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ANOTACIJA

Petijumi veikti laika posma no 2017. lidz 2022. gadam Latvijas Lauksaimniecibas
universitates Partikas tehnologijas fakultates Mikrobiologijas zinatniskaja laboratorija, Piena
produktu pilotrazotné, Auglu un darzenu parstrades ceha, Procesu un iekartu laboratorija,
Zinatniskaja laboratorija, Uzturzinatnes laboratorija un Dabas vielu kimijas zinatniskaja
laboratorija, ari Oviedo universitates Zinatnisko un tehnologisko resursu nodalas Partikas
tehnologijas, Citometrijas laboratorijas un pilotrazotné (Spanija), Oviedo universitates Kimijas
un vides inzenierijas katedra Bioprocesu, tdens kvalitates un izmé&ginajumu rapnicas
laboratorijas (Spanija).

Promocijas darba hipotéze: biezpiena siikalas var piemérot laktobionskabes ieguvei
mikrobialaja fermentacija.
Promocijas darba hipot€zi pierada ar aizstavamam tézem.

1. Biezpiena siikalu sastavs ir piemérots Pseudomonas taetrolens vairoSanai;

2. Laktozes koncentracija biezpiena stkalas ir pietieckama laktobionskabes sintezei;

3. Biezpiena siikalu atSkirigais pH ir pielagojams Pseudomonas taetrolens vairo$anai un
ietekmé bakteriju metabolisko aktivitati un laktozes biokonversiju laktobionskabg;

4. Ar izstradatas tehnologijas palidzibu ir iesp&jams iegiit tautsaimnieciba izmantojamu
laktobionskabi.

Promocijas darba meérkis: pétit biezpiena sukalu fermentacijas iespgas ar
Pseudomonas taetrolens laktobionskabes ieguvei.

Promocijas darba uzdevumi.

1. Apkopot pieejamo zinatnisko literattiru par laktobionskabes ieguves metodém un
1zvertet to efektivitati;

2. Izveleties tehnologiskos risinajumus ekonomiskai laktobionskabes ieguvei no
biezpiena stukalam;

3. Vertét laktozes satura izmainas substrata fermetacijas laika;

4. Analizet fermenteSanas parametru ietekmi maksimalai laktobionskabes ieguvei,

Darbs strukturéts 3 nodalas.

1. nodala. Literatiiras apskats ar promocijas darba t€mas teor€tisko pamatojumu.
Laktobionskabes raksturojums un pielietojums. Laktobionskabes ieguves iespgjas.
Pseudomonas taetroles laktozes biokonversijas iesp€jas. Laktobionskabes attiriSanas iespé€jas.
Biezpiena siikalu pieme@rotiba laktobionskabes ieguvei.

2. nodala. Promocijas darba lietoto materialu, metoZu un datu matematiskas apstrades
raksturojums.

3. nodala. P&tijumu rezultati par pH ietekmi uz laktobionskabes ieguvi. Siikalu sausnas
satura ietekme uz laktobionskabes ieguvi. Dazadu salu ietekme uz laktobionskabes ieguvi.
Dazadas izcelsmes stikalu fermentéSanas salidzinajums kontroléta un nekontroléta pH kolbas
un bioreaktora. Dazadas izcelsmes siikalu kombinaciju parbaude laktobionskabes ieguvei.
Laktobionskabes ieguve, pievienojot atkartoti bakteriju biomasu. AttiriSanas posma iegiitas
laktobionskabes noveértéjums.

Promocijas darbs uzrakstits latvieSu valoda, darba apjoms 113 Ipp, ieskaitot 50 att€lus,
15 tabulas un 3 pielikumus. Darba izstradei izmantoti 163 informacijas avoti.



Promocijas darba izstrade lidzfinanséta ar LLU pétniecibas programmas ,,Zinatniskas
kapacitates stiprinasana LLU” projekta Nr. Z23 “Laktobionskabes ieguves biotehnologiskie
risinajumi”, ESF projekta Nr. ES32 "LLU pareja uz jauno doktorantiiras finanséSanas modeli"
atbalstu” un ELFLA projekta Nr.19-00-A01612-000007 "Ekonomiski pamatota stkalu
parstrade jauniem produktiem partikai un lopbaribai" finansialu atbalstu.
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Zinatniska darba aprobacija
P&tijumu rezultati apkopoti un publicéti 6 izdevumos anglu valoda.

Publikacijas izdevumos:

1. Sarenkova I., Saez Orviz S., Rendueles M., Ciprovica I., Zagorska J., Diaz M. (2022)
Downstream approach routes for the purification and recovery of lactobionic acid.
Foods, Vol. 11(4), p. 583. DOI: 10.3390/foods11040583 (Indekséts SCOPUS)

2. Sarenkova I., Saez Orviz S., Ciprovica I., Rendueles M., Diaz M. (2022) Lactobionic
acid production by Pseudomonas taetrolens in a fed-batch bioreactor using acid whey
as substrate. International Journal of Dairy Technology, Vol. 75(2), p. 361 — 371.
DOI: 10.1111/1471-0307.12841 (Indekséts SCOPUS)

3. Sarenkova I., Saez Orviz S., Ciprovica 1., Rendueles M., Diaz M. (2021) Lactobionic
Acid Production from Acid Whey under Different Fermentative Conditions. Journal
of Advanced Agricultural Technologies, Vol. 8(2), p. 35 - 40.
DOI: 10.18178/joaat.8.2.35-40

4. Sarenkova I., Ciprovica I, Cinkmanis I. (2019) Effect of different salts on
Pseudomonas taetrolens ability to lactobionic acid production. International Journal
of Nutrition and Food FEngineering, Vol. 13(7), p. 208 — 213.
DOI: 10.5281/zenodo.3346720

5. Sarenkova I., Ciprovica 1., Cinkmanis 1. (2019) The efect of concentrated whey solids
on lactobionic acid production by Pseudomonas taetrolens. Conference Proceedings.
FOODBALT 2019. 13th Baltic Conference on Food Science and Technology "FOOD,
NUTRITION, WELL-BEING", p. 250 — 254. DOI: 10.22616/FOODBALT.2019.030
(Indeksets WEB OF SCIENCE)

6. Sarenkova I., Ciprovica I. (2018) Review: The current status and future perspectives
of lactobionic acid production. Proceedings of the international conference “Research
for Rural Development 2018”. Jelgava, 2018. — Vol. 1, p. 233 — 230.
DOI: 10.22616/rrd.24.2018.037 (Indekséts SCOPUS)

Petijjuma rezultati prezenteti starptautiskajas zinatniskajas konferences:

1. Sarenkova 1., Saez Orviz S., Ciprovica 1., Rendueles M., Diaz M. Acid whey
suitability for lactobionic acid production. FoodBalt 2021. 3 — 5.05.2021., Tallina,
Igaunija. Mutiskais zinojums.

2. Sarenkova I., Saez Orviz S., Ciprovica I., Rendueles M., Diaz M. Lactobionic acid
production from acid whey under different fermentative conditions, 6" International
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conference on Food and Agricultural engineering ICFAE 2020. 13 — 15.04.2020.,
Barcelona, Spanija. Mutiskais zinojums;

3. Sarenkova 1., Ciprovica 1., Cinkmanis I. Effect of different salts on Pseudomonas
taetrolens ability to lactobionic acid production. International Conference on Food
Science and Nutrition. 27 — 28.08.2019., Parize, Francija. Mutiskais zinojums;

4. Sarenkova 1., Ciprovica I., Cinkmanis I. The study of the effect of acid whey pH on
lactobionic acid production by Pseudomonas taetrolens, 10th international conference
“Biosystems Engineering”. 08 — 10.05.2019., Igaunija, Tartu. Stenda referats;

5. Sarenkova I., Ciprovica I., Cinkmanis I. The efect of concentrated whey solids on
lactobionic acid production by Pseudomonas taetrolens. Starptautiska zinatniska
konference “FoodBalt 2019 and NEEFood 2019”. 02 — 03.05. 2019., LLU, Jelgava,
Latvija. Mutiskais zinojums;

6. Ciprovica I., Sarenkova I. The potential of acid whey for lactobionic acid production.
Food Factor Conference (Established, emerging and exploratory food science and
technology). 8 — 9.11.2018., Torremolinos, Malaga, Spanija. Stenda referats;

7. Sarenkova I., Ciprovica I. Review: The current status and future perspectives of
lactobionic acid production”, starptautiska zinatniska konference “Research for Rural
Development 2018”. 16 — 18.05.2018., LLU, Jelgava, Latvija. Mutiskais zinojums.

Promocijas darba izstrade prezentéta doktorantu izglitojoSos kursos “Valorisation of
vegetal waste and by-products: An eminent source of natural bioactive ingredients”
(09.12. —11.12.2020., Tartu, Igaunija) un “Sustainable Nordic and Baltic Food — Technologies,
Quality, and Health” (28.04. — 1.05.2019., Jelgava, Latvija).

Promocijas darba pétjjuma rezultati prezentéti “Vidzemes inovaciju nedéla 2022” un
starptautiskaja partikas izstade “Riga Food 2020”.



ANNOTATION

The study has been caried out in the period from 2017 to 2022 in the research laboratories
of the Latvia University of Life Sciences and Technologies: Scientific laboratory of
microbiology, Dairy pilot-plant, Pilot-plant for fruit and vegetable processing, Laboratory of
processes and equipment, Laboratory of nutrition and Scientific laborotory of chemistry of
natural substances. Also, the research has been done in the laboratories of Scientific and
Technological Resources at the University of Oviedo (Spain): food technology, cytometry and
pilot-plant, as well as in the laboratories of the Department of Chemical and Environmental
Engineering at the University of Oviedo (Spain).

The hypothesis of the doctoral thesis: acid whey is suitable for lactobionic acid
production by microbial fermentation.

The hypothesis of the doctoral thesis is approved by the defended theses.

1. The composition of acid whey is suitable for the growth of Pseudomonas taetrolens;

2. The lactose concentration in acid whey is sufficient for lactobionic acid production;

3. The acid whey pH is adjustable for Pseudomonas taetrolens growth and modified
conditions of the substrate have an influence on the metabolic activity of bacteria and
lactose conversion into lactobionic acid;

4. The developed lactobionic acid technology is suitable for its application on a
commercial scale.

The objective of the doctoral thesis is to study the possibility of acid whey fermentation
with Pseudomonas taetrolens for lactobionic acid production.

The tasks of the doctoral thesis are.

1. To compile the available scientific resources on lactobionic acid production methods
and their efficiency;

2. To choose technological solutions for economical lactobionic acid production from
acid whey;

3. To evaluate the changes of lactose concentration during substrate’s fermentation;

4. To analyse the effect of fermentation parameters on higher lactobionic acid production.

The thesis 1s performed into three chapters.

Chapter 1. Review of the literature with the theoretical substantiation of the studied
problem. Characteristics and application of lactobionic acid. Possibilities of lactobionic acid
production. Pseudomonas taetrolens lactose bioconversion ability. Possibilities of lactobionic
acid purification. Acid whey suitability for lactobionic acid production.

Chapter 2. Characteristics of materials and methods used in the study, mathematical data
processing.

Chapter 3. Results on an effect of pH on lactobionic acid production. Effect of whey
solids concentration on lactobionic acid production. Effect of different salts on lactobionic acid
production. Comparison of different whey fermentation at controlled and uncontrolled pH in
flasks and bioreactor. Comparison of different whey for lactobionic acid production. Production
of lactobionic acid by re-addition of bacteria biomass. Products obtained after purification.

The doctoral thesis is written in Latvian, on 113 pages, it includes 15 tables, 50 figures,
163 literature sources, and 3 appendices.

The study has been financially supported by the grants:

+ Strengthening Research Capacity in the Latvia University of Life Sciences and
Technologies. Project No Z23 “The biotechnological solutions for lactobionic acid
production”;



» Latvia University of Life Sciences and Technologies Transition to the New Doctoral
Funding Model. European Social Fund Project No. ES32;

* Ministry of Agriculture and Rural Support Service of the Republic of Latvia project No 19-
00-A01612-000007 “Economically justified processing of whey for new food and feed”.
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Approbation of the Research Work

The study results have been published in the six peer-reviewed issues:

1.

