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Kopsavilkums

Bakterialais levans (BL) ir ekstracellulars fruktozes polimérs ar ievérojamu tehnologisko
potencialu. Ta realizaciju veicina efektivu producentu mekl€jumi un fermentacijas procesu
optimizacija, bet kave specifisku, precizu un viegli istenojamu BL noteikSanas metozu trikums.
Magistra darba, balstoties uz inulina enzimatiskas noteikSanas metodi (K-RFUC, Megazyme),
skaidroti dazadas izcelsmes endo- un ekso-inulinazu daudzumi, attiecibas, reakcijas apstakli
(temperatiira, laiks), kas nodroSina BL pilnu hidrolizi un kvantitativu noteikSanu. Modificétas
K-FRUC metodes parbaude BL standartSskidumos un validacija ar standartpiedevu metodi
producenta Gluconobacter nephelii kulttrskidrumos (BL atglistamiba 97,34+6,14%; p<0,05)
apstiprina, ka ta ir preciza un pielietojama BL kvantitativajai analizei.

Atslégas vardi: levans, inulins, kvantitativa analize, inulinazes.



Summary

Bacterial levan (BL) is an extracellular fructose polymer with significant technological
potential. Its realization is promoted by searches for efficient producers and an optimisation of
fermentation processes but hampered by a lack of specific, precise and convenient BL
determination methods. In the Master’s thesis, based on the inulin enzymatic determination
method (K-FRUC, Megazyme), the amount and ratios of different origin endo- and exo-
inulinases, reaction conditions (temperature, time) have been clarified, which ensure full
hydrolysis and quantitative determination of BL. Verification of modified K-FRUC method in
BL standard solutions and validation in producers culture Gluconobacter nephelii supernatants
by the Method of Standard Additions (BL recovery 97,34+6,14%; p<0,05) confirmed that it is

accurate and usable for a quantitative determination of BL.

Keywords: levan, inulin, quantitative analysis, inulinases.



levads

Fruktani ir fruktozes polisaharidi un tie iedalas inulos, kurus sintez€ augi, un levanos,
kurus sintez€ mikroorganismi un dazas augu sugas.

Levans ((B-2,6) - fruktozes polimérs) ir uzskatams par tehnologiski nozimigu un
perspektivu produktu medicind, partikas un kimiskaja riipnieciba.

Levanu sintez€ daudzi mikroorganismi, tostarp Acetobacter xylinum, Gluconacetobacter
diazotrophicus, Bacillus lentus, Bacillus subtilis, Zymomonas mobilis.

Paslaik nav pazistamas tadas bakteriju sintez€to levanu kvantitativas noteikSanas
metodes, kas biitu specifiskas, precizas un salidzino$i viegli istenojamas. Augu izcelsmes
fruktanu noteikSanai izmanto Megazyme Inc. komplekso enzimatisko metodi (AOAC 999.03
un AAC 32.32), kas pamata ir paredzeta 1sakas keédes inulinu noteikSanai. Levanu gadijuma §1
metode dod jutami samazinatus rezultatus, kuri ir pat 10 reizes mazaki par sagaidamajiem.

P&c literatiiras datiem, agrakajos gados ir bijis komerciali pieejams Fructozyme L
preparats (Novozymes), kura ekso- un endo-inulinazu maisijums sp&ja pietickami efektivi
hidrolizét dazada veida fruktanus, tostarp ari levanus, Iidz fruktozei. Tacu Sobrid Fructozyme
L preperats nav pieejams, jo ta raZzoSana ir partraukta.

Megazyme reakciju kompleksa, analitiskajos paraugos, kas satur augu izcelsmes
fruktanus, sakotngji tiek enzimatiski hidrolizeti glikana tipa polisaharidi un reducéti attiecigie
cukuru monomeéri, atstajot tikai fruktanu polimérus. P&c tam tiek pievienots enzimu maisijums,
kas satur ekso- un endo-inulinazes. Sie enzimi hidrolizé fruktanus lidz monomériem, kuriem
péc tam ar PAHBAH krasu reagentu var spektrofotometriski registrét absorbciju starpibas
salidzinajuma ar kontroles paraugiem un aprékinat fruktanu daudzumu (g/l) analiz€jamajos
Skidumos.

So metodi nepiecie$ams pilnveidot, lai ar tas modifikaciju batu iespéjams kvantitativi
noteikt arT bakteriju sintezétos levanus.

Darba mérkis: Balstoties uz Sobrid komerciali pieejamo (Megazyme) augu izcelsmes
fruktanu (inulini) noteikSanas metodi (AOAC 999.03/AACC 32.32) izstradat bakterialo
fruktanu (levani) kvantitativas noteik$anas metodi.

Darba uzdevumi:

1. Balstoties uz inulina enzimatiskas noteik$anas metodi (K-FRUC, Megazyme),
skaidrot dazadas izcelsmes endo- un ekso-inulinazu daudzumus un attiecibas, kas nodroSina
efektivu bakterialo levanus sadaliSanu lidz monomériem.

2. Noveértét arvides faktoru ietekmi (inkubacijas temperatiira, laiks, enzimu /
bakteriala levana attiecibas) uz levanu hidrolizi.
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3. Optimizetajos apstaklos veikt modificétas levanu kvantitativas noteikSanas
metodes pareizibas parbaudi un validaciju levanu standartSkidumos un levana producenta

Gluconobacter nephelii P1464 kultarskidrumos.



1. Literatiiras apskats

1.1. Fruktani

Fruktani ir fruktozes polisaharidi, kuri iedalas levanos (1.1. attels) un inulinos (1.2. attels).
Levani ir fruktozes poliméri, kuru galvena kéde sastav no ar $-2,6 saiti savienotiem fruktozes
monomériem un tiem ir raksturigas sanu k&des. Inulina molekula fruktoze ir saistita ar f—2,1
saitém. Levans ir linears (B—2,6) — D-fruktofuranozil-polisaharids ar vairakam fruktofuranozil
atzarojuma vietam. (Vijn & Smeekens 1999).

Kimiski fruktanu molekulas var tikt aprakstitas ar vienkar$u formulu GFn kur: G =
glikozes vienibas, F = fruktozes vienibas, n = saistitas fruktozes vienibas (n > 2). Glikozes dala
ir pievienota k&des galam ar a(1-2) saiti. Fruktanu grupa satur arT mazsvarigaku daudzumu
Fm(m > 2), fruktanus, kuros nav glikozes beigu vienibas, un dazadi sazaroto molekulu (Knudsen
et al. 2000).

Aptuveni 45000 augstako augu sugu no 10 dzimtam, izmanto fruktanus ka galveno
rezerves oglhidratu ar lokalizaciju lapas, stublajos, sakn€s, 1pasi diferencétajos augu uzkrajej-
organos, tados ka bumbuli, sipoli, sakneni (Knudsen et al. 2000).

Galvenie komerciali izmantojamie fruktani ir inulins (polimerizacijas pakape (DP) 3-60)
un fruktooligosaharidi (FOS) (ar DP 3-10) (Knudsen et al. 2000). Tie nav sagremojami cilvéka
organisma, tade] ir pieskaitami pie Skiedrvielam vai ‘’ne-cietes’’ polisaharidiem. (Bender
2014).

Tomomatsu (1994) ir zinojis par fruktanu ka prebiotiku prieksrocibam, noradot uz sp&ju
palielinat resnaja zarna Lactobacillus un Bifidobacterium baktériju daudzumu, tadgjadi
nomacot piisanas bakteriju aktivitati un samazinot toksisko fermentacijas produktu daudzumu
(Kang et al. 2009).

Fruktooligosaharidu pievienoSana galvenokart palielina bifidobakteriju skaitu, bet inulina
pievienosana izraisa Lactobacillus skaita palielinasanos. Lidztekus novérots, ka inulinam
piemit lielaks bifidogenais efekts neka fruktooligosaharidiem. Tade] inulina tipa garo kézu
fruktaniem, salidzinot ar fruktooligosaharidiem, ir labvéligaka ietekme uz cilvéka zarnu trakta
dabiskas mikrofloras attistibu. Vislielako prebiotisko efektu iespéjams sasniegt izmantojot 1sas
un garas kédes fruktanu kombinaciju, salidzinot ar atsevisku lielmolekularo un mazmolekularo
fruktanu pielietojumu, t.i., to kombinacija ir fiziologiski aktivaka neka atseviskam frakcijam
(van de Wiele et al. 2006).

Fruktani var tikt izmantoti rupnieciba, lai raZzotu biologiski noardamu plastmasu,
kosmétiku, Itmes, tekstila parklajumus un mazgasanas lidzeklus (Banguela & Hernandez 2006).
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Jauni fruktanu paveidi, kurus biitu iesp&jams iegiit ar mazakam izmaksam vai razot lielos
daudzumos in situ no cilvéka partika atlauto baktériju celmiem, butu nozimigi, lai aizvietotu

pasreiz izmantojamas partikas piedevas, tadas ka ksantans un guara sveki (Jakob et al. 2012).
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1.1 Attels. Levana struktiira (Srikanth et al. 2015).
Figure 1.1 Chemical structure of Levan (Srikanth et al. 2015).
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1.2 attéls. Inulina strukttra (Bosscher et al. 2009).

Figure 1.2 Chemical structure of inulin (Bosscher et al. 2009).

1.2. Levans

Levanus sinteze plass mikroorganismu klasts ar1 neliels daudzums augu sugu, kuriem tie
ir rezerves oglhidrati. Bakterijas levans ir ekstracellularo polisaharidu matriksa dala un tiem ir
nozimiga loma baktériju biopléves veidoSana. Tapat tie var kalpot ka rezerves oglekla avots
(Franken et al. 2013).

P&éc literatliras datiem levanu sintezé daudzi mikroorganismi, tostarp Acetobacter
xylinum, Actiomyces naeslundii, Bacillus circulans, Gluconacetobacter diazotrophicus,
Lactobacillus reuteri, Rahnella aquatilis, Zymomonas mobilis (Rhee et al. 2002).

Bakterialo levanu sintezg€ ekstracellulars enzims levansaharaze (EC 2. 4. 1. 10) kura

substrats ir saharoze (1.3. attéls) (Vijn & Smeekens 1999, Srikanth et al. 2015).



Lenranauctase
it rpe -
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1.3 att€ls. Levana sint€ze no saharozes (Ghaly et al. 2007).
Figure 1.3 Synthesis of levan (Ghaly et al. 2007).

Levanu degradaciju nodrosina specifisks enzims levanaze, kas iedalas endo-levanazg
(E.C. 3.2.1.65) un ekso-levanazes (E.C. 3.2.1.65). Ekso-levanaze hidrolizé levanu, ka ari
levanbiozi. Endo-levanaze hidroliz€ levanu un levana oligomerus, kuri sastav no vairak ka trim
fruktozes vienibam. Levana molekulas tiek nejausa seciba saskeltas isas kédes fragmentos (Vijn
& Smeekens 1999).

Levans uzskatams par potenciali nozimigu un perspektivu produktu medicina, partikas
un kimiskaja riipnieciba. To ir iesp€jams pielietot ka asins plazmas aizstajgju,
imiinomodulatoru, farmaceitisko preparatu prolongatoru, ar1ka izejvielu tiras fruktozes un FOS
ieguvei (Kang et al., 1998). Partikas riipnieciba levanu var izmantot, lai fiks€tu produktu krasu
un garsu, ari ka produktu sabiezinataju un stabilizétaju (Ernandes & Garcia-Cruz 2011).

Vairakos pétfjumos ir pieradita no Microbacterium laevaniformans, Rahnella aquatilis
un Zymomonas mobilis iegto levanu pretvéza aktivitate in vitro pret dazadam véza $tnu
Iinijam (Esawy et al. 2012).

Levanu iesp&jams izmantot ka imunostimulatoru pret zivju slimibam un nelabvéligiem
vides apstakliem (Rairakhwada et al. 2006).

