimentu gaita tika pétitas siikalas ka potenciali l1&ta un perspektiva alternativa

dargakam BC sintézes barotném. Balstoties uz iegiitajiem rezultatiem, var secinat, ka siikalas

var kalpot ka alternativa barotne BC sintézei. K. rhaeticus P-1463 celms uzradija vislielako BC

iznakumu (1,95 + 0,15 g/L), salidzinot ar citiem pétjjuma izmantotajiem celmiem.

Eksperimentu laika iegitie K. rhaeticus P-1463 BC sintézes dati ir apkopoti biotehnologisko

raditaju tabula (7. tabula).

7. tabula
BC sintézes biotehnologiskie raditaji uz sukalam (K. rhaeticus P-1463).
Table 7
Biotechnological indicators for BC producer K. rhaeticus P-1463 on whey.
Barotne BC sausais svars, BC iznakums no BC produktivitate
g/L substrata (Yess), % (Qx), g/L/d
Standarta HS barotne 3,32+ 0,04 16,6 0,33
Sukalu barotne (bez 1,95+0,15 34,32 0,2
pirmsapstrades)
Sukalu barotne ar 241+04 20,93 0,24
enzimatisku hidrolizi
Sukalu un melases 2,7+0,02 21,88 0,27
kombingta barotne

Salidzinot ar literatiiras avotiem, K. rhaeticus P-1463 uzrada sam&rojami labus rezultatus

stikalu barotn€ bez pirmsapstrades (8. tabula).

8. tabula
BC sintéze (Sausais svars) uz siikalam vai laktozi saturo$am barotném (p&c literatiiras avotiem).
Table 8
BC synthesis (dry weight) on whey or lactose containing media as reported in literature sources.
BC
Celms Baronte iznakums, Avots
g/L
K. xylinus DSM 2325 | Siikalu permiats péc 6,77 (Rollini et al. 2020)
enzimaniskas hidrolizes ar [3-
galaktozidazi
G. sucrofermentans B- | Stikalas 5,45 (Revin et al. 2018)
11267
G. xylinus PTCC 1734 | Stikalas péc enzimatiskas 3,55 (Salari et al. 2019)
hidrolizes ar B-galaktozidazi
K. rhaeticus P-1463 | Siikalas 1,95 -
K. rhaeticus P-1463 Siikalas péc enzmimatiskas 2,41 -
hidrolizes ar pB-galaktozidazi
K.  sucrofermentans | Stikalu barotne 1,6 (Tsouko et al. 2015)

DSM 15973
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G. sacchari
G. xylinus K3

Sukalu barotne
Laktozes barotne

0,08
0,07

(Carreira et al. 2011)
(Nguyen et al. 2008)

Salidzinot ar citam alternativajam barotném, piem&ram, jélglicerinu, melasi, abolu sulu,

stikalas, salidzino$i, neuzrada labakus rezultatus (9. tabula). Salidzinot $aja p&tijuma iegttus

rezultatus ar literatiiras avotiem, var konstatét, ka vairakos pétijumos BC sintéze uz siikalam

bija salidzinosi zema (Thompson and Hamilton 2000; Battad-Bernardo et al. 2004; Nguyen et

al. 2008).

9. tabula

BC iznakums izmantojot ripniecibas un lauksaimniecibas izejvielas vai blakusproduktus
(Kolesovs and Semjonovs, 2020).

Table 9
BC production using industrial waste and agricultural raw materials or by-products (Kolesovs
and Semjonovs 2020).
BC
Barotne Celms 1znakur.ns, Informacijas avots
sausais
svars, g/L
Sikalu barotne K. rhaeticus P-1463 1,95 -
(bez
pirmsapstrades)
Siikalas péc K. rhaeticus P-1463 2,41 -
enzimatiskas
hidrolizes ar
B-galaktozidazi
Sukalas G. sucrofermentans B-11267 5,45 (Revin et al. 2018)
Kukurtizas  stiebru | A. xylinum NRRL B-42 6,7 (Cerrutti et al. 2016)
sula
Vinogu G. xylinus NRRL B-42 8,0 (Vazquez et al. 2013)
spiedpaliekas
Spirta Skiedenis Gluconacetobacter oboediens 8,9 (Jahan et al. 2018)
Apelsinu sula A. xylinum NBRC 13693 59 (Kurosumi et al. 2009)
Abolu sula A. xylinum NBRC 13693 3,9 (Kurosumi et al. 2009)
Ananasu sula A. xylinum NBRC 13693 3,9 (Kurosumi et al. 2009)
Melase A. xylinum BPR2001 5,3 (Bae and Shoda 2004)
Glicerinsls G. xylinus CGMCC no. 2955 5,97 (Zhong et al. 2013)
Auzu enzimatiskais | A. xylinus ATCC 23770 8,3 (Chen et al. 2013)
hidrolizats
Kokosriekstu piens 7129 (Phong et al. 2017)
(Nata de Coco) (slapja
BC)