Sarenkova 1., Saez Orviz S., Rendueles M., Ciprovica 1., Zagorska J., Diaz M. (2022)
Downstream approach routes for the purification and recovery of lactobionic acid.
Foods, Vol. 11(4), p. 583. DOI: 10.3390/foods11040583 (Indexed in SCOPUS)
Sarenkova 1., Saez Orviz S., Ciprovica 1., Rendueles M., Diaz M. (2022) Lactobionic
acid production by Pseudomonas taetrolens in a fed-batch bioreactor using acid whey
as substrate. International Journal of Dairy Technology. Vol. 75(2), p. 361 — 371.
DOI: 10.1111/1471-0307.12841 (Indexed in SCOPUS)

Sarenkova 1., Saez Orviz S., Ciprovica 1., Rendueles M., Diaz M. (2021) Lactobionic
Acid Production from Acid Whey under Different Fermentative Conditions. Journal
of Advanced Agricultural Technologies, Vol. 8(2), p. 35 - 40. DOL
10.18178/joaat.8.2.35-40

Sarenkova I., Ciprovica I, Cinkmanis [. (2019) Effect of different salts on
Pseudomonas taetrolens ability to lactobionic acid production. International Journal
of Nutrition and Food FEngineering, Vol. 13(7), p. 208 — 213.
DOI: 10.5281/zenodo.3346720

Sarenkova I., Ciprovica I., Cinkmanis 1. (2019) The effect of concentrated whey solids
on lactobionic acid production by Pseudomonas taetrolens. Conference Proceedings.
FOODBALT 2019. 13th Baltic Conference on Food Science and Technology "FOOD,
NUTRITION, WELL-BEING", p. 250 — 254. DOI: 10.22616/FOODBALT.2019.030
(Indexed in WEB OF SCIENCE)

Sarenkova I., Ciprovica 1. (2018) Review: The current status and future perspectives
of lactobionic acid production. Proceedings of the international conference “Research
for Rural Development 2018”. Jelgava, 2018. — Vol. 1, p. 233 — 230.
DOI: 10.22616/rrd.24.2018.037 (Indexed in SCOPUS)

The results of the research have been presented at the international scientific
conferences:

1. Sarenkova I., Saez Orviz S., Ciprovica I., Rendueles M., Diaz M. Acid whey suitability

for lactobionic acid production. FoodBalt 2021. 3 — 5.05.2021., Tallinn, Estonia. Oral
presentation;
Sarenkova 1., Saez Orviz S., Ciprovica L., Rendueles M., Diaz M. Lactobionic acid
production from acid whey under different fermentative conditions, 6" International
conference on Food and Agricultural engineering ICFAE 2020. 13 — 15.04.2020.,
Barcelona, Spain. Oral presentation;
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3. Sarenkova L., Ciprovica I., Cinkmanis I. Effect of Different Salts on Pseudomonas
taetrolens Ability to Lactobionic Acid Production, International Conference on Food
Science and Nutrition. 27 — 28.08.2019., Paris, France. Oral presentation;

4. Sarenkova I., Ciprovica I., Cinkmanis I. The study of the effect of acid whey pH on
lactobionic acid production by Pseudomonas taetrolens. 10th international conference
“Biosystems Engineering”. 08 — 10.05.2019., Estonia, Tartu. Poster presentation;

5. Sarenkova 1., Ciprovica I., Cinkmanis I. The effect of concentrated whey solids on
lactobionic acid production by Pseudomonas taetrolens, “FoodBalt 2019 and
NEEFood 2019”. 02 — 03.05. 2019., LLU, Jelgava. Oral presentation;

6. Ciprovical., Sarenkova I. “The potential of acid whey for lactobionic acid production”
Food Factor Conference [Established, emerging and exploratory food science and
technology]. 8 —9.11.2018., Torremolinos, Malaga, Spain. Poster presentation;

7. Sarenkova I., Ciprovica I. “Review: The current status and future perspectives of
lactobionic acid production”. International scientific conference “Research for Rural
Development 2018”. 16 — 18.05.2018., LLU, Jelgava. Oral presentation.

The results of the research work have been presented in PhD courses “Valorisation of
vegetal waste and by-products: An eminent source of natural bioactive ingredients” (09.12. —
11.12.2020., Tartu, Estonia) and “Sustainable Nordic and Baltic Food — Technologies, Quality,
and Health” (28.04. — 1.05.2019., Jelgava, Latvia).

The results have been presented at the “Vidzeme Innovation Week 2022” and the
international food fair “Riga Food 2020”.
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IEVADS / INTRODUCTION

Laktobionskabes ieguve no partikas blakusproduktiem kliist par perspektivu risinajumu,
lai Tstenotu tautsaimniecibas pieaugoso pieprasijumu p&c $a produkta. Siikalas ir izmaksu zina
efektiva izejviela laktobionskabes razoSanai. Miisdienas razotaji vairak fokus€jas uz stkalu
olbaltumvielu izdaliSanu un to pielietojumu funkcionalu partikas produktu razosana. Lielaka
stkalu sausnas sastavdala, proti, laktoze netiek pilnvertigi izmantota. Zinatnieki un razotaji
mekl€ iesp&jas, ka izmantot siikalu sastavdalas augstveértigu produktu ieguvei. Viens no pedgjo
gadu atklajumiem ir siikalu laktozes izmantoSana, lai iegiitu laktobionskabi augosa farmacijas,
biomedicinas, partikas, kosmétikas un kimijas nozaru pieprasijuma izpildei. Tehnologiskie
risinajumi laktobionskabes ieguvei nav pietieckami izpétiti, tadejadi Seit paveras plass
zinatniskais lauks fundamentaliem p&tfjumiem un jaunam atzinam $aja joma.

Promocijas darba meérkis: pétit biezpiena siikalu fermentacijas iespgjas ar Pseudomonas
taetrolens laktobionskabes ieguvei.

Petnieciska hipotéze: biezpiena stkalas var piemérot laktobionskabes ieguvei
mikrobialaja fermentacija.
Ievertgjot promocijas darba mérki un izvirzito petijjuma hipotézi, definéti petnieciskie
uzdevumi.
1. Apkopot pieejamo zinatnisko literatiru par laktobionskabes ieguves metodém un
Izvertet to efektivitati;
2. Izveléties tehnologiskos risinajumus ekonomiskai laktobionskabes ieguvei no
biezpiena stukalam,;
3. Vertet laktozes satura izmainas substrata fermetacijas laika;
4. Analizet ferment€Sanas parametru ietekmi maksimalai laktobionskabes ieguvei,

P&tijuma hipotéze pieradama ar s$adam tézem.

1. Biezpiena siikalu sastavs ir piemé&rots Pseudomonas taetrolens vairoSanai;

2. Laktozes koncentracija biezpiena siikalas ir pietiekama laktobionskabes sintézei;

3. Biezpiena stukalu atSkirigais pH ir pielagojams Pseudomonas taetrolens vairoSanai un
ietekme bakteriju metabolisko aktivitati un laktozes biokonversiju laktobionskabé;

4. Ar izstradatas tehnologijas palidzibu ir iesp&jams iegit tautsaimnieciba izmantojamu
laktobionskabi.

Promocijas darba novitate un zinatniskais nozimigums.

1. Pirmo reizi Latvija veikti pétfjumi par laktobionskabes ieguvi mikrobialaja
fermentacija, izmantojot biezpiena siikalas un sasniedzot 100% laktozes biokonversiju
laktobionskabeg.

2. Petita un 1zverteta biezpiena siikalu piemérotiba laktozes oksidacijai laktobionskabé
ar Pseudomonas taetrolens.

3. Eksperimentu rezultata iegtitas atzinas par laktobionskabes attiriSanas metodém un to
efektivitati rada iesp&jas nodros$inat vielai noteiktos tiribas krit€rijus.

Promocijas darba tautsaimnieciska nozime.

1. Pé&tijuma izstradata tehnologija ir pielagojama razoSana;

2. Rasts risindjums biezpiena siikalu pielietojumam produktu ar pievienoto vertibu
raZosanai.
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1. LITERATURAS APSKATS /
REVIEW OF LITERATURE

1.1.

Laktobionskabes raksturojums un pielietojums /

Characteristics and application of lactobionic acid

Laktobionskabe ir polihidroksiskabe, kas satur divas hidroksilgrupas katra molekula
(Cardoso et al., 2019). Ta veidojas laktozes oksidacija (Gutierrez, Hamoudi & Belkacemi,
2012). Laktobionskabe satur galaktozes molekulu, kas savienota ar glikonskabes molekulu,
veidojot eterim lidzigu savienojumu. Tai ir raksturiga 8 hidroksilgrupu klatbiitne (Armarego &
Chai, 2009). Laktobionskabes fizikali-ktmiskie raditaji ir apkopoti 1.1. tabula.

Laktobionskabes fizikali-kimiskie raditaji (Alonso ef al., 2013b; Pleissner et al., 2017,

1.1. tabula / Table 1.1

Gutierrez, Hamoudi & Belkacemi, 2012; Pharmanostra, 2017) /
Physically-chemical indicators of lactobionic acid

Fizikali-ktmiskie raditaji /
Physico-chemical parameters

Raksturojums, lielums /
Characteristics, values

Strukttrformula /
Structural formula

o

Sistematiskais nosaukums /
Systematic name

4-0O-B-D-galaktopiranozil-D-glikonskabe /
4-O-f-D-galactopyranosyl-D-gluconic acid

IUPAC nosaukums /
IUPAC nomenclature

(2R,3R,4R)-2,3,5,6-tetrahidroksi-4-[[2S,3R,4S,5R,6R)-
3,4,5-trihidroksi-6-(hidroksimetil)-2-
tetrahidropiranil]oksi]heksanskabe
Tetrahydroxy-4-[[(2S,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)-2-tetrahydropyranyl] oxy] hexanoic acid

/" 2R,3R,4R)-2,3,5,6-

Molekulara formula /

C12H22012

Molecular formula

Molm_ellsa / Molecular weight, 35830

g mol

Fizikalais stavoklis / Cieta viela /

Physical state Solid

Tzskats / Appearance Kristalisks, birstoss pulveris /

Crystalline, free-flowing powder

Smarza / Odour

Viegli saldena smarza / Slightly sweet odour

Garsa / Taste

Salda, nedaudz skabena / Sweet, slightly sour

Krasa / Colour

Balta vai viegli dzeltena, White or slightly yellow

Udens saturs /
Water content, %

ne vairak ka 4.68

Kusanas temperatira /
Melting point, °C

+128 —+130
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1.1. tabulas turpinajums / Continuation of Table 1.1

Fizikali-ktmiskie raditaji / Raksturojums, lielums /
Physico-chemical parameters Characteristics, values
Labi Skist tideni, nedaudz S$kist beziidens etanola un
1 e metanola, slikti Skist etikskabeé / Freely soluble in water,
Skidiba / Solubility slightly soluble in anhydrous ethanol aii}d methanol, poorly
soluble in acetic acid
[0]?° b +53°_+22.6°
Skabes disociacijas konstante
| Acid dissociation constant, | 3.6
25 °C pKa
pH (10% skidums / solution) | 2.37
Skidiba tdeni / Solubility in
1 100
water, mg mL

No uztura viedokla %0 vielu var uzskatit par mazkaloriju saldinataju, tai ir 2 kcal g’
(Schaafsma, 2008). Laktobionskabe grieZ polariz€to gaismu pulkstena raditaja virziena

(Delagustin et al., 2019).

Pateicoties laktobionskabes universalajam ipaSibam, tai ir liels potencials farmacijas,
partikas, kosmétikas un kimiskas riipniecibas nozarés (skat. 1.1. att.), to var izmantot ka
antioksidantu, helatu, mitrumuzturétaju, emulgatoru partikas, farmacijas un kosmétikas

produktu razosana (Ganzle, Haase & Jelen, 2008).