Pétijumos ar zurkam ir pieradits, ka levans ir efektivs hipoglikemizetajs un antioksidants
Stnu oksidativa stresa un brivo radikalu mazinasanai. Tapat levans sp€j samazinat kopgjo
holesterola un trigliceridu daudzumu, ka art maza blivuma lipoproteinu holesterola daudzumu
(Dahec et al. 2011; 2013).

Levana nanodalinas var izmantot efektivai zalu parnesei 1pasi peptidu un olbaltumvielu
gadijuma (Sezer et al. 2011). To iesp€jams izmantot ka stabiliz€joSu un biosavienojamu
mikroelementu nanodalinu parklajuma agentu. Ar levanu parklatas kobalta nenodalinas var
kalpot, ka oglekla un $kistosa kobalta avots resnas zarnas bakterijam B. thetaiotaomicron
(Bondarenko et al. 2016).

Levana termoplastiskas 1pasibas lauj to viegli apstradat, izmantojot tradicionalas
formeSanas un pres€Sanas metodes, tade] tas var giit pielietojumu poliméru produktu raZzoSana

(Barone & Medynets 2007).
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Levanu iespgjams izmantot zelta un sudraba nanodalinu sint€ze, kas ir salidzinosi
vienkarSaka un videi draudzigaka par tradicionalam metodém (Ahmed et al. 2014).

Salidzinot ar citiem mikroorganismu polisaharidiem, levans tikai salidzinoSi nesen ir
kluvis komerciali, pieejams un tam ir plasas pielietojuma perspektivas biotehnologija. Levana
razoSanas izmaksas lielakoties ir atkarigas no izmantotajiem izejmaterialiem. No ekonomiska
viedokla biitu svarigi pilnveidot levana liela apjoma iegiiSanas metodes, lai tas varétu konkurét
ar citiem fruktozes polisaharidu veidiem, pieméram, augu izcelsmes inulinu un FOS. Tapat ir
nepiecieSami pilnveidot esosas un izstradat efektivas levana attiriSanas metodes (Rhee et al.
2002).

Baktériju sintez€to levanu riipnieciskais pielietojums joprojam ir ierobezots, kas
skaidrojams ar to augstajam iegtisanas izmaksam un komplic€to izstrades procesu. Atrodot un
pielietojot mikroorganismu kultliras ar augstu sintez€to levanu daudzumu, biitu iesp&jams
samazinat razoSanas izmaksas. Tade] aktuali ir petijumi, lai atrastu mikroorganismu kultiiras un
to celmus ar augstu levana sintézes iznakumu. Tapat tiek optimizeti kultivéSanas apstakli jau
zinamajam kultaram. Levana sintézes intensificéSanai tiek pielietoti ari genétikas un
metaboliskas inZenierijas petjumi un mekleti ari 1étaki celmi un metodes, lai veicinatu
iesp&jamos EPS pielietojumus dazadas nozarés (Patel & Prajapati 2013).

Paslaik nav pazistamas specifiskas, precizas un salidzinosi viegli istenojamas bakterialo
levanu noteikSanas metodes. Tadu metozu izstrade biitu noderiga un v€lama, lai atvieglotu
efektivu producentu meklgjumus, veicinatu levanu pétijumu un sekmétu efektivu
biotehnologiska riipniecibas procesu kontroli. Paslaik izmantotas levanu noteikSanas metodes

minétas 1.3.2. nodala.

1.3.Fruktanu noteikSanas metodes

1.3.1. Inulina kvantitativa analize

Inulina tipa fruktanu daudzumu paraugos var noteikt ar spektroskopiskajam,
enzimatiskajam, planslanu hromatografiju, gazes hromatografiju, augstas izskirtsp€jas
Skidruma hromatografiju (HPCL), infrasarkano spektroskopiju (IS), *H kodolu magnétisko
rezonansi (KMR) (Petkova & Denev 2015).

Spektroskopiskajas inulina analizu metodés tiek mérita krasu kompleksu veidoSanas
intensitate inulina kondensacijas vai mijiedarbibas ar rezorcinu, vanilinu vai indol-3-acetatu

rezultata skaba vide. Augstais vides pH nodrosina inulina hidrolizi [idz monomériem un reizé
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kalpo ka kondensacijas agents hromogéno savienojumu veidoSana ar fruktozi vai tas
fragmentiem (Petkova & Denev 2015).

Fruktooligosaharidu (ar DP no 2 lidz 10) noteikSanai partikas produktu un augu izcelsmes
paraugos iesp&jams izmantot modific€to augstas temperatiiras kapilaro gazu hromatografijas
metodi (Joye & Hoebregs 2000).

Partikas produktos esoSo inulinu iesp&jams noteikt ar planslanu hromatografiju, pirms
tam p&tamos paraugus hidroliz€jot 1 % skabenskabeé varosa tidens vanna (Simonovska 2000).

IS un KMR tiek veiksmigi pielietotas inulina identific€Sanai un ta analizei partikas un
augu izcelsmes paraugos. IS metod€ paraugi netiek bojati, bet KMR identific€Sanai izmanto
deitérija oksida hidroliz€tu inulinu (Petkova & Denev 2015).

AOAC enzimatiskas metodes inulina analiz€Sanai partikas produktos tika veiksmigi
ieviestas devindesmito gadu beigas. Sis metodes balstas uz inulina hidrolizi ar ekso- un endo-
inulinazém un iegito cukuru (glikozes, fruktozes) noteikSanu ar 3,5-dinitrosalicilskabi (Rocha
et al. 2006), HPLC (Vendrell-Pascuas et al. 2000), augstas izSkirtsp&jas anjonu apmainas
hromotografiju ar impulsa amperometrisko noteikSanu (Prosky & Hoebregs 1999) vai p-oksi-
benzoskabes hidrazidu (PAHBAH) (McCleary & Blakeney 1999).

Paslaik komerciali pieejams Megazyme metozu kopums fruktanu noteikSanai (AOAC
999.03 un AACC 32.32), kas balstas uz ekso- un endo-inulinazu darbibu un monoméru
spektrometrisko noteikSanu.

Saja metodé paraugi sakuma jaapstrada ar saharazes, o-amilazes, pullulanizes un
maltazes enzimu maisfjumu, lai hidroliz€tu saharozi par glikozi un fruktozi, un cieti par glikozi.
Talak tos apstradajot ar natrija borhidrida skidumu cukuru reducesanai lidz cukuru spirtiem.
Skidums tiek neitralizéts, un pari palikusais borhidrids tiek aizvakts, pievienojot atskaiditu

etikskabi.

(saharaze, pH 6.5, 40°C)
(1) Saharoze + H20 — D-glikoze + D-fruktoze

(pullulanaze, B-amilaze, maltaze, pH 6.5, 40°C)

(2) Ciete + maltosaharidi — D-glikoze

(natrija borhidrids)
(3) D-glikoze + D-fruktoze — D-sorbitols + D-mannitols + reducétie frukto-

oligosaharidi
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Talak parauga esoSie fruktani ar inulinazu palidzibu tiek hidrolizéti Iidz glikozei un

fruktozei. Iegitie cukuri tiek kolometriski noteikti ar PAHBAH.

(pH 4,5, 40° C)
(4) Fruktani + H20 —D-glikoze + D-fruktoze

(PAHBAH reagents, 100°C, 6 min)
(5) D-glikoze + D-fruktoze — PAHBAH krasu komplekss

Mazaka absorbcijas vertiba ir 0,010 absorbcijas vienibas, kas atbilst 12,8 pg/L D-glikozei
un D-fruktozei kopa atskaidijjuma. Mazakais nosakamais D-glikozes + D-fruktozes daudzums
parauga ir 25,6 pg/L. Fruktanu daudzumu aprékina izmantojot specializéto kalkulatoru

Megazyme Inc. majaslapa (http://secure.megazyme.com/Fructan-Assay-Kit).

1.3.2. Levana kvantitativa analize

Biezi baktériju sintezeto fruktanu kvantificéSanai Sobrid visplasak izmanto gravimetrisko
metodi, izgulsn&jot levanu ar etanolu (attiecigi, 1:3). Nogulsnes atdala centrifiigéjot un zave
lidz nemainigam svaram (Abou-Taleb et al. 2015).

Tapat biezi izdalitie levani tiek hidrolizeti un iegiita fruktoze analiz&ta ar kadu no cukuru
noteikSanas metodém, dalot iegiitos skaitlus ar 1,11, t.i., ar atbilstoSo koeficientu parejai no
monosaharidiem uz fruktozes polimeriem (Jathore et al. 2012). Levanu kvantitativu hidrolizi
var panakt inkubgjot paraugus 3 stundas 0,1 mol/l HC190° C temperatira, vai vienu stundu 0,1
mol/l skabenskabes 100° C temperatiira (Muidz Gutiérrez et al. 2009).

Levana daudzuma noteikSanai analiz€jamajos paraugos var tikt izmantota planslana
hromatografija, pirms tam veicot kalibraciju ar standarta levanu dazadas koncentracijas un pec
ieglita vienadojuma aprékinot pétamo levanu daudzumu (Franken et al. 2013). Lidzigi

iesp&jams izmantot augstas izskirtsp&jas skidruma hromatografiju (Ghaly et al. 2007).

1.4. Enzimatisko metoZu izmantoSana kvantitativaja analize

Analitiskajam metod@m jabiit ar pec iesp&jas augstaku specifiskumu, atkartojamibu un
jutibu, bet vienlaikus arT realiz€jams ar iesp€jami [etiem materialiem, 1saku laiku un minimalu
darbietilpibu. Teoretiski lielaka dala So prasibu ir vienkarsi sasniedzamas ar enzimatiskajam

metodém. Enzimatisko metozu galvenas priekSrocibas ir sp€ja specifiski mijiedarboties ar
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konkr&tu substratu un tam ir nepiecieS$ams mazs ta (mérama parauga) daudzums. Izmantojot
enzimatiskas metodes biezi iesp&jams novertet ar citam metodém griiti sasniedzamus lielumus
(Pomeranz & Meloan 1994).

Enzimatisko reakciju augstais specifiskums lauj noteikt atSkirigas substrata
koncentracijas neapstradatos paraugos, pieméram, §inu kultiirSkidrumos. Sajas metod@s ir
svarigi, lai reakcija notiktu lidz galam un rastos izm@rama starpiba starp tas sakuma un beigu
punktiem, lai tad€jadi spetu noteikt petama substrata daudzums. Tadel nepiecieSams, lai enzimu
reakcijas notiktu lidz galam, un vajadzigs lielaks enzimu daudzums, lai paatrinatu reakciju.
Tapat jabit definétiem citiem apstakliem, kas var ietekmét enzimu darbibu — temperatirai, pH
un citu sastavdalu koncentracijam. Sastavdalam, kuras ir iesaistitas katalitiskajas reakcijas,
jabiit parstavetam lielakos daudzumos neka paredzamajas koncentracijas, kas nepiecieSamas
substrata noteikSanai, pretéja gadijuma limit&josas sastavdalas ietekmés rezultatus (Bisswanger
2014).

Enzimatisko reakciju produktu noveérojumus visvienkar$ak ir veikt reakcijas, kuram
produktu koncentraciju var mérit spektrofotometriski. Citas optiskas metodes ir fluorometrija
un luminometrija. Tapat to iesp&jams izdarit ar elektrokimiskajam metodém, pieméram, pH
izmainu meériSanu (Bisswanger 2014).

Enzimatisko reakciju optimalo temperatiiru galvenokart ietekme divi faktori — kimisko
reakciju atrums, kas paaugstinoties temperatiirai pieaug, un enzima strukttiras termojiitiba, jo
enzimi pie augstakam temperatiiram ir paklauti denaturacijai. Augstakas temperatiiras enzimi
atrak tiek denaturéti, tadel nav vienas noteiktas optimalas temperatiiras un ta ir atkariga no
enzimu priekSapstrades un procesu garuma. Enzimu aktivitate pieaugums aprakstams ar
zvanveida funkciju — no nulles, pie zemakam temperatiram, ta strauji pieaug, tuvojoties
optimalajai temperatiirai un tad strauji samazinas attalinoties no tas un atkal sasniedzot nulli pie
augstakam temperatiram (Bisswanger 2014).