Ka redzams, lielaka BC sintézes intensitate tika sasniegta tajas barotnés, kur bija

klatesosie brivie cukuri, saharoze, ka ar1 daudzveidigi, kaut arT nedefinétie, augSanas papildus

faktori, kas naca no dabiskas izcelsmes razoSanas vai lauksaimniecibas blakusproduktiem un
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izejvielam. Tiek atziméts, ka laktoze ir problematisks C avots, un BC producenti patéré to 1enak
neka glikozi vai saharozi (Jozala et al. 2015). Kas visticamak ir saistits ar lacZ géna trikumu,
kas ir atbildigs par -galaktozidazes enzima produkciju un laktozes skelsanu (Battad-Bernardo
et al. 2004). Nemot véra to, ka $aja p&tijuma tika novérota laktozes SkelSana, var pielaut, par
lacZ geéna esamibu K. rhaeticus P-1463 genoma (7. attéls). Tomér laktozes patérins
eksperimenta laika bija ievérojami zemaks neka G. sucrofermentans B-11267, kas pirmaja
kultivacijas diena sp&ja samazinat laktozes koncentraciju barotné no 42,1 g/L Iidz 22,4 g/L
(Revin et al. 2018). K. rhaeticus P-1463 celma genoma sekvencéSana dotu pilnu ainu par
géniem, kas iesaistiti laktozes metabolisma. Tostarp, uz doto bridi ir bijis maz méginajumu
veidot genétiski modificétus BC producentu celmus. Ka potencials risinajums laktozi saturosu
substratu izmantoSanas efektivitates uzlaboSanai varétu but genétiskas inzenierijas metozu
izmantoSana. levietojot producenta genoma génus, kas atbild par laktozes SkelSanu un proteazes
aktivitati, var panakt lielaku BC razu (Battad-Bernardo et al. 2004).

Svarigi atzimét, ka paildzinot kultivacijas laiku virs izvélétajam 10 dienam, BC sintSze
uz pétamas barotnes ir augstaka, Salidzinot ar BC sint&zes intensitati ar literatliras avotiem, ir
jaatzimé, ka butu lietderigi salidzinat nevis iegiito BC sauso svaru, bet, piemé&ram,
produktivitati (Qx), t.i. BC produktivitati diena vai stunda, jo kultivacijas laiks vairakos
pétijumos atskiras (no divam lidz 40 kultivacijas dienam), tom&r ne vienmér publikacijas
parstaveti dati un eksperimentu apstaklu atskiribas lauj to veikt. Literatiras avotu analize un §1
darba rezultati rada, ka ir svarigi turpinat pétit BC sintez€joSus celmus ar mérki atlasit
efektivakus BC producentus.

P&tijuma tika paradits, ka BC sintéze uz stkalam ir zemaks salidzinot ar standarta HS
barotni un citiem alternativiem oglekla avotiem, piem&ram, ar manitolu vai gliceru (Oikawa
et al. 1995; Zhong et al. 2013). BC sausa sausais svars uz stkalam joprojam paliek par
40 — 50 % mazaks par iznakumu uz standarta HS barotnes. Neskatoties uz to, ka stikalas ir 1&ts
substrats, to izmantoSana ir problematiska mazas BC produktivitates d€l. Eksperimentu laika
ar1 tika paradits, ka manitola barotne var kalpot, ka laba alternativa HS standarta barotnei
(2,39 £ 0,05 g/L) (9. attels). Tika paradits, ka G. xylinus ATCC 53524 sintezéja 3,37 g/L BC uz
manitola barotnes (Mikkelsen et al. 2009), tomér $obrid joprojam triikst pétijumu saistiba ar
BC sintézi uz manitola ka oglekla avota un biitu nepiecieSams optimiz&t manitola barotni ar
mérki palielinat BC produktivitati uz §is barotnes.