-

Kosmeétika / Cosmetics

"\ / Partika/ Food \

Pharmacentics and Biomedicine

» Mifrinatas @ Pretnovecodanas [Idzeklis . Ekidinﬁtﬁjs
Moisturizer Anfi-aging agent Safuér;ﬁzmg agent
» Keratinizicijas agents s Antioksidants
Keratinization agent Antioxidarnt
. e Biologiski akiiva viela
e Abraziva viela N . L o .
Peeli : o Skidindtdjs Bioactive ingredient
\ Seiing dgen Solubilizing agent _//
s . . _ » Partikas piedeva
ﬁ:ﬁ;ﬂkfl ripufecibz Laktobionskabe Food additive
emical industry o )
iy Lactobionic acid /
e Helats . - —
Chelating agent / Farmaicija un Biomedicina

e Nanodalinas

& VirsmaktTva viela
Surfactant

N .

Nanoparticles o Orzanu konservagana
s Antioksidants Organ preservant
Awntioxidarnt

& Biomateriili
Biomaterials

e Antikoagulants
Anticoagulant

» Nanodalinas
Nanoparticles

e Kontrastviela
Contrast agent

o GEnu nesgjviela
Geng carrier

o MNesgjviela zalgs
Dirug carrier

1.1. att. Laktobionskabes pielietojuma

parskats (Alonso et al., 2013b) /

Fig. 1.1. An overview of lactobionic acid applications

Laktobionskabe tiek izmantota organu saglabasanai pirms transplantacijas, kas pazistama
ar nosaukumu "Viskonsinas universitates Skidums". Laktobionskabi izmanto kimijterapija,
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1pasi aknu karcinomas pacientiem (Pleissner et al., 2017). Laktobionskabi lieto arT magnétiskaja
rezonans€ ka kontrastvielu, arT aknu véza Siinu skrininga. Kosmétikas industrija laktobionskabi
izmanto preparatos adas novecosanas procesu kavéSanai, ar1 adas kopsanas lidzeklos. Turklat
tai piemit mitrinoSas 1paSibas, saglabajot adas elastibu, un antioksidanta ipasibas, kas novers
brivo radikalu un UV gaismas izraisitas novecosanas pazimes ada (Tasic-Kostov et al., 2010).
Laktobionskabe tiek izmantota ari tiriSanas lidzeklu razoSana. Ta pieskir putu stabilitati,
nodro$ina tiriSanas un emulggSanas efektivitati, arT tidens mikstinosas ipasibas. Parsvara
laktobionskabes pielietojums kimiskaja riipnieciba ir ka virsmas aktivai vielai, to izmanto ka
piedevu pretkorozijas parklajumos un ka sintétisko amidu reagentu (Gutierrez et al., 2012).
Laktobionskabei ir arT konservéjosas Ipasibas, kas paver plasaku tas potencialu partika. Sis
savienojums jau mazas koncentracijas uzrada lieliskas antibakterialas 1pasibas, nemainot
produktam pieSkirto garSu, aromatu vai krasu. Laktobionskabe var sagraut bakteriju
Stnapvalku, ka arT ietekmét olbaltumvielu sintézi $tina (Kang et al., 2020).

Laktobionskabes izmantoSana partikas produktu razosana pasaul€ ir jaunums, turklat in
vivo testi ir tikai pirmsakuma (Marques et al., 2019; Alonso 2018). FDA (ASV Partikas un zalu
parvalde) norada, ka kalcija laktobionats ir droSs pat€rinam un ir apstiprindjusi kalcija
laktobionata pielietojumu (ka konservants) partikas produktu razoSana (FDA, 2017). Eiropas
Savieniba v€l nav apstiprindjusi laktobionskabes lietoSanu partika. Apstiprinajums lietoSanai
partika ir noraidits 2009. gada (Eiropas Komisija, 2009; Cardoso et al., 2019), tacu Eiropas
Partikas nekaitiguma iestade turpina apzinat vielas TpaSibas, jo pietrikst laktobionskabes
noveért§juma par ilgtermina ietekmi uz veselibu (Gutierrez et al., 2012). Potencialais
laktobionskabes izmantoSanas veids partikas produktos ir partikas piedevas statusa: siera, ari
dz@rienu razosSana ka konservantam un desertos ka recinatajam. Nozimiga ir laktobionskabes
ka nesgjvielas funkcija kalcija asimilacijai (Pleissner et al., 2017).

P&dgjos gados laktobionskabes, ka potencialas partikas piedevas, 1pasibas ir analizétas no
dazadiem funcionalajiem aspektiem, ievert€jot tas garSas pastiprinataja, stabilizétaja, skabes,
recinataja, saldinataja un mitrumuzturétaja ipasibas, turklat laktobionskabei ir arT funkcionalas
ipasSibas, veicina mineralvielu asimilaciju, ir bifidogénais faktors, u.c. (Gutierrez ef al., 2012;
Marques 2019; Alonso et al., 2013a). Laktobionskabe var uzlabot partikas produktu kvalitati
un dro§ibu (Chen ef al., 2017; Mukherjee et al., 2015). Laktobionskabes izmantoSanas iesp&jas
partika ir apkopotas 1.2. tabula.

1.2. tabula / Table 1.2.
Laktobionskabes pielietojums partika /
Lactobionic acid application in food

PielietoSanas veids / Application Atsauce / Reference
Antioksidants / Antioxidants FDA, 2017; Baldwin et al., 2004
Stabilizetajs / Stabilizer FDA, 2017
Recinatajs / Gelling agent FDA, 2017
Skabuma regulétajs / Acidifier agent Faergemand et al., 2012

Maizes sacietéSanas kavetajs / Aging inhibitor (for bread) | Oe & Kimura, 2011

Oe & Kimura, 2008;

Kalcija absorbcijas veicinatajs / Calcium carrier Pleissner ef al., 2017

Mitrumuzturétajs (galas produktos) /

Water holding capacity agent (in meat products) Nielsen, 2009

Lipidu oksidacijas kavetajs / Retarding of lipid oxidation | Baldwin et al., 2004

Pildviela (siera razoSand) / Filler (in cheese production) Pleissner et al., 2017

GarSas pastiprinatajs / Flavour enhancer Walter & Begli, 2011
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Laktobionskabi var izmantot lauksaimniecibas dzivnieku @&dinasana, pieméram,
dgjejvistam, lai uzlabotu dgjibas raditajus un veicinatu ar baribu uznemta kalcija biopeejamibu.
P&dgja 1pasiba nozimiga olas ¢aumalas kvalitatei (Kimura, 2006).

Laktobionskabes ieklausana partika var veicinat kalcija vai citu mineralvielu asimilaciju,
radot pozitivu ietekmi veselibai (Baldwin et al., 2007). Eksperimenti, kurus veica Oe un
lidzautori, ir paradijusi, ka kalcija absorbcija zurkam, kuras baroja ar laktobionskabi bagatinatu
baribu, bija augstaka neka zurkam, kas tika barotas ar kontroles baribu (Oe et al., 2008). Ir
izstradats ar1 piena dze€riens, kas satur laktobionskabi. Lielakais japanu piena parstrades
uzneémums “Megmilks Snow” jau 2012. gada ir veiksmigi uzsacis laktobionskabi saturoSu
funkcionalu pienu produktu razoSanu un pardosanu (Alonso et al., 2013b). Japana tiek razots
“Caspian sea yogurt” jogurts, kas tiek pozicion€ts ka loti veseligs produkts zarnu trakta
darbibai. Jogurts ir tik populars,, ka iedzivotaji to gatavo arml majas apstaklos. Fermentacijai
iegadajas “Fujicco” (Hyogo, Japana) Lactoccocus lactis subsp. cremoris un Acetobacter
orientalis sugas saturoSu ieraugu. lerauga sastava esos$a Acetobacter orientalis enzimi piena
fermentacijas laika okside laktozi laktobionskabe (Kiryu et al., 2009; 2012).

Laktobionskabei ir prebiotikas 1pasibas (Schaafsma, 2008; Goderska, 2019; Saez-Orviz
et al., 2021a). So ipasibu d&l pétniece Saez-Orviz ir izstradajusi édamos apvalkus partikas
produktiem ar laktobionskabi, ieklaujot apvalkos ari Lactobacillus pantarum, ta pieSkirot
apvalkiem gan prebiotisku, gan probiotisku iedarbibu (1.2. att.). Sada apvalka lietosana uztura
veicinatu labveligo baktériju darbibu zarnu trakta un nodroSina veseligu zarnu mikrobiomu
(Saez-Orviz et al., 2020; 2021b; 2022).

& &

Lactobacillus pantarum,
laktobionskabe / lactobionic acid,

Lactobacillus pantarum,

laktobionskabe / lactobionic acid, i v
selatins / gelatine olu dzeltenuma proteins / egg volk protein

1.2. att. Laktobionskabe édamajos apvalkos (Saez-Orviz ef al., 2021b; 2022) /
Fig. 1.2. Edible films with lactobionic acid

Lielakie riipnieciskas laktobionskabes razotaji ir (Affertsholt, 2007; Alonso et al., 2015):
- Solvay (Vacija);

- Frieslandcampina Domo (Jaunz€lande);

- Sandoz (Vacija);

- Reliable Biopharmaceutical Corp (Amerikas Savienotas Valstis);

- U.S. Dairy Ingredient Comp. (Amerikas Savienotas Valstis).
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Nozimigakie patenti laktobionskabes lietosanai partika ir uzskaititi 1.3. tabula.

1.3. tabula / Table 1.3.

Kopsavilkums par nozimigakajiem patentiem laktobionskabes lietojumam partika /

Summary of most relevant patents related to the use of lactobionic acid in food

£ _
=2 8 Patenti / Procesa apraksts /
S % Patents Description of process
) S p p
)
1. Maizes saciet€Sanas kavésana | 1. Maize, kas gatavota no kvieSu miltiem un
(J.P. Patent No JP2011177121A, | bagatinata ar 0,005 % laktobionskabes, ilgak
2010) (Kimura & Oe, 2011) / | saglabajas svaiga / Bread made with wheat flour
© Aging inhibitor for bread enriched of 0.005 parts by weight of lactobionic acid
X | 2. Laktobionskabi saturoSs piena | inhibits aging according to the sensory panel.
= | dzeriens ar mineralvielu | 2. STmetode ietver etikskabes baktériju pievienosanu
= | absorbciju  veicino$u darbibu | pienam, kam seko fermentacija ar piena eso3as
% (J.P. Patent No. JP2008245587A, | laktozes oksidaciju laktobionskab& / This method
2007). (Kimura et al., 2007) / | includes acetic acid bacteria addition into milk,
Lactobionic acid-containing milk | followed by fermentation to convert the lactose
beverage which has mineral | contained in the milk into LBA
absorption-promoting action
1. Siera razoSana ar tieSu piena | 1. pH samazinaSanai pievieno laktobionskabi, kam
paskabinasanu (U.S. Paten No. | seko ierauga pievienoSana, lai sasniegtu pH 5.1 — 5.7
US20110097441A1, 2004a) | / Lactobionic acid is added to standardize pH and is
(Merrill & Singh 2004a) /| followed by addition of microbial starter to complete
8 | Cheesemaking  with  direct | the acidification process reaching pH 5.1 — 5.7.
8 | acidification 2. Aldobionskabju produkts tiek razots no vajpiena.
"'c') 2. Kaltets  aldobionskabju | Ultrafiltratram pievieno oksidoreduktazi, parveidojot
= produkts (U.S. Patent No. | laktozi laktobionskabé un palielinot reducgjoso
2 | US8021704B2, 2004b) (Merrill | cukuru saturu. Produktu kalt€ izsmidzinaSanas kaltg /
— | & Singh 2004b) / Dried | Aldobionic acids product is produced with skimmed
aldobionic acids product milk. Oxidoreductase was added to the permeate,
converting lactose to lactobionic acid, and increasing
the oxidation of reducing sugars. The mixture was
spray dried.
Uzturvielu maisijumi no | Porphyridium gints mikroalges, kas kultiveétas
mikroalgém (U.S. Patent No. | laktobionskabes ka vieniga oglekla avota klatbutng,
US20090274736A1, 2006) | tieck pievienotas nespecifiskam partikas sastavam.
s | (Dillon et al., 2006) un (U.S | Mikroalgu $tinu homogenats dz&érienos vai emulsijas
= | Patent No. US20070167396A1, darbojas ka biezinatajs, stabiliz€tajs un emulgators.
GEJ 2006) (Dillon, Somanchi & Rao, | Produkts sekmé& holesterina Iimena samazinaSanos
> | 20006) / Nutraceutical | asinis. / Porphyridium species microalgaes were
‘—g compositions from microalgae cultivated with LBA as a carbon source, added to a
2 non-specific food. Microalgae cell homogenate acts

as a thickener, stabilizer and emulsifier in beverages
or emulsions. The product helps lower blood
cholesterol.
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1.3. tabulas turpinajums / Continuation of Table 1.3

Uznémums /
Company

Patenti /
Patents

Procesa apraksts /
Description of process

Kraft Foods

1. Kalcija piedevas izveide
nespecifiskiem partikas
produktiem un dz€rieniem (U.S.
Patent No. 7781002B2, 2010).
(Baldwin et al., 2010) / Calcium
enhancement in nonspecific food
and beverages

2. Auglu sulas ar Kkalcija
laktobionatu (U.S. Patent No.
WO02006036791A1, 2006).
(Nielsen, 2006) / Fruit juices
comprising calcium lactobionate

1. Laktobionskabes (29 g) un udens (250 mL)
Skidumam pievieno kalcija hidroksidu (5 g), papildus
ar1 citronskabi (3 g). Piedevas pH ir ap 6.0 /
Lactobionic acid (29 g), 250 mL water added with
calcium hydroxide (5 g), with further addition of
citric acid (3 g). The final pH of the calcium complex
is about 6.0.