Enzimu aktivitate ir atkariga arT no pH, kur§ mainas lidzigi ka temperattras gadijuma.

Nozimiga loma enzimatiskajas metod€s ir buferiem, kas stabliz€ un regulé nepiecieSamo
pH, substratam, enzimu sp€jai izmantot arT cita veida savienojumus ka substratus, un reakciju
kofaktoriem (Bisswanger 2014).

Augu izcelsmes fruktanu noteikSanai, ka minéts 1.3.1. nodala, paslaik komerciali
pieejama Megazyme metode (AOAC 999.03/ AACC 32.32.), kuras darbiba balstas uz to

hidrolizi ar inulinazém un reducéto cukuru noteikSanu ar PAHBAH metodi.
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1.5. Inulinazes

Inulinu sp€j hidrolizét divu veidu inulinazes: ekso-inulinaze (B-D-fruktanfruktohidrolaze,
E.C. 3.2.1.80) un endo-inulinaze (2-1-B-D-fruktanfruktanohidrolaze, E.C. 3.2.1.7). Ekso-
inulinaze sp€j sadalit inulina gala vienibas saharozes un mazakas polimerizacijas inulina
molekulas, ka arT atbrivo fruktozi. Endo-inulinaze, savukart, hidroliz€ inulinu saskelot saites
starp fruktozes molekulam, kas atrodas talak no poliméru k&des galiem veidojot oligosaharidus
(1.4. attels) (Baston & Neagu 2013).

Visbiezak ka inulinazu avots tiek izmantoti raugi un sénes, kuram enzima produkcija ir
augstaka, salidzinot ar bakterijam. Vairak ka 60 % pé€tijjumu tiek izmantota sénu izcelsmes
inulinazes (Singh et al. 2017). Sobrid visbiezak izmantotie organismi inulinazu ieguvei ir
Kluyveromyces marxianus un Aspergillus niger (Baston & Neagu 2013).

Nozimigakas atskiribas starp ekso- un endo-inulinazu struktiiram ir enzimu katalitiskaja
dala. Ekso-inulinazei ir asparginskabes atlikums, bet endo-inulinazei ta vieta ir glutaminskabes
atlikums. Lielmolekulara substrata dé] endo-inulinazes katalitiska dala ir salidzinoSi plata un
aiznem 90 no 516 aminoskabju atlikumiem. Ekso—inulinazes aktivais centrs, kas iedarbojas uz
poliméra terminalajiem galiem, ir mazaks un ietver sevi 42 no 493 kopé&jam aminoskab&ém
(Basso et al. 2009).

Atkariba no izcelsmes avota ekso-inulinazes reakcijas optimala temperattra ir no 25° C
lidz 65°C. pH optimums ir robezas no 3,5 lidz 7. No Aspergillus niger iegiitai ekso-inulinazei
optimala temperatiira ir minéta 55° C un optimalais pH 4,5 (Anonims 2017a).

Endo-inulinazei optimala temperatira ir no 30° C lidz 70° C, bet pH optimums no 4 lidz
7,5. Aspergilus niger gadijuma optimala temperatira ir no 37°C lidz 70°C un optimalais pH no
4 Ilidz 6 (Anonims 2017b).

Atkariba no inulinazu izcelsmes to molekulu masa ekso-inulinazei ir no 60 lidz 250 kDa,
bet endo-inuinazei no 53 Iidz 200 KDa (Anontms 20173, 2017D).

Inulinazei ir vairaki industrialie pielietojumi, tostarp fruktozes sirupa iegtiSana no inulina,
bioetanola razosana, inulo-oligosaharidu iegtiSana, vienstunu — ellas un vienstinu — proteinu
iegtiSana, dazadu kimikaliju iegliSana, pieméram, citronskabes, alkohola, pienskabes (Baston &
Neagu 2013).

Ekso-inulinazes gadijuma nav novérojama enzima inhibicija ar reakcijas galaproduktiem
— fruktozi. Endo-inulinazes gadijuma enzima aktivitati ietekmé inulo-oligosaharidi, pie
lielakam to koncentracijam attiecigi izzud ar1 enzimu aktivitate (Liu et al. 2016).

Maistjumos, kas satur abus inulinazu veidus, endo-inulinazei ir nozimiga loma inulina
poliméra polimerizacijas pakapes samazinasana un substrata S$kidibas palielinasana. Tikmeér
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ekso-inulinaze samazinaja endo-inulinazes produktu inhibiciju, efektivi parvérsot inhibitoros
oligosaharidus fruktoze (Liu et al. 2016).

Inulinazes nav absoliiti substrat specifiskas un tas sp€j hidrolizét ne tikai inulina B 2-1
saites, bet, vismaz principa, ar1 levana B 2-6 saites. Tapat tas sp€j izmantot ar1 saharozi ka
substratu, visos gadijumos atbrivojot fruktozi ka galaproduktu (Nagem et al. 2004).

P&éc literatiiras datiem, agrakajos gados ir bijis komerciali pieejams Fructozyme L
preparats (Novozymes), kas sp&ja pietieckami efektivi hidrolizét dazada veida fruktanus lidz
fruktozei un ta sastavu veidoja ekso- un endo-inulinazu maisijuma. To izmantojot, principa ir
iesp€jama un tikusi sasniegta pilniga fruktanu hidrolize l[idz monomeriem (Vigants et al. 2003,

Munoz-Gutierrez et al. 2009). Sobrid Fructozyme L raZosana ir partraukta.
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1.4 attéls. Inulina degredacija ar inulinazém (Singh et al. 2017)
Figure 1.4 Degradation pattern of inulin by inulinases (Singh et al. 2017)
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2. Materiali un metodes

2.1. Levanu producéjosa kultiira un kultiveéSanas apstakli

Darba ir izmantota etikskabes baktériju kultira: Gluconobacter nephelii P1464, kas
uzglabata LU MBI Tehniskas mikrobiologijas un partikas biotehnologijas laboratorijas kulttru
kolekcija.

2.2. Barotne

P&tijjumos izmantota Hestrin — Schramm (HS) barotne (Hestrin & Schramm 1954) ar
sekojosam vielu koncentracijam (g/1) — peptons 5, Na;HPO4 + 12H,0 7,3, citronskabe 1,15 un
MgSOs4 0,5, saharoze 206 g/1, rauga ekstrakts 5,5 g/l. Barotnes sakotn&jais pH 5,6.

Barotnes komponentes Skidina destileta H2.O mérkolbas, tas uzpildot lidz atzimei, pH

reguléjot ar koncentrétu HCI vai 1 M NaOH. Barotnes autoklavé divas reizes 30 min 0,5 atm.

2.3. Levana producenta kultivéSana

Kultiiras uzglaba sasald@tas ar 5% glicerina piedevu saldétava -20°C temperatiira.

Séjmateriala iegtsanai, tiek veikta kultiras aktivéSana, to ies€jot mégenés ar HS barotni
un audzgjot 24 stundas.

P&c kulttiras aktivésanas, to izmanto ka s€jmaterialu talakajos meéginajumos (1% no
tilpuma). Sgjmateriala daudzumu nepieciesamibas gadijuma korigé péc kultiiras suspensijas
optiska blivuma (OD) raditajiem. Kultiiras audze 24 h periodiska procesa 100 ml kolbas ar 40
ml barotnes 30°C uz kratitaja ar 100 apgr/min.

2.4. Levana izdaliSana un svara analize

Gluconobacter nephelii P1464 kultiiras Skidrumu centrifiigé 25 mindtes pie 4500
apgr/min, lai atdalitu Stnu biomasu. Noteiktam daudzumam iegtita supernatanta pievieno tris
dalas atdzes€ta etanola, lai izgulsnétu bakteriju sintez€tos eksopolisaharidus (EPS), kuri G.
Nephelii P1464 gadijuma parstav fruktozes polisaharidu levanu. IzgulsnéSanu atkarto tris
reizes, levana paraugu Skidinot destileta tideni. Izgulsn€to levanu zavé eksikatora 37°C
temperatiira lidz nemainigam svaram (apméram 48 stundas). [zzaveétos paraugus nosver un
levanu koncentraciju aprékina atbilstosi izgulsnétajam tilpumam (Abou-Taleb et al. 2015).
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2.5. Laboratorijas trauki un mérierices

Darba izmantotie laboratorijas trauki un mérierices:
Mercilindri (50 ml, 100 ml)

Mgégenes (10 ml un 20 ml)

Varglazes (10 ml, 50 ml, 100 ml un 250 ml)
Automatiskas pipetes (0,002 - 5ml)

Merkolbas (100 ml, 250 ml)

Koniskas kolbas ( 50 ml, 100 ml)

2.6. Vienreizejas lietoSanas materiali

2.1. Tabula. Vienreizgjas lietoSanas materiali.

Table 2.1 Disposables.

Nosaukums Razotajs

Piegadatajs

Sarstedt; Aktiegesellschaft &
Co; D-51588 Numbrechet,

Kivetes REF67.741

10x10x45 mm §
Vacija

Sarstedt parstavnieciba

Latvija

Sarstedt; Aktiegesellschaft &

Vienreiz€jas lietoSanas Co: D-51588 Numbrechet,

Sarstedt parstavnieciba

1,5 ml; 50 ml

pipetes 1 ml, 2 ml Vacija Latvija
Pipesu uzgali 5 — 1000 - N
Nuova APTACA, Italija SIA Santaks, Latvija
pm
Centrifugas mégenes Nuova APTACA, Italija SIA Santaks, Latvija

2.2. Tabula Reagenti un kimikalijas.

Table 2.2 Reagents and chemicals.

Reagentu un kimikaliju nosaukumi Razotajs
Peptons Sigma-Aldrich, ASV
BBL Becton Dickinson and
Rauga ekstrakts
Company, ASV
Citronskabe Sigma-Aldrich, ASV
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Saharoze Sigma-Aldrich, ASV

Natrija hidroksids (NaOH) Sigma-Aldrich, ASV
Etikskabe (CH3COOH) Sigma-Aldrich, ASV
Natrija borhidrids (NaBHa) Sigma-Aldrich, ASV
Di-natrija fosfats dodehidrats (Na,HPO4 * Peaxin, PSRS
12H,0)
Amonija citrats (CeH17N307) Peaxum, PSRS
Mangana(Il) sulfata monohidrids (MnSO4 * Peaxin, PSRS
H20)
3,5-dinitrosalicilskabe Sigma-Aldrich, ASV
K-Na tartrats Enola, Latvija
Fruktanu noteikSanas komplekts (Fructans
Assay Kit K-FRUC 5/2008 un K-FRUC Megazyme, Irija
03/14)
Glikozes/fruktozes noteikSanas komplekts
(Sucrose, D-fructose and D-glucose K- Megazyme, Irija
SUFRG 06/14)
Erwinia herbicola levans Sigma-Aldrich, ASV
Endo-inulinaze Sigma-Aldrich, ASV
Ekso-inulinaze Megazyme, Irija

2.7. Laboratorijas iekartas

Darba izmantotas $adas laboratorijas iekartas:

Svari d=0,01 g max 1500 g: BOECO, Boeckel + Co, Vacija
Spektofotometrs: Libra S22, Apvienota Karaliste

Centrifuiga: Hermel 2383 K, Vacija

Termostats: TEPMOCTAT TC-80M-2, PSRS

Sildvanna: Shimadzu TB-85, Japana

pH-metrs: Microprocessor pH Meter pH211, HANNA instruments, Rumanija
Maisitajs: Vortex Mikrospin FV-2400, BioSan, Latvija

Ledusskapis: Samsung Silver Nano, Korejas Republika

Kratitajs — Enviromental shaker ES-20, BioSan, Latvija
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2.8. Analitiskas metodes

2.8.1. Siinu biomasas noteik$ana

Snu suspensijas optiskais blivums (OD) raksturo biomasas koncentraciju skidruma. To
nosaka spektrofotometriski (Libra S22, Apvienota Karaliste). Stinu suspensiju gatavo nemot
noteiktu daudzumu kultiiras Skidruma, kas satur mikroorganismu Stnas un izvéloties
atSkaidijumu ta, lai OD radjjumi biitu 0,1 — 0,5 vienibu diapazona. OD méra pie 550 nm pret
destiletu tdeni. Biomasas koncentraciju (X) aprékina péc vienadojuma X (g/l) = 0,19 * OD,

nemot vera izmantoto atSkaidijumu.