Ir zinams, ka BC sintéze ir butiski atkariga no barotnes virsmas uz kuras attistas BC pléve
un barotnes tilpuma attiecibas, proti skabekla pieejamibas BC veidosanai. Sis labi zinams
parametrs nav ticis izvertéts Saja pétijumu stadija magistra darba ietvaros, izvéloties ka

optimalu literatiiras avotos noraditu attiecibu — 50 mL / 75 cm? (Ruka et al. 2012), ka arT nav
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nemts véra BC produktivitates aprékinos. Ka jau minéts ieprieks, ilgaks kultivacijas laiks
nodro$inatu lielaku BC sauso svaru, bet ne vienmér produktivitati (Qx).

PievérSot uzmanibu metabolitu izmainam barotnés, K. rhaeticus P-1463 10 dienu
kultivacijas laika patéréja aptuveni 7 — 8% no stikalu barotnes esoSas laktozes. Palielinot
kultivacijas ilgumu, ir iesp&jams palielinat ar laktozes patérinu. Svarigs novérojums, ka visos
eksperimentos baktériju kultivacijas laika tika patéréta galaktoze (7.C attéls). Ieprieks&jos
pétijumos K. rhaeticus P-1463 celms bija sp&jigs sintezét BC uz galaktozes, sasniedzot 0,79 g/L
un Ypis 8,2% (Semjonovs et al. 2017b). Neizslédzot citu skaidrojumu iesp&jamibu, kuri
parbaudami talakos p&tijumos, tas varétu nozimét, ka baktgrijai ir raksturigs laktozes transports
ieksstinas telpa ar talako laktozes Skel$anu lidz glikozei un galaktozei. Ar to varétu izskaidrot,
kapéc barotné netika novérota galaktozes uzkrasanas, ka tam vajadz&tu bt novérojamam, kad
baktérijas arpussiinas enzimi $keltu laktozi, primari patér&jot glikozi, savukart galaktoze
uzskartos barotng, lidz nebiis patéréta ievérojama dala no brivas glikozes. Sadas hipotézes
verific€Sanai ir nepiecieSams to eksperimentali apstiprinat turpmakajos petijumos. Visticamak
visas stikalu barotné esosie brivie monosaharidi tiek izteréti pirmajas eksperimenta dienas un
tikai tad bakterijas sak skelt laktozi (7. att€ls). Vienlaicigi ir viennozimigi konstatéts (5. tabula),
ka K. rhaeticus P-1463, izmanto galaktozi un laktozi ka vienigus C avotus maksligaja HS
barotné. Tomgr, cita pétijuma tika paradits, ka G. xylinus ATCC 53524 neasimilé galaktozi, un
nav novérota BC producésana uz galaktozes barotnes, neskaitot 0,09 g/L, kas, domajams ir
saistams ar Ss€jmateriala palieku klatbiitni analiz&jamaja kulturskidruma (Mikkelsen et al.
2009), kas liecina par §1s tehnologiski svarigas ipasibas specifiskumu konkrétajam producenta
celmam. Lai butu iespgjams ieglit viennozimigi interpret€jamus datus par oglhidratu
metabolisma celiem, tiek turpinati K. rhaeticus P-1463 metabolisma pétijumi, ieskaitot arT §1
celma genoma struktiiras izpéeti izp&tes turpmakos posmos.

Salidzinot organisko skabju (etikskabes un glikonskabes) sintézi uz HS un siikalu
barotném, var konstatét, ka uz stikalu barotnes etikskabes un glikonskabes uzkrasanas notika
ievérojami lénak (8. attels). BC sintéze notiek paraléli §tinu biomasas sintézei (Hornung et al.
2007), ka redzams 6. attéla BC sintéze ir mazaka siikalu barotng, mazaka ir ari skabju sintéze
(8. attels). Spriezot péc pH mérfjumiem, var konstatét, ka stikalu barotné pH kritums notika
1énak neka HS barotné (no 5,97 + 0,01 Iidz 3,54 +0,02) nesamazinoties zem pH = 5,72 + 0,03.
Tas ir saistits ar mazaku organisko skabju sintézi siikalu barotné. Rekinot produktu iznakumu
(Yess), sukalu barotné notiek efektivaka substrata konversija par BC salidzinajuma ar HS vai
manitola barotném, vienlaicigi, organisko skabju iznakums no substrata siikalu barotné (4,89%)