2. Kalcija laktobionatu iegiist no piena ultrafiltrata,
fermentgjot laktozi laktobionskabeé wun papildus
pievienojot kalcija hidroksidu / Calcium lactobionate
is prepared from milk permeate by enzymatic
oxidation of lactose and calcium hydroxide addition.

1. Jogurtiem pievieno oksidazes,
lai parverstu laktozi
laktobionskabe (U.S Patent WO
2003037093A1, 2004) (Lynglev,
2004) / Yogurts containing
oxidases to convert lactose into

1. Jogurtam pievienots ieraugs un enzimi. Oksidazi
iegiist no Microdochium nivale / Starter cultures and
enzymes added to the yogurt. The oxidase is produced
by the fungus Microdochium nivale

2. Tika pievienota laktobionskabe (25 g) 75 g zivju.
Zivis tika sasaldetas un atlaidinatas, lai analizétu

lactobionic acid

2. Udens saistisanas Iidzeklis
zivs produktos (U.S. Patent
20120308698 Al, 2012)
(Nielsen, 2012) / Water retention
agent in meat products

tdens zudumus / Lactobionic acid (25 g) was added
to 75 g of fish meat, frozen and thawen to measure
water loss.

Novozymes A/S

Saskana ar 2017. gada zinojumu par laktobionskabes tirgu (Dhananjay, 2017) galvenas
laktobionskabes tirdzniecibas valstis ir Amerikas Savienotas Valstis, Vacija, Kina, Japana un
Indija. Paslaik komerciali raZoto laktobionskabi lieto mediciniskiem, ripnieciskiem un
pétniecibas mérkiem, kopuma gada sarazojot aptuveni 15 tukstoSus tonnu (Aftertsholt, 2007,
Cardoso et al., 2019). Tiek minéts, ka plasas izmantojamibas dé| laktobionskabes razoSanas
vertiba ar katru gadu pieaug (Cardoso et al., 2019; Kruschitz & Nidetzky, 2020).

Ievertgjot laktobionskabes plaso potencialu dazadas tautsaimniecibas nozar€s, ir
strateégiski mekl&t iesp&jas un risinagjumus efektivai §is vielas ieguvei, lietojot izmaksu zina I&tas
un otrreizgji parstradajamas izejvielas.

1.2.  Laktobionskabes ieguves iespéjas /
Possibilities of lactobionic acid production

Biotehnologiskas (fermentativa oksidéSana, biokatalitiska oksidéSana) un kimiskas
metodes (elektrokimiska un katalitiska oksidéSana) var izmantot laktobionskabes ieguvei
(Nordkvist, Nielsen & Villadsen, 2007a).

- Elektrokimiska un katalitiska laktozes oksidéSana.

Fisher un Meyer (1889) pirmie apstiprinaja laktobionskabes sint€zi kimiska cela.
Laktobionskabe tika iegiita laktozes oksidacija ar bromu (Fisher & Mayer, 1889). Riipnieciski
laktobionskabi iegiist kimiska sint€ze, kuras TstenoSanai nepiecieSami c€lmetala katalizatori un
lieli energijas resursi, oksidgjot laktozi ar bromu, jodu vai elektrokatalitiski, oksid&jot to
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sarmaina vide ar platina (piemérs 1.3. att.) un zelta elektrodiem (Pleissner et al., 2017; Kuusisto
etal.,2007).

Klasiska laktobionskabes iegiisSanas metode ir datéta ar 1930. gadu, kura (Isbels, 1933)
laktobionskabi ieguva ar elektrokimisko metodi, izmantojot rafinétu laktozi. Gutierrez et al.
apstiprinaja, ka lielako laktobionskabes iznakumu (vairak neka 90%) var iegiit elektroktmiska
oksidacija. Zelta elektrodi ir vispiemérotakie katalizatori cukuru oksidéSanai (Gutierrez,
Hamoudi & Belkacemi, 2011). Galvenais savienojums laktozes elektrokimiska oksidéSana ir
laktons, kas talak tiek hidrolizéts laktobionskabe (Pleissner et al., 2017).

Stiklveida oglekla anods

Glassy carbon anods

Platina katods
FPlatimium cathode
QH Tetrametilpiperidina N-oksilgrupa OH
Tetrametiyipiperiding N-Choid Q
OH HG Na,CO4/NaHCO5 (0.1 M OH HO O,H
OH OH F3 3,|"N 3': :' GHC b
D-laktoze Laktobionskabe
D-lfactose Lactobionic acid

1.3. att. Laktozes elektrokatalitiska oksidésana (Vedovato et al., 2020) /
Fig. 1.3. Electrocatalytic oxidation of lactose

Pirmais veiksmigi Tstenotais laktobionskabes ieguves process Kkatalitiska laktozes
oksidacija ar paladija un bismuta-paladija katalizatoriem veikts 1990. gada (Hendriks, KuSters
& Marins, 1990).

- Fermentativa laktozes oksidéSana.

Biotehnologiskie procesi ir daudzsolosas alternativas kimiskas sinté€zes procesam, lai
nakotné ilgtsp&jiga veida parvarétu resursu izsikSanas problémas. Biotehnologijas iesp&jas lauj
izmantot 1€tus un atjaunojamus resursus plasa sortimenta biologisko savienojumu razo$anai. Ir
pieradits, ka atjaunojamie resursi, pieméram, lauksaimniecibas blakusprodukti, partikas
raZzoSanas blakusprodukti vai atkritumprodukti, ir efektivi oglekla un/vai slapekla avoti.
Laktobionskabes komercialai nozimei palielinoties, tas biotehnologiskajai razoSanai tiek
pieveérsta arvien lielaka uzmaniba. lesp€ja izmantot atjaunojamos un/vai atkritumproduktus
laktobionskabes ieguvei vél vairak palielina interesi gan no vides, gan no raZoSanas efektivitates
viedokla (Pleissner ef al., 2017).

Ir petiti dazadi mikroorganismi, kuri sp€j oksidet laktozi laktobionskabeé, to vida:
Pseudomonas taetrolens (Alonso, Rendueles & Diaz, 2011);

Pseudomonas aeruginosa (Stodola & Lockwood, 1947);

Acetobacter orientalis (Kiryu et al., 2012);

Burkholderia cepacia (Murakami et al., 2003);

Halobacterium saccharovorum (Tomlinson, Strohm & Hochstein, 1978);
Escherichia coli (Han et al., 2022).

No iepriekSminétajiem mikroorganismiem, tikai Pseudomonas taetrolens tiek pétita
laktobionskabes ieguvei laktozes oksidacijas cela, skatit 1.3. nodalu “Pseudomonas taetrolens
laktozes biokonversijas sp&jas”.

26



Laktobionskabes ieguves pamatprocess, izmantojot mikrobiologisko fermentaciju, ir
atainots 1.4. attela.

e

Laktobionzkabe

Lactobionic acid
Fermentdciia -~ Atfrfiana un izdali$ana "o
Fermentation

Purification and recovery

1.4. att. Shematiska laktobionskabes ieguves diagramma, izmantojot mikrobiologisko
fermentaciju (Alonso et al., 2013b) /
Fig. 1.4. Schematic diagram of the lactobionic acid production by microbial fermentation

No visiem mikroorganismiem, kuri spgj oksidét laktozi, tikai Pseudomonas taetrolens un
Acetobacter orientalis ir piemérotas tadu galaproduktu ieguvei, kurus var izmantot partikas
produktu razoSana (West, 2004; Kiryu et al., 2012; Saez-Orviz et al., 2022). Pseudomonas
aeruginosa un Burkholderia cepacia ir patogeni, kas padara tas nepiemérotas lietoSanai partika
(Pleissner et al., 2017). Laktozes oksidéSana, izmantojot Acetobacter orientalis, rada iesp&ju
iegtt laktobionskabi no 97 lidz 99%, izmantojot substratu ar bakterijam nepiecieSamam baribas
vielam, tacu iegttais produkts netiek pozicionets ka droSs izmantoSanai partikas produktos
(Kiryu et al., 2012). Laktobionskabes iegtiSana no laktozes, izmantojot filamentos raugus,
sasniedz tikai 50% no iesp&jama iznakuma 120 stundu fermentacija (Pedruzzi, Borges de Silva,
& Rodrigues, 2011; Malvessi et al., 2013). Laktozes oksidacijas sp&ja piemit arT sarkanajam
algém ap pH 5, tas spgj oksidét dazadus oglhidratus (Alonso, Rendueles & Diaz, 2011;
Murakami ef al., 2003). Nesena pétijuma tika atklats, ka ar1 Alcaligenes faecalis sp€j producet
laktobionskabi (Oh & Eom, 2022).

Izmantojot jebkuru no biotehnologiskajam metodém, produkcijas iznakumam jabut
vismaz 50 Iidz 100 g L', lai sasniegtu salidzinamu produkta koncentraciju ar kimiskaja sintéze
iegiito (Pollard & Woodley, 2007).

Ar dazadu mikroorganismu palidzibu iegiitas laktobionskabes iznakums dazados
pétijumos ir apkopots 1.4. tabula.