2.8.2. pH noteikSana

5 — 10 ml varglaze ielej 5 ml p&tama Skidruma un ievieto pH-metra elektrodu, lai tas

Go —

elektrodu noskalo ar destilétu tGdeni un nosusina. pH meériSanu veic ar pH-metru

Microprocessor pH Meter pH211.

2.8.3. Fruktanu noteik$ana

Inulina un bakteriala levana noteikSanai izmanto K-SURFG (Megazyme International.,
Irija) specifisko enzimu kompleksu (http://secure. megazyme.com/Fructan-Assay-Kit).
Bakterialais levans tiek noteikts gravimetriski (Abou-Taleb et al. 2015).

2.8.4. Reducéjoso cukuru noteikSana ar DNS metodi

Reducgjoso cukuru noteikSanai izmantota 3,5-dinitrosalicil skabes (DNS) metode (Miller
1959):

0,5 ml pétamajam paraugam pievieno 2 ml DNS reagenta un to karsé 8 minates 100° C.
Paraugus atdzesg Iidz istabas temperatiirai un to absorbciju méra pie 570 nm pret kontroli, kura

parauga vieta ir destil€ts tidens.

3,5-dinitrosalicilskabe + reducgjosie cukuri —3-amino-5-nitro salicilskabe
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DNS reakcijai izveidots kalibracijas vienadojums. Tris paral€l€s tika noteikti fruktozes
standartSkidumu koncentracijas robezas no 0,1 mg/l lidz 2 mg/l. No iegiitajiem rezultatiem,
izmantojot Microsoft Excel 2016, aprékinatais kalibracijas vienadojums ir:

Cukuri (g/l) = 2,9496 * absorbcija + 0,0782

Mazaka absorbcijas vertiba ir 0,010 absorbcijas vienibas, kas atbilst 0,1 g/1.

2.8.5. Cukuru noteikS§ana ar Megazme specifisko enzimu komplektu (K-SURFG 06/14)

Cukuru noteikSanai izmantots Megazyme specifiskais enzimu komplekss
(http://secure.megazyme.com/Sucrose-Fructose-D-Glucose-Assay-Kit).
Glikozes noteikSana.
(heksokinaze)
(1) D-glikoze + ATF — Glikozes-6-fosfats + ADF
(Glikozes-6-fosfata dehidrogenaze)
(2) Glikozes-6-fosfats + NADP* — glikonata-6-fosfats + NADPH + H*

Izveidojusais NADPH daudzums ir stehiometriski vienads ar glikozes daudzumu un tiek

merits spektrofotometriski pie 340 nm.

Fruktozes noteikS$ana.
(heksokinaze)
(3) D-fruktoze+ ATF — fruktozes-6-fosfats + ADF
(fosfoglikozes izomeraze)

(4) fruktozes-6-fosfats — glikozes-6-fosfats

G-6-P reage ar NADP+ veidojot glikonata-6-fosfatu un NADPH, kas ir stehiometriski

vienads ar fruktozes daudzumu un tiek mérits spektrofotometriski pie 340 nm.

Saharozes noteiksana.
(B-fruktozidaze)
(5) Saharoze + H20 — D-glikoze + D-fruktoze

Glikozes daudzumu péc saharozes hidrolizes (kop€ja glikoze) nosaka tapat, ka aprakstits

ieprieks.
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Péc absorbciju iegiiSanas, rezultati tiek aprékinati ar Megazyme aprékinu kalkulatoru
((http://secure.megazyme.com/Sucrose-Fructose-D-Glucose-Assay-Kit).
Mazaka absorbcijas veértiba ir 0,010 absorbcijas vienibas, kas atbilst 0,69 mg/l parauga

atSkaidijuma. Mazakais nosakamais cukuru daudzums ir 1,38 mg/I.
2.9. Eksperimenta planosana un datu apstrade

P&étamo faktoru ietekmes izvérté$anai izmanto pilnus 32 (divi faktori tris limenos)
faktoreksperimentus (Semjonovs et al. 2016).

Datu apstradei, aprékiniem, tabulu un grafiku veidoSanai izmanto datorprogrammu
Microsoft Excel 2016 un STATGRAPHICS Centurion XVII.

Daudzfaktoru regresijas analize tiek izmantota, lai noskaidrotu sakaribas starp atkarigo
mainigo un vairakiem neatkarigiem faktoriem, ka arT lai prognozetu atkarigo mainigo izmainas
pie atskirigiem faktoru ltmeniem.

No iegiitajiem rezultatiem tiek veidoti daudzfaktoru linearas/kvadratiskas regresijas
modeli, lai aprakstitu temperatiras, laika, enzimu daudzuma ietekmi uz fruktanu hidrolizi

(STATGRAPHICS Centurion XVII).

2.10. Metodes validacija

P&c metodes izstrades nepiecieSama tas pareizibas parbaude un validacija. Metodi
parbauda analizgjot standartskidumus, kuri satur zinamu daudzumu levana standarta (Erwinia

herbicola L8647, Sigma-Aldrich) dazadas koncentracijas. Mg@rijumus veic vismaz divos
atkartojumos. Rezultatus izsaka ka merijumu vidgjo aritmétisko + standartklida (S= % ).

Metodi parbauda art uz kulturSkidrumiem, kas satur levanus un rezultati lidziga veida tiek
salidzinati ar svara analizg iegiitajiem.
nezinamas koncentracijas paraugu tiek pievienoti iepriek§ zinamas koncentracijas levana
standartskidums dazados daudzumos vismaz divas paralélés. Péc tam izmantojot p&tamo
metodi visiem Skidumiem tiek noteiktas to koncentracijas. Starpibai starp Skidumos noteiktajam

koncentracijam jaatbilst pievienoto standartskidumu koncentraciju starpibam (Harvey 2008).
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3. Rezultati

3.1. Bakterialo levanu noteikSana ar Megazyme enzimatisko fruktanu noteikSanas

metodi

Izmantojot Megazyme specifisko enzimu komlektu fruktanu kvantitativai noteikSanai
tika analiz&ti tris dazadu baktériju (Gluconobacter nephelii, Zymomonas mobilis, Erwinia
herbicola) sintez&to levanu un pasa komplekta ieklauta inulina standartskidumi. Izmantoti
specifiska enzimu komplekta definétie standarta apstakli un enzimu koncentracijas

(http://secure.megazyme.com/Fructan-Assay-Kit). Rezultati apkopoti 1. attéla.

Izmantots Megazyme enzimu komplekts (K-FRUC 5/2008), kuram defingtie standarta
apstakli fruktanu hidrolizei nosaka reakcijas laiku 20 min, 40°C temperatiira izmantojot 0,1 ml
enimu maisijuma, kas satur 45,5 U ekso-inulinazes (Eksol) un 0,45 U endo-inulinazes (Endol).
Tika izmantoti standartskidumi ar sekojosam levana koncentracijam: G. nephelii 22,38 g/l, Z.

mobilis 24,22¢/1, E. herbicola 20,3 g/1, inulins 20,92 g/1.

3.1 Attels. Fruktanu atgiustamiba standart apstaklos izmantojot Megazyme inulinazu

komplektu.
Figure 3.1 Recovery of fructans using inulinases of the Megazyme kit under standard
conditions.
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Ka redzams att€la, inulina atgiistamiba salidzinajuma ar ievaditajiem daudzumiem ir loti
tuva 100 %, bet levanu paraugu gadijuma to atgiistamiba ir mazaka par 50 % no ievadita
daudzuma. Tas norada, ka Megazyme komplektam definétie reakcijas apstakli, tostarp

inulinazu daudzumi, nevar nodrosinat bakterialo levanu kvantitativo analizi. Tadel parbaudijam
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vai ilgaks enzimatisko reakciju laiks un palielinata inulinaZzu daudzuma izmantoSana veicina

bakterialo levanu kvantitativu hidrolizi.
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3.2. Megazyme komplekta optimizacijas iesp€jas bakterialo levanu hidrolizei

3.2.1. Megazyme komplekta inulinazu daudzuma un reakcijas laika ietekme uz

bakterialo levanu hidrolizi

Lai izvértétu enzimu daudzuma un laika ietekmi, tika veikts 32 faktoreksperiments ar 2
faktoriem 3 Iimenos, kopa veidojot 9 dazadas faktoru kombinacijas. Izmantots G. nephelii
P1464 levana standartS8kidums 20,39 g/l un nemainiga temperatiira 40° C, un Megazyme K-
FRUC 5/2008 inulinazu komplekts. Visi méginajumi tika veikti vismaz divos atkartojumos,

3.1. tabula parstavetas levana atgiistamibas vid€jas veértibas un to standartkliidas.

3.1. Tabula. Faktoru lIimeni (kod&tas vértibas) un eksperimenta atsauces.

Table 3.1 Factor levels (coded values) and the responses of experiment.

Enzimatiski
variants Xy X, noteiktﬁ . Atguistamiba
koncentracija %
g/l

1. -1 -1 10,59 + 0,04 51,94 £ 0,19
2. -1 0 13,73 £ 0,36 67,34 +1,75
3. -1 1 14,34+ 0 70,34+ 0
4. 0 -1 13,11 £ 0,44 64,31 £2,14
5. 0 0 15,11 +0,16 74,09 + 0,78
6. 0 1 15,78 £ 0 77,39 +£0
7. 1 -1 14,29 + 0,39 70,07 = 1,93
8. 1 0 15,61 £0 76,56 =0
9. 1 1 15,43 +0,12 75,65 + 0,58

o Xi—laiks (min): -1 =40; 0 =60; +1 =80
o Xo—ekso-/endo-inulinazu daudzums (U): -1 = 91/9; 0 = 136/13,5; +1 = 182/18

No iegiitajiem rezultatiem tika izveidots daudzfaktoru otras kartas regresijas modelis,
kurs apraksta bakteriala levana atgtistamibas atkaribu no enzimatiskas hidrolizes laika (X, min)
un inulinazu daudzuma (Y, U). P&c iegutajiem regresijas koeficentiem redzams, ka uz levana
hidrolizi abiem faktoriem ir vienlidz liela ietekme. Ir verojama bitiska abu faktoru
mijiedarbiba, kur inulinazu daudzuma ietekme uz levana atgiistamibu ir tuvaka linearai
sakaribai un ir izteiktaka pie Tsaka hidrolizes laika. Ka norada determinacijas koeficents (R?),
modelis levanu hidrolizei ,,izskaidro’’ gandriz visu (98,03%) eksperimenta atsaucu dispersiju

un p<0,0021 norada uz to, ka tas ir ticams.

25



3.2. Tabula. Daudzfaktoru regresijas modelis, kas apraksta atgiita levana daudzumu.

Table 3.2 Multivariate regression model, which describes the amount of recovered levan.

. Lineara sakariba starp novérotajiem un
Modelis Daudzfaktoru regresija

modela prognozetajiem rezultatiem

Atgiistamiba(%)=0,7485+0,0544 80T
*X+0,0618*Y-0,0328*X>2- '
0,0438*Y2-0,0321*X*Y

| R =0,9926 zssg
R2= 98,0296 % e 5
p = 0,0021
F = 80,60

6 65 70 75 80
Srognozetais, %

80F

Atgustamiba, %

1

0 .
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-1

3.2. Attels. Bakteriala levana atglistamiba atkariba no hidrolizes laika un inulinazu daudzuma.

Figure 3.2 Recovery of bacterial levan upon the hydrolysis time and the amount of inulinases.