ir zemaks, salidzinot ar skabju iznakumu no substrata vienibas HS un manitola barotnés (8,4 %
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un 14,92% attiecigi). Tas var€tu liecinat par to, ka, kaut art siikalu barotn€ BC sintéze ir mazaka,
tomer substrats tiek patérets efektivak tiesi BC sintézei, nevis organisko skabju sintézei.

Sobrid triikst pétijumu par siikalas pirmsapstrades iesp&jam ar mérki uzlabot BC sintézi
(Kolesovs and Semjonovs 2020). Biezi trukst datu par stikalas esoSo vielu koncentracijam,
piemé&ram, laktozes, galaktozes un proteinu koncentracijam. Svarigi atzimét, ka stkalu sastavs
ir diezgan mainigs, kas var butiski ietekmé&t eksperimenta rezultatus. Dati par stikalu sakotngjo
sastavu ne vienmér ir parstaveti pat tajas nedaudzas publikacijas, kas Saja t€ma ir pieejamas
(Jozala et al. 2015). Dazreiz arT informacija par siikalu pirmsapstrades procediram ir nepilniga,
kas ar1 var ietekmé&t BC produktivitates salidzinoS$o izvert&jumu.

Eksperimentu laika tika konstatéts, ka, lai panaktu lielaku BC razu, ir svarigi veikt siikalu
pirmsapstradi. Liels proteinu saturs barotn€ trauceé BC sintézei (stkalu termiskas
priekSapstrades eksperimentos), ka ar1 proteini var iesaistities BC struktiira, kas nav vélams
veidojot produktus no BC. Ir paradits, ka svarigs faktors, kas ietekme BC iznakumu ir proteinu
koncentracija barotné, kas var mainities atkariba no pirmsapstrades procediiras. Sikalu
termiskas pirmsapstrades eksperimenta standarta pirmsapstrades metode, kad stikalas sakuma
tika karsgtas, tads centrifugétas un beigas autoklavétas, paradija savu efektivitati, jo tika
noverots lielakas BC sausais svars (1,78 £ 0,04 g/L) (15. attéls). Standarta pirmsapstrades
procediiras rezultata proteinu koncentracija samazinas no ~8 lidz ~3 g/L, kas veicinaja BC
veidosanos, salidzinajuma ar citam pirmsapstrades metodém (15. attéls). Proteinu koncentracija
bija vienigais parametrs, kas izmainijas stukalu standarta pirmsapstrades rezultata. Piena
parstrades razo$anas me&rogos izdalitus proteinus potenciali var izmantot citu produktu
veido§anai, pieméram iegiistot kazeinu, stikalu olbaltumvielu koncentratus u.c.

Stikalu hidrolitiska pirmsapstrade paradija, ka enzimatiska hidrolize var batiski palielinat
BC sauso svaru (lidz 2,41 + 0,04 g/L). Arl citos pétijumos ir secinats, ka stkalu laktozes
enzimatiska pirmsapstrade ar -galaktozidazes enzimu palielina BC sauso svaru (Das et al.
2015; Salari et al. 2019) (8. tabula). BC iznakums Ypss enzimatiskas hidrolizes gadijuma bija
zemaks (20,93%) neka sikalu kontroles paraugam (36,42%) ar standarta pirmsapstradi bez
piedevam. Nemot véra to, ka organisko skabju produkcija enzimatiski apstradatajiem
paraugiem nebija lielaka par skabju produkciju siikalu kontroles paraugiem, iesp&jams, ka BC
produktivitate bija zemaka dg] ta, ka substrats tika patéréts vairak biomasas vai eksperimenta
gaita nekontrolétu metabolitu veidoSanai. Eksperimenta laika tika konstatéts, ka laktozes
koncentracija enzimatiskas hidrolizes rezultata samazinajas no 47,98 =+ 0,74 Iidz
39,62 £ 0,83 g/L, kas atbilst aptuveni 17,43 % hidrolizétas laktozes (19. attéls). No ta var
secinat, ka stikalu hidrolizes pakape bija relativi zema, kas liek turpinat pétijumus stikalu