Laktobionskabes ieguvé galvena izejviela ir laktoze. Ferment€Sanas procesa iegiistot
laktobionskabi, svariga ir arT skabekla klatbtitne. Izmantojot mikroorganismus, maksimalais
iznakums, kada laktoze tiek parveérsta laktobionskabge, ir 100%. Ir svarigi izveleties atbilstoSus
mikroorganismus, substratu, fermentéSanas parametrus un veidu, lai sasniegtu maksimumu.
Lielakais laktobionskabes iznakums (I1dz 98%) ar specifisko laktobionskabes razoSanas atrumu
1.73 g ¢! h'! tika sasniegts 24 stundu fermentacijas procesa, iegiistot laktobionskabi no
sukalam, kas apstiprinaja laktozes biokonversijas ar Pseudomonas taetrolens nozimigumu
(Alonso, Rendueles, & Diaz, 2017).
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1.4. tabula / Table 1.4.
Kopsavilkums par mikroorganismu izmanto$anu laktobionskabes ieguvei /
Summary of the use of microorganisms for lactobionic acid production
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Pseudomonas Laktoze / NP ro_tej 08as Stodola &
aveolens Lactose mucas / in 165 - - - 75 Lockwood,
& rotating drums| 1947
Laktoze, sali,
Pseudomonas peptons /  |BP bioreaktora Miyamoto
sp. LS131 Lactose, salts, |/ In bioreactor 155 290 ) 1.87 20 etal., 2000
peptone
Laktoze, sali,
peptons, rauga
ekstrakts,
Burkholderia glikoze /  [BP bioreaktora Meiberg et
cepacia Lactose, salts, |/ In bioreactor >0 178 ) 3.56 85 al., 1990
peptone,
yeast extract,
glucose
Laktoze, sali,
peptons, rauga BP kratot
Burkhiolderza ekstrakts / olbu / In 240 400 i 167 100 Murakami
cepacia no.24 | Lactose, salts, etal., 2003
shake-flask
peptone, yeast
extract
Laktoze, sali,
kukuriizas
mitras malSanas
. |blakusprodukts,| NP kratot .
iu’;]{c};zljzr;j rauga ekstrakts /| kolbu/ In 27 150 - 5.55 | ~100 24;1;311;%1816
P ’ Lactose, salts, | shake-flask ?
corn steep
liquor, yeast
extract
Zymomonas Laktoze /  [NP bioreaktora Pedruzzi et
mobilis Lactose / In bioreactor 22 125 0.80 | 5.80 100 al., 2011
Laktoze,
Zymomonas fruktoze /  [NP bioreaktora Malvessi et
mobilis Lactose, / In bioreactor 24 182 0.30 7.60 78 al., 2013
fructose
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1.4. tabulas turpinajums / Continuation of Table 1.4
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ekstrakts,
polipeptons,
Acetobacter D-glikoze, biorillztoré Kiryu et al
robact laktoze, sali / 72 | 49 - | 054 | o8 yu et a.,
orientalis /In 2012
Yeast extract, .
bioreactor
polypeptone,
D-glucose,
lactose, salts
Pseudomonas _ NP bioreaktora Alonso et
taetrolens Sukalas / Whey / In bioreactor >8 42 0.56 | 0.70 100 al., 2011
Pseudomonas _ NP bioreaktora Alonso et
taetrolens Sukalas / Whey / In bioreactor 30 42 0.94 1.27 100 al.,2012a
NP kratot
Pseudomonas | gy o106 ) Whey| kolbu/In | 60 | 42 | 042 | 070 | 100 | Alonsoe
taetrolens al.,2012b
shake-flask
Koncentrétas
Pseudomonas sukalas / NP bioreaktora Alonso et
taetrolens Concentrated |/ In bioreactor 48 8 1.02 1.63 100 al.,2013a
whey
Koncentrétas
Pseudomonas sukalas / BP bioreaktora Alonso et
taetrolens Concentrated |/ In bioreactor 80 164 140 | 2.05 82 al.,2013a
whey
Pseudomonas _ NP bioreaktora Alonso et
taetrolens Sukalas / Whey / In bioreactor 24 49 1.73 2.04 98 al., 2017
Pseudomonas Stikalas + . _
taetrolens glikoze / Whey BP b19reakt0ra 48 78 2.15 | 1.28 98 Alonso et
/ In bioreactor al., 2015
+ glucose
Pseudomonas Stikalas + . _
taetrolens glicerols / Whey BP blgreaktora 48 65 1.65 | 0.93 82 Alonso et
/ In bioreactor al., 2015
+ glycerol
Pseudomonas Stikalas + . _
taetrolens | laktoze / Whey [oF 107K 40160 | 505 | 140 | 100 | Alonsoer
/ In bioreactor al., 2015
+ lactose
Pseudomonas NP Giorei et
taetrolens Stikalas / Whey | bioreaktora / | 48 34 - - 85 ors
. al., 2018
In bioreactor

NP — papildus vielas raudzeSanas laika netiek pievienotas (iznemot var tikt pievienots skabeklis) / no additional
substances are added during fermentation (except that oxygen may be added); BP — papildus vielas raudzesanas
laika tiek pievienotas (pieméram, periodiski tiek pievienota laktoze ka baribas viela mikroorganismiem) /
additional substances are added during fermentation (example: lactose is added periodically as a nutrient to
microorganisms); LBA iznakums = Laktobionskabe/Laktoze (Cik daudz laktobionskabes ieguva no pieejamas
laktozes) / Yield = Lactobionic acid/Lactose (How much lactobionic acid was obtained from the available lactose).
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Biokatalitiska laktozes oksidéSana.

So procesu vispirms parbaudija Lin ar lidzautoriem (Lin et al., 1993), atklajot, ka ta
nodroSina lielaku laktobionskabes iznakumu, salidzinot ar mikrobiologisko fermentaciju.

Tomeér

ir nepiecieSami specifiski un kontroléti apstakli, kas padara procesu sarezgitaku.

Laktozes oksidaciju laktobionskabé isteno, izmantojot Ipasus enzimus. Laktobionskabes
enzimatiska ieguve apkopota 1.5. attela (Pleissner et al., 2017), ietverot $adus posmus:

v -

Bezsanu biokatalize

Whole cell biocatalysis @ Cell-free biocatalysis

Sunu biokatalize

v

| = | = w ‘" i & Lactobionic acia’e
l. ] E

e pelgjumu vai bakteriju pavairoSana,

e enzimu attiriSana;

laktozes biotransformacija (fermentacija);

turpmaka apstrade (produkta izdaliSana no substrata).

Oglhidratu
""""""""""" dehidrogenaze ""':."""""""""""""":
: Carbohydrate " |
2 = %7 dehydrogenase " :
1.2 b e T :
- | ﬁ, <ol ! '
b £ 0 B " '

Laktobionskabe!

 Lakaze N ;
= >
Enzimu attiriSana Lacf,‘m " — a E
Enzyme purification 4. A . '
" " Y '
" " 5 -
- LR "n '
o " .
1 n) a - :
‘ L " " !
1 i— " " :
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'
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Resting cells B,

]
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1.5. att. Shematiska diagramma LBA ieguvei, izmantojot enzimatisko metodi (bezSiinu

(a) vai Siinu (b) biokatalize) (Alonso et al., 2013b) /

Fig. 1.5. Schematic diagram for the production of lactobionic acid via enzymatic synthesis

through cell-free (a) or whole-cell (b) biocatalysis

Ir veikti p&tijumi laktobionskabes iegiiSanai, lietojot daudzveidigus enzimus un iegtistot

no 96

lidz 100% laktobionskabes, papildus izmantojot 2,6 — dihlorindofenolu vai

2,2"-etilbenztiazolin-6-sulfonskabi red-oks potencidla nodrogindsanai. Sajos pétijumos
pielietotie enzimi:

celobiozes dehidrogenaze (iegiita no Sclerotium rolfsii, Trametes versicolor vai
Myriococcum thermophilum) + lakaze (iegiita no Trametes pubescens) (Ludwig et al.,
2004; Baminger et al., 2001; Dhariwal et al., 2006; Splechtna et al., 2001;
Maischberger ef al., 2008; Van Hecke et al., 2009a; 2009b; 2011);

oglhidratu oksidaze (iegita no Microdochium nivale) + katalaze (Catazyme®
(Novozymes)) (Hua et al., 2007; Budtz et al. 2007; Nordkvist et al., 2007b);
glikozes-fruktozes oksidoreduktaze (iegiita no Zymomonas mobilis) + ditiotreitols un
liellopu seruma albumins (Satory et al., 1997);

laktozi oksid€joss enzims (ieglts no Paraconiothyrium spp. KD-3) (Kiryu et al.,
2008);

laktozi oksid€joSs enzims (ieglts no Paraconiothyrium spp. KD-3) + katalaze
(Aspergillus niger) (Murakami et al., 2008).
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Enzimatiskas reakcijas piemérs aplukojams 1.6. attela, kur tiek izmantota celobiozes
dehidrogenaze (S. rolfsii) + lakaze (7. pubescens) un redokss potenciala nodroSinaSanai
2,6-dihlorindofenols (Splechtna et al., 2001).

celobiozes dehidrogen3ze
cellobiose dehydrogenase . -
B-Laktoze — > Laktobionskabe

p-Lactose / \ Lactobionic acid

redokss mediators redokss mediators
(oksidg) (reduce)

redox mediator (oxidized form) redox mediator (reduced form)

. N

Lakaze 2

Laccase

1.6. att. Laktozes oksidéSana laktobionskabé ar nepartrauktu celobiozes dehidrogenazes
aktivitates atjaunoSanu un lakazes katalizétu reduceSanu (Splechtna ef al., 2001) /
Fig. 1.6. Oxidation of lactose in lactobionic acid with the continuous restoration of
cellobiose dehydrogenase activity and catalyzed reduction of laccase

Enzimatiska metod€ ieglist augstaku produktivitati un laktobionskabes iznakumu neka
mikrobiologiskaja fermentacija. Diemz€l enzimi ir diezgan nestabili razoSanas procesa
(Nordkvist et al., 2007b). 2009. gada “Novozymes” saka razot enzimu maisjjumu
LactoYIELD™ ar mérki parveidot laktozi laktobionskabg. Razotajs gan nav aprakstijis enzimu
sastavu, tikai noradijis, ka tie ir laktozes-oksidazes grupas enzimi (Novozymes, 2009).
Enzimatisko transformaciju var veikt tikai ar rafinétu laktozi.

No visam iesp&jamajam laktobionskabes iegiisanas metodém fermentativa oksidéSana
lauj izmantot 18takas izejvielas, pieméram, stikalas (Pleissner et al., 2017), kas apstiprina to
potencialu laktobionskabes ieguvei. levertejot dazadas laktobionskabes ieguves metodes, to
priekSrocibas un trikumus, promocijas darba izstradé uzmaniba un vériba veltita
mikroorganismu (Pseudomonas taetrolens) izmantoSanai laktobionskabes ieguvei.

1.3.  Pseudomonas taetroles laktozes biokonversijas iespéjas /
Pseudomonas taetrolens lactose bioconversion ability

Pseudomonas gints sugas ir aerobas, sporas neveidojoSas, gramnegativas nijinveida
bakterijas, kas ir taisnas vai nedaudz izliektas, 0.5 — 1.0 pm diametra un 1.5 — 5.0 um garas.
Tas ir kustigas, parvietojas, izmantojot vienu vai vairakas vicinas. Tam ir loti izteikta aeroba
elpoSanas vielmaina, bet daZzos gadijumos nitrati tiek izmantoti ka alternativa, kas lauj tam augt
anaeroba vidé (UK Standards for Microbiology Investigations, 2015). Lielaka dala sugu ir
oksidazes pozitivas (Benkert et al., 2008). Sis gints parstavjus raksturo sp&ja augt vienkarsos
neitralas reakcijas apstaklos. Pseudomonas spp. kolonijas var biit bezkrasainas, bet biezi
sastopamas ar baltu, pelécigi baltu, krémveida un dzeltenu pigmentaciju (skatit 1.7. attelu), kura
atainotas Pseudomonas taetrolens kolonijas agara platés. Fluorescgjosas kolonijas var viegli
noverot ultravioletaja gaisma (UK Standards for Microbiology Investigations, 2015).
Pseudomonas taetrolens optimala augSanas temperatiira ir 30 °C (Alonso ef al., 2017), tas var
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izdzivot 4 — 5 °C temperatira dazas ned€las. Parnesot jauna baribas vidg, tas turpina aktivi
vairoties (Palleroni, Pieper & Moore, 2010).

1.7. att. Pseudomonas taetrolens kolonijas barojosaja agara
(Garcia, Rendueles & Diaz, 2017) /
Fig. 1.7. Pseudomonas taetrolens colonies in nutrient broth agar

Parasti Pseudomonas spp. pavairo bioreaktora vai kolbas orbitalaja kratitaja, jo maisiSana
nodros$ina baribas vielu kontaktu §tinam un atvieglo skabekla uznemSanu. Tas ir jutigas liela
sals koncentracija un galgjos pH, ka rezultata samazinas to vairo$anas sp&jas (Palleroni, Pieper
& Moore, 2010). Pseudomonas taetrolens parasti atrod dabiski sabojajusos produktos
(West, 2004).