Atsauces virsmai (3.2. att€ls) ir maksimums, kura vertibas atrastas izmantojot tiesSsaistes
kalkulatoru (https://www.wolframalpha.com). Tas norada, ka dotaja apstaklu diapazona
maksimali iesp&jamo levana hidrolizi iesp&jams sasniegt pie X=73.98 min (74min) un Y=
0.337ml (0.34 ml) (ekso — 154,56 U/ endo — 1,55 U).
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3.2.2. Levana kvantitativas noteikSanas iespéjas izmantojot optimizéto hidrolizes

laiku un inulinaZzu daudzumus

[zmantojot atsauces virsmas maksimumam atbilstoSos optimiz€tos parametrus tika
analizeti standartskidumi, kas gatavoti no G. nephelii vai E. herbicola levaniem, lai noteiktu
maksimali atgiistamo levanu kvantitativo daudzumu pie izmainitajiem enzimatiskas hidrolizes

apstakliem (laiks — 74 min, inulinazu daudzums — 0,34 ml (Eksol — 154,56 U/ Endol — 1,55 U)).

Rezultati parstaveti 3.3. tabula.

3.3. Tabula. Bakterialo levanu atgistamiba izmainitajos hidrolizes apstakliem

Table 3.3 Recovery of bacterial levan under changed hydrolysis conditions.

Koncentracija Enzimatiski
Levans araues /Jl noteikta Atgiuistamiba %
p 84, 8 koncentracija g/l
G. nephelii 20,39 16,05 + 0,52 78,69 +2.53
E. herbicola 20,10 14,67 £ 0,28 72,98 £ 1,38

P&éc tabulas datiem jasecina, ka ar1 §adi mainitajos hidrolizes apstaklos, izmantojot
Megazyme komplekta inulinazes, nav iesp&jams sasniegt atgistamibu augstaku par 78,69% no
ievaditas koncentracijas G. nephelii levanam, bet E. herbicola levana gadijuma ta bija vél
mazaka (72,98%), kas nav pietickama, lai nodroSinatu bakterialo levanu kvantitativu

enzimatisko noteikSanu.

3.2.3. Temperatiras un inulinazu daudzuma ietekme uz bakterialo levanu hidrolizi

Ir labi zinams, ka temperattra var butiski ietekmét enzimatisko reakciju atrumu, pie tam
inulinazes ir salidzinos$i termotoleranti enzimi un ir iesp&jama temperatiiras pozitiva ietekme uz
bakterialo levanu hidrolizi (Bisswanger 2014). Tadel, lai noteiktu temperatiras ietekmi uz
inulinazu aktivitati, tika veikts 32 faktoreksperiments faktoru kombinacijam veidojot 9
variantus (3.4. tabula). Tika parbauditas tris dazadas inkubacijas temperatiras (40°C, 50°C,
60°C) un tris dazadi enzimu daudzumi (0,2, 0,3, 0,4 ml). Levana standartSskiduma koncentracija
19,84 g/l, fiksetais inkubacijas laiks - 30 min, izmantots Megazyme K-FRUC 03/14 enzimu
komplekts.
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3.4. Tabula. Faktoru Iimeni (kodétas vertibas) un eksperimenta atsauces.

Table 3.4 Factor levels (coded values) and the responses of experiment.

Enzimatiski
variants X1 Xy noteiktz'l . Atgiistamiba
koncentracija %
g/l
1. -1 -1 2,34+0,18 11,8 +£0,91
2. -1 0 4,42 + 0,07 22,3+0,37
3. -1 1 4,80+0,18 242 +0,91
4. 0 -1 4,34 + 0,04 21,9+0,19
5. 0 0 6,33 +0,19 31,9+0,96
6. 0 1 7,16 =0 36,1+ 0
7. 1 -1 5,75+ 0,04 29,0+ 0,19
8. 1 0 7,88 £0,27 39,7+ 1,36
9. 1 1 9,21 +£0,15 46,4 + 0,78

e Xi— hidrolizes temperatiira (°C): -1 = 40; 0 = 50; +1 = 60

« Xo— Megazyme komplekta ekso-/endo-inulinazu daudzums (ml): -1 = 0,2; 0 =0,3; +1

=0,4

Iegiitos rezultatus apraksta daudzfaktoru otras kartas regresijas modelis, kas saista levana
atgiistamibu ar reakcijas temperatiiru (X, °C), un inulinazu daudzumu (Y, ml). Ka norada
iegtie regresijas koeficenti temperatiirai ir nedaudz lielaka ietekme uz levana hidrolizi neka
inulinazu daudzumam. Faktoru kvadratiskie efekti, tapat arl to mijiedarbiba ir salidzinoSi

neliela. Péc R2 redzams, modelis ,,izskaidro’” gandriz visas (99,43%) eksperimenta atsaucu

dispersiju un p<0,0026 norada uz to, ka tas ir statistiski ticams.
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3.5. Tabula. Daudzfaktoru regresijas modelis, kas apraksta bakterialo levanu atglistamibu
atariba no hidrolizes temperatiiras un inulinazu daudzuma.
Table 3.5 Multivariate regression model describing recovery of bacterial levan upon hydrolysis

temperature and amount of inulinases.

Lineara sakariba starp
Modelis Daudzfaktoru regresijas modelis novérotajiem un modelu

prognozétajiem rezultatiem

Atglistamiba(%)=0,3200+0,0949*X+0, o —
0735*Y -0,0106* X?- s P
0,0306*Y2+0,0126*X*Y fo ,
Z10F el E
1 R =0,9979 N
0 10 20 30 40 50
R2 = 9914321% Prognozetais, %
p = 0,0003
F=281,12

(44
o

F-3
o

(2]
o
T

Atgustamiba, %
N
o
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3.3. Attels. Bakteriala levana atgiistamiba atkariba no hidrolizes temperatiiras un inulinazu

daudzuma.

Figure 3.3 Recovery of bacterial levan upon the hydrolysis temperature and the amount of

inulinase.

3.2.4. Reakcijas laika ietekme ietekme uz levana hidrolizi paaugstinata temperatira

Jau mingjam, ka péc literatiras datiem ekso- un endo-inulinazes ir salidzinosi
termotolerantas, t.i., sp& darboties augstakas temperatiiras, salidzinot ar Megazyme
komplektam defingtajiem 40°C. Tadgel, lai novértétu §1 inulinazu maisTjuma aktivitati un
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noturibu, parbaudita laika ietekme izmantojot 4 inkubacijas laikus (40-70 min) pie fiks€tas
paaugstinatas temperattras 55° C. Izmantota 25,17 g/l levana koncentracija, 55°C temperatiira

un 0,3 ml ekso-/endo-inulinazu maisijums.

3.4. Attels. Laika ietekme uz bakteriala levana hidrolizi fikséta 55°C temperatiira.

Figure 3.4 Time effect on the hydrolysis of bacterial levan at fixed temperature 55°C.
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Labakais rezultats tika saniegts inkub&jot paraugus 60 min, bet pat tad ievadita levana

atgiistamiba tikai nedaudz parsniedza 60 %.

Jasecina, ka izmantojot Megazyme fruktanu noteikSanas komplekta ieklautas inulinazes
ar1 modific€tos/optimiz€tos enzimatiskas reakcijas apstaklos nav iesp&jama pilniga bakteriala

levana hidrolize, tatad ar1ta kvantitativa noteikSana.

3.2.5. Atskirigu Megazyme inulinaZzu komplektu ietekme uz bakterialo levanu

hidrolizi

Vienas izcelsmes bakterialo levanu standartSskidumu hidrolizei izmantojot atskirigas
Megazyme komplektu (K-FRUC 5/2008; K-FRUC 03/14) inulinazes, atkartoti novérojam
butiski atSkirigu levana atgiistamibu. To apstiprina 3.6. tabulas dati, kur hidrolize ar it ka
,jaunakas’> Megazyme modifikacijas (K-FRUC 03/14) inulinazém uzrada pat ievérojami
zemaku (28,8%) atglistamibu salidzinot ar K-FRUC 5/2008.

Savukart abas minétas Megazyme komplektu modifikacijas sp€j vienlidz kvantitativi
hidrolizét inulinu. Jamin, ka K-FRUC 03/14 no K-FRUC 5/2008 atskiras ar to, ka taja
izmantotas rekombinantas inulinazes, turklat metodes protokola tas nav raksturotas ar
aktivitates vientbam. Abam modifikacijam definétie analizes soli, reakciju apstakli un

izmantojamie reaktivi ir paliku$i nemainigi.
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3.6. Tabula. Megazyme K-FRUC 5/2008 un K-FRUC 03/14 komplektu modifikaciju

salidzinajums fruktanu hidrolize.

Table 3.6 Comparision of modified Megazyme K-FRUC 5/2008 and K-FRUC 03/14 Kits in

fructan hydrolysis.

Koncentracija Koncentracija Koncentracija
Fruktans - hidrolizejot ar K- hidrolizejot ar K-
parauga g/l FRUC 5/2008 g/l | ERUC 03/14 g/l
G. nephelii levans 19,84 11,02 +0,12 5,72 £ 0,06
Megazyme inulins 10,46 10,78 £ 0,20 11,12+ 0,22

Jasecina, ka abos gadijumos bakteriala levana atgiistamiba, tatad ta enzimatiska hidrolize,
neatbilst kvantitativas analizes nosacijumiem. Turklat noverotas atSkiribas rada ar7 biitiskus
metodiskus sarezgfjumus jebkura Megazyme inulinazu komplekta tieSam pielietojumam
bakterialo levanu analizé. Tadg] varétu biit lietderigi ari citu komerciali pieejamu endo- un ekso-

inulinazu aktivitates novert&jums to izmantosanai bakterialo levanu hidrolizei.
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3.3. Komerciali pieejamo inulinazu ietekme uz levanu hidrolizi

Turpmakajos pétijumos tika parbauditas Sobrid komerciali pieejamas endo- (16285,

Sigma-Aldrich) un ekso-inulinazes (E-EXOIAN, Megazyme).

3.3.1. Endo-inulinazes daudzuma un hidrolizes laika ietekme uz bakteriala levana
hidrolizi

Lai izvértétu endo-inulinazes daudzuma un reakcijas laika ietekmi uz levanu hidrolizi tika
veikts 32 faktoreksperiments. Kopéjais variantu skaits — 9. Temperatiira tika saglabata 40° C,
izmantots 9,92 g/l G. nephelii levana standartskidums. Endo-inulinazes aktivitate noteikta pec
hidrolizes rezultata izveidoto reducjoso cukuru atlikumiem, t.i., iegltajiem
spektrofotometriskas absorbcijas (570 nm) raditajiem DNS reakcija. Rezultati parstavéti 3.7.

tabula.

3.7. Tabula. Faktoru limeni (kodgtas vértibas) un eksperimenta atsauces.

Table 3.7 Factor levels (coded values) and the responses of experiment.

Variants X4 %o AbsorE::T: ja 570

L -1 -1 0.110 £ 0,001
2. -1 0 0.065 = 0,004
3. -1 1 0,065 = 0,003
4. 0 1 0.120 = 0,001
. 0 0 0,070 £ 0

6. 0 1 0,095 = 0,006
/. 1 1 0.045 = 0,003
8. 1 0 0.110 = 0,001
3. 1 1 0.120 = 0,003

o Xg—laiks (min): -1 =15;0=25; +1 =35
e Xz—endo-inulinazes daudzums (U): -1 = 15; 0=22,5; +1 =30

No iegiitajiem rezultatiem tika izveidots daudzfaktoru otras kartas regresijas modelis,
kurs apraksta bakterialo levanu hidrolizes atkaribu no enzimatiskas hidrolizes laika (X, min) un
endo-inulinazes daudzuma (Y, U). P&c iegiitajiem regresijas koeficentiem redzams, ka
vislielaka ietekme ir endo-inulinazes daudzumam. Tapat ir vérojama biitiska abu faktoru
mijiedarbiba. Ka norada R?, levana hidrolizi aprakstosais modelis ,,izskaidro>’ lielako dalu

(64,44%) no eksperimenta atsaucu dispersijas un p<0,0026 norada uz to, ka tas ir ticams.
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3.8. Tabula. Daudzfaktoru regresijas modelis, kas apraksta levana atglistamibu atkariba no

endo-inulinazes un laika

Table 3.8 Multivariate regression model describing recovered levan depending on endo-

inulinase and time

Modelis

Daudzfaktoru regresija

Lineara sakariba starp noverotajiem un

modelu prognozeétajiem rezultatiem

Absorbcija(570nm)=
0,0990+0,0028*Y +
0,0056*X-0,0279*Y2-
0,0138*X2+0,0077*Y*X
R =0,749

R2= 64,441 %

p = 0,0026

F=7,16
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3.5. Att€ls. Absorbcija pie 570 nm atkariba no endo-inulinazes daudzuma un inkubacijas laika.