enzimatiskas hidrolizes procesa optimizeSanai, kas savukart nodrosinatu lielaku BC sintezi.
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Tomér ir jaatzim¢, ka enzimatiska pirmsapstrade rtpnieciskos razo$anas mérogos ir saméra
darga (Rollini et al. 2020), un vargtu bitiski palielinatu BC razoSanas izmaksas, ja §Ts papildus
izmaksas neatsver bitiski lielaku BC sintézi. Sobrid literatiira §1s metodes izmantosana BC
iegiiSanai nav pietiekami labi aprakstita, tapéc tiek turpinati magistra darba ictvaros uzsakti
pétijumi. Cita metode, kas varétu uzlabot laktozes hidrolizi stikalas ir tas hidrolitiska apstrade
ar skabeém. Eksperimenta tika izmantota H2SOg4, un divi dazadi apstrades laiki: 1,5 stunda un
trts stundas. Hidrolizes rezultata 1,5 stundu grupai laktozes koncentracija barotné samazinajas
no 47,98 £ 0,74 1idz 45,09 + 0,01 g/L, kas atbilst aptuveni 6,4% hidrolizétas laktozes. Otraja
grupa hidrolizes pakape sasniedza 25%, laktozei samazinoties 1idz 36,62 g/L. Tas ir augstaka
hidrolizes pakape, kas tika sasniegta eksperimentu gaita. Var konstatét, ka ilgaks hidrolizes
laiks noved pie augstakas hidrolizacijas pakapes. Neskatoties uz to, skaba hidrolize paradija
zemaku BC iznakumu salidzinajuma ar enzimatisko hidrolizi un kontroles paraugiem. Tris
stundu hidrolizes grupa 10. diena pat netika patéréti visi monosaharidi. Tas varétu biit saistits
ar to, ka H2SOg ir agresiva skabe, kas §im mérkim nav labi piemérota. Neitraliz&jot $0 skabi,
barotné vargja izveidoties parak augsta salu koncentracija, kas inhib&ja bakt&rijas augSanu un
BC sintézi. Tiek turpinati p&tijumi dazadu, tostarp organisko skabju (piem&ram, pienskabe vai
etikskabe) ietekmes noteiksanai uz stikalu hidrolizes procesu (koncentracijas, pH Iimenis, laiks,
temperatiira) — tada rezima atrasanai kas nodro$inas maksimalus BC iznakumus. Viens no
iemesliem pieticigajam BC iznakumam p&c stikalu hidrolitiskas apstrades ar HoSO4 varétu but
Maillarda reakcijas produktu raSanas, kuras pamata ir aminoskabju un cukuru savstarp&ja
reakcija, kas var traucét baktérijam metaboliz&t barotné esosus oglekla avotus (Einarsson et al.
1983). Tuvakajos eksperimentos planots izmantot zemaku hidrolizes temperattru, palielinot
hidrolizes laiku. Ka jau teikts, literattiras dati liecina, ka enzimatiska hidrolize palidz saskelt
laktozi lidz glikozei un galaktozei, palielinot BC iznakumu (Das et al. 2015), tomér uz doto
bridi triikst datu par skabju hidrolizes izmanto$anu ar mérki iegtit BC uz siikalu barotnes.
Eksperimentali tika noteikta piedevu ietekme uz stikalu barotni. Tika konstatéts, ka
liellopu galas bakteriologiskais peptons, rauga ekstrakts un melase ievérojami palielina BC
sintézi, savukart NH4H2POj4 pievieno§ana to samazinaja , salidzinot ar kontroles paraugiem (22.
attéls). It pasi labi BC sausa svara pieaugumu var redz&t siikalu un melases kombinétaja
barotné (2,7 £ 0,02 g/L). Tas ir augstakais BC iznakums uz stikalam, kas tika panakts uz stikalu
barotnes $0 eksperimentu ietvaros. Augstaks BC sausais svars $aja grupa varctu bt saistits ar
to, ka izmainijas C / N attieciba barotne, ka arT tika ievaditi papildus augSanas faktori (Rouabhia
et al. 2014). Melasg esosa saharoze tika izmantota ka galvenais C avots (23. attéls) un siikalas
esosas aminoskabes ka N avots. Domajams ari, K. rhaeticus P-1463 efektivak hidrolize saharozi