Stodola un Lockwood bija pirmie, kas konstat&ja, ka ir Pseudomonas gints celmi, kuri
sp&j producét laktobionskabi, oksidgjot laktozi. Vini pirmie atklaja, ka mikrobiologiskaja cela
ir iesp&jams ieght laktobionskabi. No pétitajam 15 Pseudomonas gints sugam tikai
Pseudomonas graveolens (Sodien dévétas par Pseudomonas taetrolens) uzradija sp&ju oksidéet
laktozi laktobionskabg. 165 stundu laika rot€josajas mucas 75% no sakotngjas laktozes tika
parvérsti laktobionskabé (Stodola & Lockwood, 1947).

Ir veikti vairaki petijumi, fermentgjot siera siikalas ar Pseudomonas taetrolens:

ir pétita stkalu sausnas ietekme, atklajot, ka laktobionskabes ieguve palielinas,
palielinoties siikalu sausnas saturam. P&tfjuma tika pétiti paraugi ar 5% lidz 20%
sausnas saturu (Miyamoto, Ooi & Kinoshita, 2000);

noteikts, ka Pseudomonas taetrolens biomasa ietekmé laktobionskabes produktivitati.
Ja sakotngji biomasas saturs ir augstaka, tad art laktobionskabes produktivitate picaug
(Alonso, Rendueles & Diaz, 2013a);

piemérota pH uzturéSana fermentacija, ir galvenais faktors. Pseudomonas taetrolens
vairoSanas samazinas, ja pH ir mazaks par 6, un tas negativi ietekmé laktobionskabes
iznakumu. Nelabveligi Pseudomonas taetrolens augSanu un laktobionskabes
iznakumu ietekmég arT pH virs 7 (Alonso, Rendueles & Diaz, 2013a);

turklat skabekla piegade fermentacija, tapat ka pH uzturéSana ir otrs faktors, kas
butiski ietekmé& iznakumu. Alonso et al. (2012a) ir izpé€tijusi, ka laktobionskabes
razoSanu nelabveligi ietekmé parmeériga skabekla klatbiitne;

papildus Alonso ef al. (2012a) ir izpétijusi, ka liels (vairak neka 350 min™') maisitaja
apgriezienu skaits nelabveligi ietekmé laktozes oksidaciju ar Pseudomonas taetrolens.
Ir atklats, ka intesiva maisiSana razoSanas procesa samazina laktobionskabes
iznakumu, pat, ja baktériju vairoSanas progres€ (Alonso, Rendueles & Diaz, 2012a);
pétits ka dazada vilpa garumus un gaismas intensitati var izmantot ka modeli, lai
uzlabotu Pseudomonas taetrolens producéto enzimu sp&ju laktozi konvertet
laktobionskabg, izmantojot siera siikalas (Shu, Tseng & Jaiswal, 2017).
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Laktobionskabes biotehnologiskas ieguves pamata ir laktozes oksidéSana, izmantojot
mikroorganismus vai specifiskus enzimus. Galvenais reakcijas mehanisms ietver:
laktobion-d-laktona  starpprodukta  ieguvi, kuru talak hidrolizé laktobionskabg
(Nakano et al., 2010). Pseudomonas spp. sugas producé enzimus, kuri laktozi oksidé
laktobionskabg (skat. 1.8. att.), $linu membranas dehidrogenaze kataliz€ So biotransformaciju
(Alonso et al., 2013b).

CH OH .C'é O .0% WOH
Ko ke e Ko Pk g T Pk o

Laktoze Laktobion-8-laktons Laktobionskabe

Lactose Lactobion-d-lactone Lactobionic acid
Periplazma FAD  FADH, H,0
Periplasm /D’: )
e . |
es Lakt ondze
O e 4 ]
Citoplazma 1 4ctp50 oxidase Lactonase
Cytoplasm

1.8. att. Shematiska biokatalitiska laktozes oksidacija laktobionskabg, izmantojot
Pseudomonas taetrolens (Alonso et al., 2013) /
Fig. 1.8. Schematic bioconversion of lactose to lactobionic acid using Pseudomonas
taetrolens

Laktozes dehidrogenaze katalizé laktozi laktobion-d-laktona, kas talak laktonazes
iedarbiba tiek hidrolizets laktobionskabé. Pseudomonas taetrolens Siinas satur flavina adenina
dinukleotidu (koenzims), kas ir ciesi saistits ar hemoproteina elektronu parneses sistému. Sis
flavoproteins, kas lokalizé€ts Pseudomonas taetrolens Sinu makrodalinu frakcija, neizmanto
skabekli ka tieso elektronu akceptoru un nodrosina Stinas optimalu darbibu pH 5.6. Turklat
izdalits enzims var oksidét vairakas aldozes, piem&ram, maltozi un glikozi. Savukart laktonazes
optimalais pH ir 6.5 — 6.7 (Alonso et al., 2013b). Reakcija notiek pH 6 un temperatiiras
diapazona no 25 1idz 50 °C. Laktozes oksidacijas rezultata var veidoties laktobionskabe vai tas
sali. Ja tiek iegiti sali, tad izmanto attiriSanu (pieméram, jonu apmainas hromatografiju), lai
iegiitu tiru laktobionskabi (Gutierrez, Hamoudi & Belkacemi, 2013).

1.4. Laktobionskabes attiriSanas iespéjas /
Possibilities of lactobionic acid purification

Laktobionskabes ieguves metodes ar mikroorganismu un enzimu izmantoSanu ir saistitas
ar sarezgitiem un dargiem attiriSanas procesiem, salidzinajuma ar kimisko sintézi. No razo$anas
viedokla biotehnologiskas metodes ir liels izaicinajums zinatniekiem, lai nodro$inatu izdevigu
un atru laktobionskabes ieguvi, un tas biitu sp&jigas konkurét ar kimisko sintézi (Alonso,
Rendueles & Diaz, 2017; Gupta et al., 2017; Kruschitz & Nidetzky, 2020). AttiriSanas posmi
var veidot 11dz pat 50% no raZoSanas izmaksam, tapéc liela interese zinatnieku vidi ir par
membranu tehnologiju pielietoSanu attirisanai (Kumar & Babu, 2008).

AttiriSanas process galvenokart ir atkarigs no izmantotas metodes un substrata sastava
(Kruschitz & Nidetzky, 2020). Gadu gaita attiriSanas un atdaliSanas metodes ir attistijusas.
Biotehnologiski iegiitas laktobionska@bes attiriSanu var Tstenot ar dazadam metodém:
ekstrakciju, adsorbciju vai izgulsné$anu, izmantojot jonu apmainas svekus (Pedruzzi, Borges
de Silva & Rodrigess, 2008; Illanes et al., 2016). Virzot substratu caur jonu apmainas svekiem,
var ieght tiru laktobionskabi ar nenozimigu kalcija jonu klatbaitni. Citas tehnologijas:
elektrodialize (Perettia, Silveiraa & Zeni, 2009), ietvaicea un kristalizacija ir piemeérotas
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laktobionskabes izdali$anai no substrata (Jones,Vestal & Chi, 2002). Pirmais m&ginajums attirit
fermentacijas procesa iegiito laktobionskabi bija ekstrakcija ar etanolu (Stodola & Lockwood,
1947). Etanola izmantoSana ir piemérota, jo laktobionskabe etanola neskist, turklat
izgulsnéSanu etanola var veikt vairakas reizes, ieglistot péc iesp€jas tiraku laktobionskabi
(Delagustin et al., 2017; Armarego & Chai, 2009).

Dazu attiriSanas metozu efektivitate petijumos ir apkopota 1.5. tabula.

1.5. tabula/ Table 1.5.
Laktobionskabes izdalisanas metodes /
Lactobionic acid recovery methods

LBA saturs LBA
Metode / Substrats / substrata / 1zda11sarla "0 Atsauce /
LBA substrata
Method Substrate . Reference
concentration,|/ Recovery of
gL’! LBA, %
Kristalizacija + jonu apmainas
hromatografija / Sintetisks skidums / 200 79 Jones &
Crystallization + ion exchange Synthetic solution Ho, 2002
chromatography
Jonu apmainas hromatografija / Sintetisks skidums / 50 100 Pedruzzi e
lon exchange chromatography Synthetic solution al., 2008
. . o Splechtna
Jonu apmainas hromatografija / Sintetisks skidums /
’ Lo 40 100 etal.,
Ion exchange chromatography Synthetic solution 2001
Apgrieztas fazes augstas
izSkirtspejas S_l’( 1(.1ruma Biokonversijas substrats / Bo.r ges da
hromatografija / Bioconversion broth 125 100 Silva et
Reversed phase high performance al., 2011
liquid chromatography
. . . . |Biokonversijas substrats / Peretti et
Elektrodialize / Electrodialysis Bioconversion broth 20 39 al., 2009

No visam attiriSanas metodem visefektivaka ir jonu apmainas hromatografija, ar tas
palidzibu var iegiit tiru laktobionskabi (Alonso, Rendueles & Diaz, 2013b). Hromatografijas
metodes lauj frakcionét oglhidratu Skidumu, iegiistot atseviskus produktus ar tiribu > 99%
(Kruschitz & Nidetzky, 2020). Bez iepriekSminéto metoZu izmantoSanas, var papildus lietot
attiriSanu ar aktivo ogli. Adsorbcija ir viena no fizikalajam metodém, lai atdalitu 1zSkiduSos
piemaisijumus no dazadiem Skidumiem.

Adsorbgjosa aktiva ogle ir poraina un adsorbcija notiek uz poru dalinu iek$€jam sienam.
Aktivas ogles poras izmeri atSkiras un tas sp&j adsorbet tikai noteikta izmera molekulas. Aktiva
ogle efektivak adsorbé savienojumus, kuriem ir liela molmasa un zema $kidiba. So Tpasibu
iemesls ir tads, ka adsorbcija vislabaka ir savienojumiem ar lidzigu struktiiru un elektronu
sadalijumu. Ta ka aktivajai oglei ir liela molmasa, ta efektivi absorbé materialus ar lidzigam
ipaSibam. Aktivas ogles absorbcija ir visefektivaka organisko vielu atdaliSana, ievertgjot
savienojuma sastavu (satur tdenraza un oglekla atomus) (Bubanale & Shivashankar, 2017;
Sulyman et al., 2017).
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Aktivas ogles absorbcijas sp&ja galvenokart ir atkariga no tas struktiras, skat 1.9. attelu
(Bubanale & Shivashankar, 2017).

Videjas molekulas

) Medium molecules
Lielas molekulas

Large molecules Mazas molekulas
. Smail molecules
® 9

* S0 nm

Makroporas
Macro pore Mezoporas
Aktiva ogle Meso pore
Activated carbon = 2 - 50 nm

'’
2nm ‘
Mikroporas

Micro pore

1.9. att. Aktivas ogles poru izmeéri (Sulyman et al., 2017) /
Fig. 1.9. Pore size of activated carbon

Ievértejot absorbcijas ar aktivo ogli potencialu, talakaja laktobionskabes tehnologijas
izstrade Sis apstrades veids tiek parbaudits, efektivitates izverteSanai.

1.5. Biezpiena siikalu piemérotiba laktobionskabes ieguvei /
Acid whey suitability for lactobionic acid production

Stukalas satur laktozi, olbaltumvielas, mineralvielas, taukus, vitaminus, organiskas skabes
un citas vielas (Mano et al., 2020; Chandrapala et al., 2017; Onwulata & Huth, 2008).

Stikalas iedala divas grupas (Rojas & Torres, 2013; I'azanueB u a., 2014):

- siera siikalas — iegiist saldpiena siera razoSanas procesa;

- biezpiena siikalas — iegiist skabpiena sieru, biezpiena un kazeina raZzoSana.