Figure 3.5 Absorption at 570 nm depending on endo-inulinase amount and incubation time.

Atsauces virsmai (3.5. attels) ir maksimums, kura vértibas atrastas izmantojot tieSsaites

kalkulatoru (https://www.wolframalpha.com). Tas norada, ka dotaja apstaklu diapazona

maksimala iespéjama absorbcija pie 570 nm iesp&jams sasniegt pie un X=25,8 min un

Y=24,18U.
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3.3.2. Dazadu ekso- un endo-inulinaZzu daudzumu ietekme uz levanu hidroliz

Lai izvertétu ekso- un endo-inulinazu daudzumu vienlaicigu izmainu ietekmi uz levana

hidrolizi, tika veikts 32 faktoreksperiments, kopa veidojot 9 dazadas faktoru kombinacijas.

Pargjie faktori: laiks 35 min, temperatiira 40° C, G. nephelii levana standartskidums 19,8 g/1.

Dati parstaveti 3.9. tabula.

3.9. Tabula. Faktoru Iimeni (kod&tas vértibas) un eksperimenta atsauces.

Table 3.9 Factor levels (coded values) and the responses of experiment.

Enzimatiski
Variants X4 X, noteikzﬁ” Atgiistamiba
koncentracija %
g/l
1. -1 -1 16,30 + 0,28 82,3+1,43
2. -1 0 17,63 £ 0,39 89,0 £ 1,96
3. -1 1 19,40 + 0,07 98,0 0,36
4. 0 -1 12,91 +£0,42 65,2+2,14
5. 0 0 14,09 +0 71,1 £0
6. 0 1 15,86 + 0,04 80,1 +£1,43
7. 1 -1 9,66 + 0,04 48,8 + 0,21
8. 1 0 13,35+ 0,28 67,4+ 1,43
9. 1 1 16,30 + 0,07 82,3+ 0,36

e Xi—endo-inulinazes daudzums (U): -1 = 15; 0= 22,5; +1 =30
e Xo—ekso-inulinazes daudzums (U): -1 = 140; 0 = 160; +1 = 180

Iegiitos rezultatus apraksta daudzfaktoru otras kartas regresijas modelis, kas saista levana
atgiistamibu ar endo-inulinazes (X, U) un ekso-inulinazes (Y, U) daudzumiem. P&c iegiitajiem
regresijas koeficentiem (3.10. tabula, 3.6. attéls) redzams, ka vislielaka ietekme uz levanu

hidrolizi ir ekso-inulinazes daudzumam. Faktoru kvadratiskie efekti, tapat ari to mijiedarbiba ir

salidzinosi nelieli. R? norada, ka modelis levanu hidrolizei ,,izskaidro’” gandriz visu (94,37%)

eksperimenta atsaucu dispersiju un p<0,0026 norada uz to, ka tas ir statistiski ticams.
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3.10. Tabula. Daudzfaktoru regresijas modelis, kas apraksta bakteriala levana atgiistamibu
atkariba no endo- un ekso-inulinazu daudzumiem.

Table 3.10 Multivariate regression model describing recovery of bacterial levan upon amount
of endo- and exo-inulinases.

y Lineara sakariba starp novérotajiem
Daudzfaktoru regresijas

; un modelu prognozétajiem
Modelis modelis lu prog )
rezultatiem
Atgiistamiba(%)=0,7194+0,106 | 10F PR
8*Y-0,118*X+0,0028*Y2+ R0 =
0,0583*X2+0,0445*Y*X § 80 i 3
R =0,9789 § 700 =
v ”_ 2el : E
R2=94,37 % ; .
50 - . . -
p= 0’0102 5 60 Prggnozetaisstz % % 100
F=2782

—

N © © ©o
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3.6. Attels. Bakteriala levana atgiistamiba atkariba no endo- un ekso-inulinazu daudzumiem.

Figure 3.6 Recovery of bacterial levan upon amounts of endo- and exo-inulinases.

Jasecina, ka izmantojot komerciali pieejamas ekso- un endo-inulinazes, pie noteiktiem to

daudzumiem ir iesp&jama kvantitativa bakterialo levanu hidrolize un tatad ari to kvantitativa

noteik$ana.
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3.3.3. Temperatiiras un ekso-inulinazes daudzuma ietekme uz levana hidrolizi

Lai parbauditu temperatiiras ietekmi tika veikti eksperimenti izmantojot 140 U ekso-
inulinazes, 15 U endo-inulinazes dazadas temperatiras inkub&ot G.nephelii levana

standartskidumu (20,2 g/1) 35 min. legiitas vertibas redzamas tabula.

3.11. Tabula. Atgitais levans atkariba no inkubacijas temperatiiras

Table 3.11 Recovered levan depending of incubation temperature.

Temperatura Ennmatlsk} q?telkta Atgustamiba %
koncentracija g/l
40°C 16,62 + 0,28 82,3+1,39
45°C 18,22 £ 0,11 90,2 + 0,54
50°C 19,2 +0,17 95,0+ 0,84
55°C 19,99 + 0,14 98,9 + 0,69

3.7. Attels. Atgiitais levans atkariba no inkubacijas temperatiiras

Figure 3.7 Recovered levan depending of incubation temperature
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Ka redzams attéla, atgiitais levana daudzums pieaug, pieaugot inkubacijas temperatiirai,

pie 55°C tuvinoties 100% atgiistamibai.
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3.4. Levana noteikSana optimalajos apstaklos

Izmantojot atrastos optimalos apstaklus (ekso-inulinaze 140 U, endo-inulinaze 15 U,

55°C temperatiira, 35 min inkubacijas laiks) tika analizeti levanu standartS8kidumi. Rezultati

parstaveti tabula.

3.12. Tabula. Atgiitais levans izmantojot atrastos optimalos apstaklus

Table 3.12 Recovered levan using found optimal conditions.

Koncentracija Enzimatiski
Levans _ noteikta Atgustamiba %
parauga g/l koncentracija g/l
G. nephelii 20,2 19,99 £ 0,14 98,9 + 0,69
E. herbicola 20,2 20,23 £ 0,07 100,16 + 0,35

Ka redzams tabula, izmantojot komerciali pieejamo standarta E. herbicola levanu, tika
sasniegta videja atgstamiba 100,16+0,35%, kas praktiski neatSkiras no ievadita daudzuma.

Tadel var secinat, ka atrasti optimalie apstakli bakterialo levanu hidrolizei, kas vienlaikus

patérétu ari vismazak resursu.
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3.5. Saharozes, cietes un reducéjosSo cukuru atdaliSana

Megazyme fruktanu noteikSanas metode, pirms fruktanu hidrolizes tiek veikta reducgjoSo
cukuru atdaliSana. Saharoze, ciete un reducgjoSie cukuri tiek hidrolizeti ar 0,2 ml enzimu
maistjumu, kas satur 0,91 U saharazes, 4,55 U pullulanazes, 0,91 U -amilaze, 9,09 U maltazes.
Paraugi tiek inkubéti 30 min 40°C temperatiira.

Lai varétu noteikt maksimalo cukuru koncentraciju, ko standarta apstaklos sp&tu
hidrolizét dotais enzimu maisjjums, tika parbauditit vairaki saharozes standartSkidumi ar
dazadam tas koncenracijam. No iegltajiem rezultatiem tika secinats, ka enzimu maisijums
pilniba sp€j hidrolizeét cukurus lidz 5 g/l standarta apstaklos.

Lai varétu palielinat hidrolizeéto saharozes daudzumu un atrastu tas maksimalo ievadito
daudzumu pilnigai redukcijai, enzimu daudzumi tika palielinati divas reizes (1,82 U saharazes,
9,10 U pullulanazes, 1,82 U B-amilaze, 18,18 U maltazes). Tapat tika palielinats inkubacijas
laiks 1idz 60 min. Temperatiira saglabata 40° C. Sajos apstaklos pilniga cukuru hidrolize notika
standartskidumos, kas saturgja 11dz 20 g/l saharozes.

P&c iegiitajiem rezultatiem var secinat, ka analiz€jamajiem paraugiem jasatur ne vairak
ka 5 g/l cukuru, bet ja to koncentracija ir robezas no 5 Iidz 20 g/, tad japielieto paaugstinatais

inkubacijas laiks (60 min) un dubultotais enzimu daudzums (0,4 ml).

3.5.1. Natrija borhidrida iespejamas ietekmes parbaude

P&c paraugu inkubacijas ar enzimu maisijumu tiek pievienots natrija borhidrida skidums
reducéto cukuru aizvakSanai. Parbaudot reduc€tos cukurus, péc inkubacijas ar enzimu
maisijumu, izmantojot standartSkidumus, kas atbilst lielakajam ieteicamajam cukuru
daudzumam, netika konstatéti bitiski ietekme uz Megazyme komplekta metodikas levana

noteikSanas dalu.

3.6. Hidrolizéta levana cukuru noteikS§ana

Megazyme fruktanu noteikSanas metode, péc fruktanu hidrolizes ar inulinazem, reducétie
cukuri tiek noteikti ar PAHBAH metodi. Parbaudot So metodi modificétaja levanu noteikSanas
metodg, tika konstatéts, ka glicerina ietekmes dél, kas bija endo-inulinazes skiduma sastava,
var rasties neprecizi rezultati. Tadé] tika izmantotas DNS un Megazyme (K-SUFRG 06/14)
metodes reducgjoso cukuru noteikSanai, kuram netika konstattas lidziga veida neprecizitates

rezultatos. Mazakais nosakamais cukuru daudzums DNS metodei ir 100 mg/l, bet Megazyme
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metodei 1,38 mg/l. Modific€tajai levanu noteikSanas metodei tika izvéleéta Megazyme metode,

kuru raksturo mazaks minimali nosakamais cukuru daudzums.
3.7. Levana noteikS§anas metodes parbaude
3.7.1. Levana noteikSana standartSkidumos
Tika izveidoti dazadu koncentraciju G. nephelii levana standartSkidumi, un analiz&ti
izmantojot ka svara analizi (Abou-Taleb et al. 2015), ta arT modificéto levana kvantitativas

noteikSanas enzimatisko metodi. Rezultati (vid€jie + standartkliida) parstaveti 3.13. tabula.

3.13. tabula. Svara analizes un enzimatiskas metodes salidzinajums levana standartskidumiem

Table 3.13. Comparision of gravimetric analysis and enzymatic method for levan standard

solutions

. Svara analizes Enzimatiskas

Variants Iesvertais g/l e metodes Starpiba g/l

rezultati g/l .
rezultati g/l

1 6 5,76 £0,11 5,83+0,14 0,07 £0,18
2 12 11,95+ 0,13 12,04 £ 0,07 0,09+0,15
3 18 17,82 £0,03 17,74 £ 0,17 0,08 £0,17
4 24 22,96 + 0,23 23,04 £0,24 0,08 0,23
5 30 30,24 £ 0,17 29,91 £0,08 0,33 +0,19

Péc iegiitajiem rezultatiem jasecina, ka ar enzimatisko metodi iegttie rezultati ir tuvi
svara analiz€ iegiitajiem un to starpibas praktiski ieklaujas standartkltidas. Ar1vidg€jas starpibas
(0,13 £ 0,08 g/l) ticamibas intervals 0,13 £ 0,2 g/, ieverojot Stjudenta koeficentu (2,78, n=5,
f=(n-1)=4), statistiski neatskiras (p<0,01) no 0 v&rtibas.