salidzinot ar laktozi. Melase ir cukura razoSanas blakusprodukts lauksaimniecibas ar plasam
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piclietosanas iespgjam biotehnologijas, ka arf lopkopiba (Keshk et al. 2006). So divu razo$anas
blakusproduktu izmantoSana varétu ne tikai samazinat BC raZoSanas izmaksas, bet ari
samazinat vides piesarnojumu, ko abas §Ts vielas rada ja tiek utilizétas neefektivi. PEtijumi ar
optimalas C / N attiecibas noteikSanu siikalu / melases barotnei turpinas, jo sagaidams, ka tas
var ievérojami palielinat BC iznakumu (Zhong, 2013). NH4H2PO4 izmantoS$ana samazinaja BC
sintézi. Potenciali NH4H2PO4 var€ja kalpot ka I&ta piedeva siikalu barotnei, tomér ari cita
pEtijuma konstatéts, ka $T savienojuma pievienosana pazemindja BC iznakumu (Yodsuwan et
al. 2012).

Uz doto bridi turpinas BC iegiisana uz HS un siikalam ar mérki noteikt un salidzinat iegiita
materiala fizikalas un mehaniskas ipasibas, jo ir zinams, ka substrats var butiski ietekmét tas,
pieméram, stkalu izmantoSana ka substratu, var samazinat BC kristaliskuma indeksu un to
mehanisko izturibu (Revin et al. 2018). Fizikalo un mehanisko ipasibu izmainas var liela méra
ietekmét veélama galaprodukta 1pasibas.

Kopuma var konstatét ka stikalas, neveicot to pirmsapstradi vai/un sastava optimizéSanu
Ir saméra problematisks BC sintézes avots. BC iznakums uz siikalam ir ievérojami zemaks neka
uz glikozi vai manitolu saturo$am barotném (HS). Neskatoties uz to, iznakums Ypss stikalu
barotné ir augstaks neka standarta HS un manitola barotngs. Tika konstatéts, ka enzimatiska
hidrolize uzlaboja BC sintézi, tomér nemot véra, ka enzimu izmantosana riipnieciskos procesos
rada samera lielas papildus razoSanas izmaksas, ta atrisinas galveno problému, kas ir saistita ar
BC augstam raZoSanas izmaksam vienigi gadijuma, ja §1s izmaksas atsver ievérojami augstaki
BC iznakumi. Sobrid tiek turpinati pétfjumi skabju hidrolizes procesa optimizésanai, kas
domajams, laus palielinat BC iznakumu, vienlaicigi parmerigi nepalielinot raZoSanas izmaksas.
Savukart, melases izmantoSana, kas ari ir partikas riipniecibas blakusprodukts, varétu
ieverojami palielinat BC veidosanos pateicoties izmainam C / N attieciba, vieglak asimilgjamu
cukuru un papildus aug$anas faktoru pieejamibai. Sobrid tiek turpinati pétfjumi sikalu

kombin&to barotnu sastava un pirmsapstrades procediiru optimizéSanai.
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5. Secinajumi
Starp izveértétajiem BC producgjosiem celmiem K. rhaeticus P-1463 celms ir vislabak
piemérots BC iegiiSanai uz siikalam,;
K. rhaeticus P-1463 izmanto galaktozi un laktozi ka vienigos C substratus maksligaja
HS barotng, ka ar1 stikalas BC sintézei;
Stikalas ka alternativa barotne ir piemérotas BC iegtSanai, kaut arT nodroSina par
aptuveni 40 — 50% mazaku BC produktivitati Qx neka standarta HS barotné ar glikozi;
BC iznakums Yp/s N0 patéréta substrata vienibas siikalu barotné bez piedevam un
hidrolizes panémienu pielietosanas bija augstaks neka uz standarta HS barotnes par 40
— 50 %);
BC produktivitati Qx var butiski uzlabot (par 33,2%), veicot siikalu pirmsapstradi, tai
skaita tas paklaujot enzimatiskajai pirmsapstradei ar f-galaktozidazi, ka ari pievienojot
papildus augSanas faktorus, kur vislabako efektivitati (par 40,8%) nodros$ina melases

pievienoSana.
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