Stikalas augstas uzturvertibas del tiek plasi izmantotas dazadas partikas ripniecibas jomas
(Krolezyk et al., 2016), tacu, tas tiek sarazotas daudz vairak, neka tiek parstradatas, tapec tas
bieZi tiek novaditas kanalizacija (Zotta et al., 2020; Rocha-Mendoza et al., 2021). Biezpiena
stikalu novadiSana kanalizacija bez apstrades rada nopietnas vides piesarnojuma problémas, jo
tam ir augsts kimiskais (~ 70 000 mg L), arT biologiskais skabekla patérina koeficients
(~ 40 000 mg L) (Macwan et al., 2016). Siikalu parstrades izmaksas ir lielas, tas ietekmé
kopigas parstrades izmaksas uzn@muma, 1paSi energoresursus (Macwan et al., 2016).
Biezpiena, kazeina un grieku jogurta raZoSanas laika, ka blakusprodukts tiek iegitas siikalas ar
atSkirigu sastavu un kvalitates raditajiem (Sarenkova et al., 2022). Parasti devinus litrus siikalas
iegiist no katra sarazota produkta kilograma (Panesar et al., 2010).

Stikalu veidi atSkiras arT ar mineralvielu sastavu un saturu. Biezpiena siikalas to ir vairak,
jo dala koloidala kalcija pariet tajas. Stikalu sastavs ir atkarigs no pamatprodukta raZoSanas un
koncentréSanas metodém. Biezpiena stikalas, salidzinajuma ar siera stikalam, satur lielaku salu
saturu un mazak olbaltumvielu (1.6. tabula), tomér atSkirigas kimiskas ipasibas apgriitina
biezpiena siikalu izmantoSanu un ierobezo to talako pielietojumu (Mano et al., 2020; Lievore
et al., 2015; Bédas et al., 2017; Chandrapala et al., 2017; Chen et al., 2016; Nishanthi et al.,
2017; Brown, 2008).
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1.6. tabula / Table 1.6.
Siera un biezpiena siikalu sastavs (Brown, 2008; Rojas & Torres, 2013; I"a3anues u 1.,
2014; Kravtsov et al., 2020) /
Sweet and acid whey composition

Sastavdala / Compound Siera siikalas / Sweet whey |Biezpiena sukalas / Acid whey
Sausna / Dry matter, g L 67.00 59.80
Olbaltumvielas / Protein, g L' 6.20 5.80
Laktoze / Lactose, g L™! 52.90 46.90
Tauki / Fats, g L’! 0.20 0.50
Mineralvielas / Minerals, g L™! 4.10 5.40
Fosfors / Phosphorus, g L’! 0.46 0.55
Kalcijs / Calcium, g L™! 0.47 0.86
Kalijs / Potassium, g L' 1.50 1.26
Magnijs / Magnesium, g L™! 0.08 0.09
Natrijs / Sodium, g L' 0.58 0.39
Hlors / Chlorine, g L! 1.00 2.25
Vidgjais pH / Average pH 5.9 (min 5.6) 4.7 (max 5.1)
Skabums / Acidity, T° 15-20 50 -85
Blivums / Density, kg m™ 1018 — 1027 1019 — 1026

Stkalas satur neolbaltumvielu slapekli saturoSus savienojumus, to vidi aminoskabes,
urinviela, purina bazes, kreatins un amonjaks. Aminoskabes siikalas rodas ka olbaltumvielu
hidrolizes produkti piena fermentacija un brivas aminoskabes, kuras pariet stikalas no piena
(l'azanues u 1., 2014).

Stkalas pariet lielaka dala tidenT un nedaudz arT taukos $kistoSo vitaminu. Siera stikalas
ir mazaks tdent $kistoSo vitaminu saturs, salidzinot ar biezpiena siikalam. Vitaminu saturs
stkalas uzglabasanas laika samazinas (I'azaimeB u ., 2014). Vidgjais vitaminu saturs stkalu
sausna ir att€lots 1.7. tabula.

1.7. tabula / Table 1.7.
Vidgjais vitaminu saturs siukalas
(Tazanmes u 1., 2014; Menchik et al., 2019; Bleoussi et al., 2020) /
The average vitamin concentration of whey

Vitamini / Vitamins Daudzums / Amount
Askorbinskabe / Ascorbic acid, mg (100 g)’! 0.10 - 5.20
Tiamins / Thiamine, mg (100 g)’! 0.04-0.10
Riboflavins / Riboflavin, mg (100 g)’! 0.04 -0.15
Piridoksins / Pyridoxine, mg (100 g)’! 0.001 —0.052
Folskabe / Folic acid, ug (100 g)’! 0.1-1.2
Nikotinskabe / Nicotinic acid, mg (100 g)’! 0.11-0.12
Pantoténskabe / Pantothenic acid, mg (100 g)! 0.25-0.46
Holins / Choline, mg (100 g)™! 1418
Biotins / Biotin, ug (100 g)’! 1.51-2.65
Kobalamins / Cobalamin, pg (100 g)’! 0.10 —2.90
Retinols / Retinol, TU (100 g)’! 0.01 — 0.04

Stkalas ir B2 vitamina avots, jo parstrades procesos lielaka dala B grupas vitaminu pariet
tajas (Onwulata & Huth, 2008). Vitaminu saturs siikalas palielina produkta vértibu, vienlaikus
ir baribas vielas mikroorganismiem, siikalas fermentgjot. Biezpiena siikalas bagatigi satur
organiskas skabes: pienskabi, citronskabi, nukleinskabes, etikskabi, skudrskabi, propionskabi
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un sviestskabi. Pienskabe veidojas pienskabes bakteriju darbibas rezultata, fermentgjot laktozi,
un nedaudz sastopama ar1 dabiga veida siikalas (I"azanueB u a., 2014).

Stikalas ir arT fermenti, ka viens no raksturigakajiem ir laktoperoksidaze (Onwulata
& Huth, 2008). Stkalu sastavs un 1pasibas ir atSkirigas, to ietekmée ar1 razotais produkts (siers,
biezpiens) un panémieni siikalu izdaliSanai (ultrafiltracija, masas atsildiSana, u.c.). Tiek mingts,
ka biezpiena stikalu raZzoSana Eiropas Savieniba ir 40 miljoni tonnu gada, savukart grieku
jogurta un biezpiena razoSana ik gadu rodas miljardiem kilogramu $1 blakusprodukta. Lielais
biezpiena siikalu daudzums, ko rada piena nozare, ir izraisijis arvien plasaku izpé&ti par ta
izmantoSanas metodém (Zotta et al., 2020; Rocha-Mendoza et al., 2021). Siikalas p&c to sastava
ir biologiski veértigs produkts (Wyatt, 2014), tas izmantoSana pievienotas veértibas produktos ir
aktuala ikvienam siikalu veidam.

Turklat laktozes liela saturs siikalas un létas substrata izmaksas veicina pétijumus par
jaunu risinajumu mekl&Sanu, lai iegiitu pievienotas vertibas produktus laktozes atvasinajumiem,
tadiem ka laktitols, laktosukroze, laktobionskabe un galakto-oligosaharidi (Ganzle, Haase &
Jelen, 2008). Viena no perspektivakajam biezpiena stkalu izmantoSanas metodém ir
fermentacija, ta samazina biezpiena stikalu biologisko skabekla patérinu par 90 — 95% (Rocha-
Mendoza et al., 2021).

Stikalu sastavu ietekmé sezonalitate, vasaras un ziemas perioda iegiito biezpiena siikalu
sastava rezultati ir apkopoti 1.8. tabula.

1.8. tabula / Table 1.8.
Biezpiena siikalu sastavs un kvalitates raditaji (Uepaukos, baszapuosa 2014) /
Composition and quality of acid whey

. Ziema iegiitas siikalas / Vasara iegitas siikalas /
Nosakamais raditajs / Parameter Whey obtiined in winter Whey obta%:ed in summer
Sausnas saturs / Dry matter, % 57+0.1 6.8+0.1
Olbaltumviels / Proteins, % 1.0+0.1 1.4+0.1
Laktoze / Lactose, % 3.6+0.1 42+0.1
Skabums / Acidity, °T 58.0=+1.0 50.0+1.0
pH 42 +0.1 4.8+0.1
Kalcijs / Calcium, mg L’! 51.2+£2.0 70.5+2.0

legttie rezultati pierada, ka ziema iegutas stkalas ir mazaks sausnas, tostarp
olbaltumvielu, laktozes un kalcija saturs. Ziema iegiitas siikalas ir skabakas neka vasara iegiitas
(UepnukoB & bazapnoBa 2014). Biezpiena siikalam zema pH de] ir nepiecieSama pilniga vai
dalgja skabuma neitralizacija, lai novérstu fizikali-kimisko un sensoro 1pasibu izmainas
razotajiem produktiem (Mier et al., 2008; Sahar et al., 2020). Stikalu sastava izmainas ir janem
vera art jaunu produktu izstrade, tostarp laktobionskabes ieguve.

Piena parstrades nozares merkis ir 1idzas klasiskajiem, patérétajiem ierastajiem piena
produktiem, radit jaunus produktus ar augstu pievienoto vertibu, ar1 giit ienakumus, kas iegiiti
no piena razoSanas blakusproduktiem, tostarp siikalam (Mano et al., 2020). TieSi zemas stkalu
izmaksas un liela laktozes saturs tajas ir iedvesmojusas zinatniekus jaunu parstrades procesu
izpetei vertigu laktozes produktu iegiiSanai un to pielietoSanai partikas, kimijas un farmacijas
ripnieciba (Ganzle, Haase & Jelen, 2008). Daudzi pétnieki ir m&ginajusi siikalas parstradat
etanola, pienskabg, izdalit fosfolipidus un lipazes, iegiit citronskabi, glikozes-galaktozes sirupu,
galakto-oligosakaridus, u.c. Lai plasi izmantotu $adas tehnologijas un ekonomiski pamatotu
biezpiena siikalu izmantoSanu, ir jaturpina pétijumi, kuri sekmigi tiek istenoti visa pasaulé
(Ramazon et al., 2019; Zolnere et al., 2019; Kumar et al., 1992; Plessas et al., 2007; Taskin et
al.,2015; Yalcin et al., 2009; Arslan et al., 2016; Silva et al., 2014).

Stikalas ir I&ts izejmaterials laktobionskabes ieguvei, kuru var istenot ar mikroorganismu
palidzibu, attistot komercialo razoSanu. Efektiva un ilgtsp€jiga laktobionskabes ieguve tiek
pamatota ar Pseudomonas taetrolens enzimatisko potenicalu (Alonso et al., 2011;2012; 2013a;
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2017; Delagustin et al., 2019). Lidz Sim visi veiktie pétijumi par laktobionskabes ieguvi, tiek
istenoti ar siera stikalam. Ar1 public@tie zinatniskie darbi, petijumu rezultatu apskati ir veltiti
siera siikalu ka fermentacijas substrata izmantosanai (Giorgi et al., 2018; Goderska et al., 2014;
Alonso et al., 2017; 2015; 2013b; 2012a; 2012b; 2011; Miyamoto et al., 2000). Biezpiena
stkalu izmantos$ana laktobionskabes ieguvei mikrobialaja sint€z€ nav apzinata ka efektiva,
bakteriju nepietickamas vairoSanas del, liela substrata skabuma, organisko skabju un
ievérojama skabo salu (fosfati un citrati) satura d€l. Apkopojot informaciju par siikalu sastavu,
biezpiena siikalam ir potencials, lai kltitu par piem&rotu substratu efektivai laktobionskabes
ieguvei.

Literaturas apskata kopsavilkums

Laktobionskabes plasais potencials dazadas tautsaimniecibas nozares un ta augosais
pieprasijums tirgii rosina mekl&t iesp€jas un risinajumus efektivai §is vielas ieguvei, lietojot
izmaksu zina l&tas, viegli pieejamas un otrreizgji parstradajamas izejvielas. Misdienas
zinatnieku vidi ir aktuali rast iesp&jas no I€tiem izejmateridliem razot augstas vértibas
produktus.