3.7.2. Levana noteik$ana producenta G. nephelii P1464 kultirskidrumos

G. nephelii kulttira tika audz&ta 24 h levana producésanai optimalajos apstaklos un levana
koncentracijas noteiktas kinétika dazadas kultivacijas stundas (Semjonovs et al. 2016).

Producétais levans tika noteikti ar svara analizi (Abou-Taleb et al. 2015) un centrifuggtic
kultirskidrumu paraugi analiz€ti izmantojot modific€to levanu kvantitativas noteikSanas

metodi. Rezultati (vidgjie + standartkliida) redzami 3.14. tabula.
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3.14. Tabula. Svara analizes un enzimatiskas metodes salidzinajums levana noteikSanai

kultarskidrumos

Table 3.14 Comparision of gravimetric analysis and enzymatic methods for levan determination

in culture liquid

. . Levans (svara ]_:er_l ns -

Variants Laiks, h - (enzimatiskas Starpiba g/l
analize) g/l
metode) g/l

1 4 3,2+0,16 345+0 0,25+0,16

2 8 5,8+0,14 5,68 £0,25 0,12+0,29

3 12 8,6+0,21 8,82+0,14 0,22 £0,25

4 16 9,8+0,14 10,00 £ 0,28 0,2+0,31

5 20 11,4+0,28 10,98 £0,32 0,42 +£0,43

6 24 17,4 £0,06 17,06 + 0,64 0,36 + 0,64

Ar1 Sie dati apstiprina, ka izmantojot enzimatisko levanu noteikSanas metodi iesp&jams
iegiit rezultatus, kas nav atskirigi no svara analizg iegiitajiem, jo rezultatu starpibas praktiski
ieklaujas to standartkliidas un ar1 vidg€ja starpibas (0,26 = 0,15 g/l) ticamibas intervals 0,26 +
0,43 ¢g/1, ieverojot Stjudenta koeficentu (2,78, n=5, f=(n-1)=4), statistiski neatskiras (p<0,01)

no 0 vertibas.

3.8. Metodes validacija

Metodes validacijai pielietota standartpiedevu metode (Harvey 2008). Tika analizeti
vienadi tilpumi nezinamas koncentracijas bakterialo levanu saturo$i G. nephelii P1464
kultarskidrumi, kuriem daZados daudzumos pievienoti levana standartSkidumi un paraugu
kopégjais tilpums uzpildits visiem vienads ar destilétu fideni. Mérijumi veikti vismaz divas

paraléles. Validacijas rezultati (vid€jie + standartkliida) parstaveti 3.15. tabula.
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3.15. Tabula. Bakterialo levanu kvantitativas noteikSanas nove€rt€jums ar standartpiedevu
metodi.

Table 3.15 Evaluation of bacterial levan quantification by the method of standard additions.

Parauga Enzimatiski
Variants Piedeva koncentracija notelkta . Starpiba | Atgiistamiba
g/l . koncentracija g/l %
bez piedevas ¢/l gl
1. 3 12,79 +£ 0,26 15,56+ 0,16 269§1i 97,3 +10,3
2 6 12794026 | 1836£008 | 0F 97,8 % 4,5
3. 9 12,79 £ 0,26 21,40 £ 0,20 8(’)7;; 96,8 £ 3,7
4, 3 7,5+0,15 1041015 | 20 F 973+7,0
5. 6 7,5+0,15 13,28+ 0,12 568]21; 98,0+£3,2
6. 9 7,5+0,15 16,03+ 0,17 867;;[ 97,0426

Vidgja atglistamiba ir 97,34 + 2,39 %. Stjudenta koeficents (n=6; f=n-1=5) ir 2,57.
Attiecigi, vid€ja atglstamiba ar ticamibas intervalu 97,34 £+ 6,14 % (p=0,05) statistiski
neatskiras no teorétiski iesp&jamas (100%).

Tade] jasecina, ka izveidota levanu noteikSanas metode ir pietiekami preciza un to

iesp&jams pielietot levana kvantitativajai noteikSanai bakteriju kulturskidrumos.

Izvertejot eksperimentali iegiitos datus par dazadas izcelsmes inulinazu daudzuma un
reakcijas apstaklu ietekmi Megazyme K-SURFG metodes soli (A,B) tika modificéti, lai
nodroSinatu bakteriala levana pilnigu enzimatisko hidrolizi un kvantitativo noteikSanu.

A un B solu attiecigas modifikacijas iezZim&tas kursiva.
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3.9. Bakteriala levana enzimatiskas noteikSanas metode

A. Saharozes, cietes un reducéjoso cukuru atdaliSana

a. Peétamos paraugus atbilstosi atSkaida, lai tie saturétu apmeram 0,5 ldz 1,5 g/l
levana.

b. Analizei nem vienadus daudzumus (0,2 ml) $kiduma, kuru iepilda stikla mé&genu
(16*100 mm) apaksa.

c. Katra megené pievieno vienadus daudzumus (0,2 ml) atSkaidita
Saharazes/Amilazes $kiduma un mégenes inkubé 40° C temperatiira 30 min, ja
pirms §1 sola reduc€jamo cukuru daudzums $kiduma ir [idz 5 mg/ml. Ja Skiduma
reducejamo cukuru daudzums ir no 5 lidz 20 g/l, tad pievieno 0,4 ml atSkaidita
saharazes / amilazes Skiduma un mégenes inkubé 40° C temperatiira 60 min.

d. Katrai méganei pievieno natrija borhidrida skidumu (10 mg/ml natrija borhidrida
50 mM NaOH §kiduma). Mégenes samaisa uz Vorteksa maisitaja un inkubg 40°C
30 min. Reducgjosie cukuri tiek reducéti 1idz cukuru spirtiem.

e. Katrai mégenei maisot uz Vorteksa pievieno 0,5 ml etikskabes (200 mM). St
apstrade novac borhidrida parpalikumus un stabilizé pH lidz apméram 4,5. Sis

komponentes veido A skidumu.

B. Levanu hidrolize un ta kvantitativa noteikSana.

No A skiduma panem vienadus (0,2 ml) daudzumus un iepilda 2 m&genés (16*100
mm).

b. Katrai mégenei pievieno 0,13 ml natrija acetata bufera, 0,1 ml endo-inulinazes
(16285, Sigma-Aldrich), kas satur 15 U, un 0,07 ml ekso-inulinazes (E-
EXOIAN, Megazyme), kas satur 140 U.

¢. Skidumu samaisa uz Vorteks maisitaja un inkubé 55° C temperatiira 35 min, lai
pilniba pabeigtu levanu hidrolizi 11dz fruktozei un glikozei.

d. P&c inkubacijas reduc€tos cukurus méra izmantojot Megazyme saharozes,
fruktozes, glikozes noteikSanas metodi (K-SURFG).

legiitie rezultati tiek pareizinati ar paraugu atSkaidijumu un metodes solos raduSos
atSkaidjumu 13,75 vai 16,25, ja A soli izmantots palielinatais enzimu daudzums. legitie

galarezultati atbilst levana koncentracijai izmantotajos paraugos.
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Kontroles.

Ja ir pamats domadt par A dala neatdalitu cukuru parpalikumu, no A Skiduma panem
2 (0,05 ml) paraugus cukuru noteikSanai. legiito kontroles rezultatu videjas vertibas atnem
no attiecigajiem hidrolizeto levanu cukuru noteikSana iegiitajiem skaitliem, lai iegiitu

noteikto levana daudzumu.
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4. Diskusija

Ka jau vairakkart mingts, Sobrid nav pazistamas tadas bakteriju sinteze€to levanu
kvantitativas noteikSanas metodes, kas butu specifiskas, precizas un salidzinosi viegli
1stenojamas. Augu izcelsmes 1sakas kédes inulinu noteikSanai izmanto komerciali pieejamo
Megazyme komplekso enzimatisko metode (AOAC 999.03 / AAC 32.32). Tas pielietojums
bakterialo fruktanu gadijuma var biit ierobezots, jo lai gan ka levans, ta inulins ir fruktanu
poliméri, kas pamata sastav no fruktozes, tacu atskiriba no inulina, levanam ir  2-6 saites un
tiem ir raksturigas sanu k&des. Parsvara levaniem k&des ir garakas, tatad ar1 lielaka
molekulmasa (Vijn & Smeekens 1999).

So faktoru ietekme apstiprinds, jo izmantojot Megazyme enzimatisko fruktanu
noteikSanas metodi, fermentacijas iegito G. nephelii, Z. mobilis un komerciali pieejama levana
standarta E. herbicola (L8647-1G Sigma-Aldrich) levanu noteikSana tika konstatéts, ka
rezultati ir gandriz 10 reizes mazaki par sagaidamajiem (3.1. attéls). Tadéel jasecina, ka inulinazu
maisTjums, kas tiek izmantots Megazyme komplekta, nespgj pilniba sadalit bakteriju sintez&tos
levanus 1idz monomériem.

Ieprieks€jos pétijumos (Semjonovs et al. 2015) izmantojot SEC hromatografiju tika
noteiktas levanu molekulmasas. Vislielaka vidéja skaitliska molekulmasa bija E. herbicola
levanam 192,78 KDa, G. nephelii ta bija 53,51 KDa un Z. mobilis 6,85 KDa. Aplikojot 3.1.
att€la rezultatus var secinat, ka jo lielaka levana videja skaitliska molekulmasa, jo mazak to spgj
hidrolizét Megazyme komplekta ieklautas inulinazes. ,,Lielakajam’’ E. herbicola atgistamibai
sasniedzot tikai ap 10%, bet pat ,,mazakajam’’ Z. mobilis levanam ta bija mazaka par 50 % no
ievadita daudzuma. Ieprieks jau minéts, ka ekso-inulinazes sadala fruktanu gala vienibas, bet
endo-inulinazes saskel saites, kas atrodas talak no poliméru kédes galiem (Baston & Neagu
2013). Tapat endo-inulinazes samazina fruktanu polimerizacijas pakapi un palielina substrata
Skidibu (Liu et al. 2016). No iegiitajiem rezultatiem var secinat, ka ,,lielakajam’’ levanam, péc
ta inkubacijas ar Megazyme inulinazu maisijumu, saglabajas mazaki polimeri ar salidzinosi
augstu polimerizacijas pakapi, kurus ekso-inulinaze nespgj pilniba sadalit. Tadel jasecina, ka
Megazyme komplekta sastava esoSaja inulinazu maisijuma ir nepietickams daudzums endo-
inulinazu, kas salidzinosi lielos levana polimérus spétu sadalit mazakajos oligosaharidos.

Ka redzams 3.1., 3.3., 3.4. tabulas, tad mainot Megazyme metodes apstaklus
(temperatiiru, inkubacijas laiku) un inulinazu daudzumu, palielinajas levana atgiistamiba, bet
ta joprojam pat optimalajos apstaklos (3.3 tabula) neparsniedz 78 %. Tadel jasecina, ka
Megazyme fruktanu noteikSanas komplekta esosas inulinazes nesp€j pilniba hidrolizet
bakterialos levanus. Temperatiiras paaugstinasana, palielinaja levana atgistamibu, noradot, ka
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arm1 Megazyme komplekta esoSo inulinazu maisijumam optimala temperattira hidrolitiskajam
reakcijam ir lielaka par metodeé defingtajiem 40°C.

Levana kvantitativu degradaciju nodroSina specifiskie enzimi levanazes, kas arT iedalas
ekso- un endo-levanazés (Vijn & Smeekens 1999). Tomér paslaik tas vél nav komerciali
pieejamas.

Agrakajos gados ir bijis komerciali pieejams Fructozyme L preparats, kas sastavéja no
Aspergillus niger endo- un ekso-inulinazém un principa sp&ja hidrolizét ari bakterialas
izcelsmes levanus lidz monomériem (Vigants et al. 2003, Munoz-Gutierrez et al. 2009). Tacu
ta razoSana ir partraukta.

Sobrid komerciali pieejamas Megazyme un Sigma-Aldrich Aspergillus niger izcelsmes
vai arT rekombinantas inulinazes. Inulinazes hidrolizé inulinina  2-1 saites, bet ta ka tas nav
stingri substratspecifiskas, tas sp&j hidrolizeét, vismaz principa, art levana 3 2-6 saites. Tas bija
veérojams ka nemainitajos Megazyme metodes standarta apstaklos (3.1. attéls), ta ar1 velak
mainitajos (3.1., 3.4. tabulas) apstaklos, kad inulinazes sp&ja dalgji hidroliz&t dazadas izcelsmes
levanu. Optimizgjot inulinazu daudzumu un hidrolizes apstaklus ir iesp&jams panakt pilnigu
levana hidrolizi (3.12. tabula), kas apstiprina, ka inulinaz€ém nav neparvaramu katalitisku
Skerslu, lai pilniba hidrolizétu  2-6 saites levanu polimérus sadalot 1idz monomériem. Tadel
tas principa ir iesp&jams izmantot ar1 bakteriala levana kvantitativas analizes metodg€s.

Magistra darba izstradé izmantoti divi Megazyme metodes komplektacijas varianti — K-
FRUC 5/2008 un K-FRUC 03/14. Pétijumu gaita tika nové&rotas atskiribas uz komplektos
ieklauto inulinazu sp€ju hidrolizeét levanu (3.6. tabula). K-FRUC 5/2008 komplekta ieklautas
augsti attiritas ekso- un endo-inulinazes ar definétam aktivitatém, bet K-Fruc 03/14 ieklautas
rekombinantas ekso- un endo-inulinazes, un to aktivitates nav definétas. Literattra minéts, ka
inulinazém, atkariba no to izcelsmes, ir atSkirigas pasibas, kas izpauzas enzimatisko reakciju
optimalajos apstaklos (temperatiira, pH) un molekulmasas. Sadas atskiribas ir novérojamas pat
No Vienas sugas mikroorganismiem iegitas inulinazes (Anontms 2017a, 2017b). No iegiitajiem
rezultatiem var secinat, ka rekombinantas inulinazes, no K-Fruct 03/14 apskatitajos apstaklos
ir mazak efektivas uz levanu hidrolizi, tatad vairak substratspecifiskas attieciba uz 3 2-1 saitém,
neka augsti attiritas inulinazes no K-FRUC 03/14. Sis izmainas, protams, neatstaja nekadu
iev@rojamu ietekmi uz inulina hidrolizi (3.6. tabula).

Endo-inulinazes gadijuma ir novérojama enzimu inhibicijas ar reakcijas galaproduktiem
— inulo-oligosaharidiem. Tad€l maisjjumos, kur izmantotas abu veidu inulinazes, ekso-
inulinaze samazina endo-inulinazes produktu inhibiciju (Liu et al. 2016). 3.9. tabula un 3.6.
attela redzams, ka palielinoties endo-inulinazu daudzumiem samazinas atgita levana

daudzums. Tapat neatkarigi no endo-inulinazes daudzuma, levana atgiistamiba palielinas,
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palielinoties ekso-inulinazes daudzumam. To iesp&jams izskaidrot ar endo-inulinazes enzimu
inhibiciju ar produktu, t.i. ar veidotajiem inulo-oligosaharidiem. Pie mazakiem ekso-inulinazes
daudzumiem ta nespéj pietieckama atri sadalit raduSos inulo-oligosaharidus. Tade] jasecina, ka
enzimu maisijumos ar abu veida inulinazém ir svarigi ne tikai to daudzumi, bet ari to
savstarpgjas proporcijas. P&c 3.9. tabulas datiem var secinat, ka 40°C optimala Eksol:Endol
daudzumu proporcija ir 12:1.

Paaugstinoties temperattrai enzimu aktivitate ir atkariga no kimisko reakciju atruma, kas
pieaugot temperatiirai paatrinas, un pasu enzimu termostabilitates, pie augstakam temperatiiram
tie atrak tiek inaktivéti (Bisswanger 2014). Izmantojot 55°C temperatiru un 140 U ekso-
inulinazes bija iesp€jams saniegt gandriz tadu paSu bakteriala levana hidrolizes apjomu (3.11.
tabula, 3.7. att€ls), ka izmantojot 40°C un 180 U ekso-inulinazes (3.9. tabula). EKso-inulinazém,
atkariba no izcelsmes avota, optimala reakcijas temperatiira ir no 25°C lidz 65°C. No
Aspergillus niger iegiitas ekso-inulinazém ta minéta 55°C (Anonims 2017a), kas saskan ar
ieglitajiem rezultatiem (3.11. tabula un 3.7. attéla). Tade] ta atskiriba no inkubacijas pie 40°C
sp&ja atrak hidrolizet oligosaharidus samazinot endo-inulinazes inhibiciju. Visticamak, ka
endo-inulinazes aktivitate ari picaug vai vismaz saglabajas tuvu ieprick$€jo inkubacijas
temperatiiru limeniem. Kopuma jasecina, ka paaugstinata temperatiira paatrinas ari So
enzimatisko reakciju atrumi un pilnigu bakterialo levanu hidrolizi ir iesp€jams sasniegt
izmantojot mazakus inulinazu daudzumus.

Megazyme fruktanu noteikSanas komplekta (K-FRUC 5/2008) ieklauto inulinazu
aktivitates ir 454,55 U/ml ekso-inulinazei un 4,55 U/ml endo-inulinazei. Inulinazu daudzuma
attieciba Eksol:Endol ir 100:1. Kadreiz pieejamaja Fructozyme L preperata ekso- un endo-
inulinazu daudzumi attiecigi bija 2000 U/ml un 200 U/ml. To proporcijai esot 10:1 attiecigi
Eksol:Endol. Fructozyme L palielinata endo-inulinazes proporcija, salidzinot ar Megazyme
metozu komplekta ieklauto inulinazu maisijumu, palidz izskaidrot, kadg€l tas sp&ja pilniba
hidrolizeét levanus lidz to monomériem.

Izveidotaja levanu noteikSanas metodé izmantoti inulinazu daudzumi ir 140 U ekso-
inulinazes un 15 U endo-inulinazes, to daudzumu proporcija esot apméram 9,33:1 attiecigi
Eksol:Endol. Ar sadiem inulinazu daudzumie tika panakta pilniga levana hidrolize un to
proporcijas ir tuvas Fructozyme L preperata esoSajam. Lai gan pat no vienas sugas izdalitajiem
enzimiem var atskirties optimalie to reakciju apstakli, no iegttajiem rezultatiem var secinat, ka
A. niger izcelsmes vai arT Megazyme komplekta ieklautajam rekombinantajam inulinazém
visefektivaka daudzumu proporcija bakterialo levanu hidrolizei optimalajos apstaklos ir 9-10

ekso-inulinazes vienibas pret 1 endo-inulinazes vienibu.
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Izmantojot Fructozyme L inulinazu maisjjumu, lai sasniegtu pilnigu levanu hidrolizi,
petamie paraugi jainkub& 60°C temperatira, 24 h (Semjonovs 2015). Lai gan Fructozyme L ir
salidzinoSi efektivs preparats, tomér ta izmantoSana ir laikietilpiga, sasniedzot pat 24 h.
Optimizetaja levanu noteik$anas metode pilniga bakterialo levanu hidrolize tika panakta 35 min
laika.

Tapat So inulinazu optimalo daudzumu un apstaklu izmantoSana levana hidrolizé ir
atraka, neka citas bakteriala levana hidrolizes metodés - 3 stundas 0,1 mol/l HCI 90° C
temperatiira vai vienu stundu 0,1 mol/l skabenskabes 100° C temperatiira (Muiiéz Gutiérrez et
al. 2009). Modificétajai levanu noteikSanas metodei nepiecieSama mazaka inkubacijas
temperatiira (55°C), kas atvieglo nepiecieSamo apstaklu nodroSinasanu.

Visbiezak lietotas bakterialo levanu kvantifikacijas metodei — svara analizei —
nepiecieSams salidzinoSi ilgs laiks, kas parsniedz modificétas levanu noteikSanas metodé
nepiecieSamo. Kultirskidrumu paraugus izgulsné ar etanolu, parasti vismaz 24 h, un tad
centrifuig€jot tiek atdalitas nogulsnes un zavetas [idz nemainigam svaram, ari parasti vismaz 24
h vai pat ilgak (Abou-Taleb et al. 2015). Kopuma $is process var aiznemt pat vairakas dienas.
Tadel ir nozimigi, ka izstradata bakterialo levanu noteikSanas metodes izpilde aiznem tikai
dazas stundas un nepiecieSamie rezultati ir atri iegiistami.

Bakteriala levana atgtistamibu tuvu 100 % iesp&jams sasniegt pie 140 U ekso-, 15 U endo-
inulinazu, inkub&jot 35 min, 55°C temperatira (3.11., 3.12. tabulas, 3.7. attéls). Sada
atglistamiba bija gan G. nephelii, gan arT komerciali pieejamajam standarta levanam no E.
herbicola. Tadg] var secinat, ka §1 metode ir efektiva attieciba uz dazadas izcelsmes un garuma
levaniem un biitu pielietojama nosakot ari citu sugu bakteriju izcelsmes levanus.

Pé&c literattiras datiem bakt&riju celmi dazados apstaklos sp€j sintezet no 0,32 11dz 86,3 g/1
levana (Donat et al. 2012). Izmantota G. nephelii kultira optimalajos apstaklos sp€j sintez&t
lidz 33,66 g/l levana (48 h) (Semjonovs 2016). legiitie 17,4 g/1 (3.13. tabula) ko var uzskatit par
labu rezultatu nemot vera, ka kultiira tai optimalajos apstaklos audzeta 24 h.

Salidzinot levana svara analizes rezultatus un enzimatiski noteiktos rezultatus
standartskidumiem un G. nephelii kultGrskidrumiem (3.13. tabula) var redz&t, ka iegitie
rezultati abam metodém ir loti tuvi viens otram un to starpibas praktiski ieklaujas to
standartkliidas. Tade] var secinat, ka modificéta levanu noteikSanas metode ir vismaz tik pat
preciza, ka svara analizes metode, kas paslaik ir visbiezak lietota levanu kvantifikacijas metode.

Metodes validacija veikta ar standartpiedevu metodi (Harvey 2008) (3.14. tabula). legiita
vidgja atglstamiba bija 97,34 + 2,39%, ari vid€ja atglistamiba ar ticamibas intervalu 97,34 +

6.14 % (p=0.05) statistiski neatskiras no teoretiski iespgjamajiem 100%. Tadel §T modificeta
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fruktanu enzimatiskas noteikSanas metode ir objektivi uzskatama ka pietieckami preciza un

izmantojama bakterialo levanu kvantitativaja noteikSanai.
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5. Secinajumi

Atskirtba no augu izcelsmes inuliniem, Megazyme (K-FRUC) metode
standartapstaklos nesp&j nodrosinat pilnigu bakteriala levana hidrolizi, tad€] arita
kvantitativu noteikSanu.

A1 modific€jot reakcijas apstaklos (temperatiira, laiks, enzimu daudzums) ar
Megazyme komplektos ieklautajam inulinazém nav panakama bakteriala levana
kvantitativa hidrolize.

Izmantojot atskirigas komerciali pieejamas ekso-inulinazes (Megazyme) un endo-
inulinazes (Sigma-Aldrich) pie noteiktiem to daudzumiem optimalajos
enzimatisko reakciju apstaklos, iespgjams panakt kvantitativu bakteriala levana
hidrolizi lidz monomeériem un tade] ar to kvantitativo noteikSanu.

Bakterialo levana paraugiem (0,5 — 30 g/l) kvantitativu hidrolizi nodroSina to
inkubacija ar 140 U ekso-inulinazes un 15 U endo-inulinazes 35 minttes 55°C
temperatura.

Bakterialo levanu saturoSo standartS8kidumu un producenta kulttrskidrumu
analizes rezultati, kas iegiiti ar izstradato levanu enzimatiskas noteikSanas metodi
statistiski neatskiras no svara analizg iegiitajiem un validacija ar standartpiedevu
metodi nodroSina atgiistamibu 97,34+6,14%, ta apstiprinot, ka izveidota metode

Ir preciza un izmantojama levanu kvantitativaja analizg.
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