Komerciala laktobionskabe tiek raZota kimiska sintéze, kuras istenosSanai nepiecieSami
cClmetala katalizatori un lieli energijas resursi. No visam iesp&jamajam laktobionskabes
iegiiSanas metodem fermentativa oksidéSana lauj izmantot Ietakas izejvielas, piemé&ram,
sukalas. levértgjot dazadas laktobionskabes ieguves metodes, to priekSrocibas un trikumus,
vislielako interesi izraisa mikroorganismu (Pseudomonas taetrolens) izmantoSana
laktobionskabes ieguvei, jo Pseudomonas taetrolens darbibas rezultata iegitie produkti ir atziti
par droSiem partika, ka ari vairaki petijumi apstiprina, ka tas spgj vairoties siera siikalas un
konvertét laktozi laktobionskabé. Tome@r fermentativaja oksidéSana svarigs ir ne tikai
fermentacijas posms, bet ari laktobionskabes izdaliSanas posms, kas So metodi padara
laikietilpigaku neka kimiskas sint€zes metodes. IzdaliSanas posma tiek pielietotas dazadas
attiriSanas metodes (centrifugé€Sana, mikrofiltracija, sublimacija, ietvaice, jonu apmainas
hromotografija, kristaliz€Sana, elektrodialize, skaloSana ar etanolu u.c.), lai no izmantota
substrata izdalitu maksimali tiru laktobionskabi.

Biezpiena siikalu izmantoSana dazadu produktu razoSana lidz §im nav apzinata ka
efektiva, liela substrata skabuma, organisko skabju un ievérojama skabo salu (fosfati un citrati)
satura del, bet, apkopojot informaciju par biezpiena siikalu sastavu, Pseudomonas taetrolens
augSanai nepiecieSamajiem parametriem, eso$as zinasanas un pétniecisko darbu pieredzi par
biezpiena stikalu mikrobiologisko fermentaciju, biezpiena siikalam ir potencials, lai klGtu par
piemérotu substratu efektivai laktobionskabes ieguvei.

Summary of literature review

Growing market demand and potential for lactobionic acid in various sectors, like the
food, pharmaceutical, chemical and cosmetics industries, call for the search for opportunities
and solutions for the efficient extraction of this substance using low-cost, easily accessible and
recyclable raw materials. Nowadays, it is actually for researchers to search for opportunities
to develop high-value compounds, such as lactobionic acid, from cheap raw materials.

Commercial lactobionic acid is produced by chemical synthesis, which requires precious
metal catalysts and large energy resources. Of all lactobionic acid obtaining methods, only
enzymatic oxidation advantages use cheaper raw materials, such as whey. The use of
microorganisms (Pseudomonas taetrolens) for the production of lactobionic acid is of the
greatest interest when considering the advantages and disadvantages of the lactobionic acid
production methods, because Pseudomonas taetrolens produced products are recognised as
safe for human consumption and several studies confirm that Pseudomonas taetrolens converts
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lactose into lactobionic acid. However, not only the fermentation stage is important in
enzymatic oxidation, but also the lactobionic acid recovery stage, which makes this method
more time consuming than methods of chemical synthesis. In the recovery stage, various
purification methods (centrifugation, microfiltration, freeze-drying, evaporation, ion-exchange
chromatography, crystallisation, electrodialysis, precipitation with ethanol, etc.) are used to
extract the maximum pure lactobionic acid from the fermented substrate.

The use of acid whey in the production of various products has so far not been shown to
be effective due to the high acidity of organic acids and acid salts (phosphates and citrates).
The composition of acid whey, knowledge and research experience on microbiological
fermentation of acid whey, shows that acid whey has the potential to become a suitable
substrate for the efficient production of lactobionic acid with Pseudomonas taetrolens’ ability
to convert lactose into lactobionic acid.
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2.

MATERIALI UN METODES / MATERIALS AND METHODS

2.1. Petijuma norises laiks un vieta / 7ime and place of the research

Petijums veikts laika posma no 2017. gada novembra Iidz 2022. gada janvarim.
Eksperimenti veikti:

Latvijas Lauksaimniecibas universitates Partikas tehnologijas fakultate:

Mikrobiologijas zinatniskaja laboratorija, kura sagatavotas izejvielas un materiali,
kultivétas bakterijas, analiz€amiem paraugiem noteikts pH, veikta paraugu
fermentacijas izpéte, pétita baktériju morfologija.

Piena produktu pilotrazotng, kura iegtitas dzidrinatas sukalas, ar termisko metodi
atdalot stikalu olbaltumvielas.

Auglu un darzenu parstrades ceha, kura noteikts sausnas saturs analiz€amiem
paraugiem.

Procesu un iekartu laboratorija, kura veikta stukalu ietvaice.

Zinatniskaja laboratorija, kura paraugi centrifugeti un svérti, lai noteiktu §tinu masu.
Uzturzinatnes laboratorija, kura veikta slapekla savienojumu satura noteikSana.
Dabas vielu kimijas zinatniskaja laboratorija, kura noteikta laktobionskabes un
laktozes saturs analiz€jamos paraugos.

Oviedo Universitate (Spanija):
Zinatnisko un Tehnologisko resursu nodala:

Partikas tehnologijas laboratorija, kura veikta paraugu fermentéSana bioreaktoros,
ietvaice, laktozes un laktobionskabes satura noteikSana, paraugu mikrofiltracija,
paraugu sublimacija, olbaltumvielu satura noteikSana.

Citometrijas laboratorija, kura pétits baktériju fiziologiskais stavoklis fermentéSanas
laika.

Pilotrazotng, kura veikta siikalu pasterizacija un iegiitas dzidrinatas siikalas, ar
termisko metodi atdalitas stkalu olbaltumvielas, 1stenota laktobionskabes paraugu
sublimacija.

Kimijas un vides inZenierijas katedra:

Bioprocesu laboratorija, kura veikta baktériju audzeéSana, sterilizéti priekSmeti un
sagatavoti materiali, veikta fermentacija kolbas, siikalu mikrofiltracija, noteikts
optiskais blivums, pH, veikta §tinu biomasas svérSana, centrifugé€Sana.

Udens kvalitates laboratorija, kura centrifugéti un Kkalteti paraugi, izdalita
laktobionskabe ar jonu apmainas hromatografiju.

Pilotrazotng, kura centrifugétas siikalas un paraugiem péc fermentacijas noteikts
sausnas saturs.

2.2. Peétijuma izmantoto materialu raksturojums / Materials

Petfjuma izpildei izmantotas:
e siikalas (uzglabatas -20 °C):

biezpiena stkalas (A/S “Tukuma piens”, Latvija):
Laktoze 4.47 + 0.02%; olbaltumvielas 0.38 + 0.01%, tauki 0.01 + 0.01%, sausnas
saturs 4.90 £ 0.09% un pH 4.75 + 0.01;

skabpiena siera razoSana iegutas siikalas (““Ca Sanchu”, Asturias, Spanija):
Laktoze 5.6 £ 0.13%; olbaltumvielas 0.23 + 0.08%, tauki 0.01 + 0.01%, sausnas
saturs 5.92 + 0.08% un pH 4.67 + 0.01;

siera stikalas (“ILAS S.A.”, Asturias, Spanija):
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Laktoze 6.2 £ 0.12%; olbaltumvielas 0.12 + 0.03%, tauki 0.01 + 0.01%, sausnas
saturs 6.44 £ 0.05% un pH 6.34 + 0.01.

e Pseudomonas taetrolens, kuras iegadatas stikla ampulas sublim&ta veida 40%
glicerola, uzglabasanas apstakli -20 °C. Bakterijas gaiSas krasas ar dzeltenu nokrasu.
Optimala augSanas temperattra 30 °C, petijjumiem lietotie celmi:

- LMG 2336 (the Belgian Coordinated Collection of Microorganisms, Belgija);

- NCIB 9396 (England National Collection of Type Cultures, Anglija);

- DSM 21104 (German Collection of Microorganisms and Cell Cultures, Vacija).

P&tijuma stenoSanai izmantotie reagenti apkopoti 1. pielikuma.

2.3. Laktobionskabes ieguves tehnologija / Lactobionic acid production technology

Laktobionskabes ieguves shéma ir attélota 2.1. attela, bet procesa vizualizacija att€lota
2. un 3. pielikuma.

(a) Sukalu apstrade un sagatave fermentacijai.

1.0. Stikalu pienemsSana / Whey delivery

-

v
1.1.Uzsildi$ana (1idz 90 — 95 °C, 30 min) / Pasteurization

v -
1.2. Filtrésana / Filtration I LN S 3.0. Sukglu
_ olbaltumvielas,
\ 4 e v
1.3.Centrifuggana (10 000 min "' 10 min) / | » bakteriju stinas, -
Centrifugation citi idenT neskistosie

v savienojumi / Whey
protein, cell debris,
other water insoluble

v .
1.4. Filtrésana ar filtrpapiru / Filtration with filter paper |”

-

v
1.5. Mikrofiltracija (0.22 pm poru izmérs / pore size) | | . ¥ compounds
Microfiltration ]

- . ¥ . n
1.6. Dzidrinatu siikalu iebiezinaSana vai atskaidisana / <] » 3.1. Udens / Water
Clarified whey evaporation or dilution

< <
v A\
4.0. Fermentacija kolbas orbitalaja kratitaja / 4.1. Fermentacija bioreaktora /
Fermentation in shake-flask Fermentation in bioreactor
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(b) Pseudomonas taetrolens uzsésana un sagatave fermentacijai.

2.0. Pseudomonas taetrolens celmu iegade /
Purchase of Pseudomonas taetrolens strain

v
2.1.Uzsgjums uz NB agara plates (30 °C, 48 h) /
Inoculation on NB agar plate

3.2. Substrata un >
(121 °C, 20 min) /

sterilization

barotnes sterilizacija 4-

v
2.2. Audzesana NB skidraja barotng (30 °C, 10 — 16 h,
300 — 350 min™') / Inoculation in NB broth

Substrate and broth<| . _.

v
2.3.Centrifugésana (10 000 min ' 10 min) /
Centrifugation

h

=

v
2.4. Pseudomonas taetrolens biomasa /
.. Biomass of Pseudomonas taetrolens

IR AN . . _
4.0. Fermentacija kolbas orbitalaja kratitaja / 4.1. Fermentacija bioreaktora /
Fermentation in shake-flask Fermentation in bioreactor
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(c) Laktobionskabes ieguve péc fermentacijas.

4.1. Fermentacija bioreaktora /
Fermentation in bioreactor

5.0. Centrifugééanav(lo 000 min *! 10 min) /
Centrifugation

¥

5.1. Mineralvielu absorbcija ar aktivo ogli /

Mineral absorption with activated carbon
7

5.2. FiltréSana ar filtrpapiru /
Filtration with filter paper

3.3. Laktozes kristali,
slapekli saturosie
savienojumi,

P piemaisijumi, baktériju
Stinas, mineralvielas /
Lactose crystals,

---- b nitrogen containing

1A

P compounds,other
5.3 Mikrofiltracija (0.45 um poru izmérs /  |.---- y impurities, cells debris,
pore size) | Microfiltration minerals
v
5.4 Iebiezinasana lidz ~ 40% sausnas | > 3.1. Udens /
saturam / Evaporation till ~ 40% dry matter Water
—— L .
6.0. Sasaldésana (-18 °C, 7.0. Skalosana 96% spirta / 3.4. Spirts,
24 h) / Freezing Precipitation with ethanol mineralvielas,
— ¥ citi
6.1. Sublimacija (-.65 °C)/ 7.1. Centrifugésana (10 000 piemaisijumi /
Freeze — drying min ! 10 min) / __|-» Ethanol,
Centrifugation minerals, other
impurities

5'5. Kaltasana(+40 °C) /
Drying

v

5.6. Laktobionskabe /
Lactobionic acid

2.1. att. Laktobionskabes ieguves shéma: (a) siikalu apstrade un sagatave fermentacijai;
(b) Pseudomonas taetrolens uzsésana un sagatave fermentacijai; (c) laktobionskabes
ieguve /

Fig. 2.1. Lactobionic acid production: (a) whey treatment and preparation for
fermentation; (b) Pseudomonas taetrolens inoculation and preparation for fermentation;
(c) lactobionic acid recovery
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Laktobionskabes ieguves process sakas ar siikalu apstradi. Sukalas uzkarsé lidz
90 — 95 °C un iztur 30 miniites, veicinot stikalu olbaltumvielu denaturaciju (2.2. att.).

2.2. att. Sukalu olbaltumvielu denaturacija, karsgejot /
Fig. 2.2. Protein denaturation process by heating

Stkalu olbaltumvielas atdala filtr§jot. Dzidrinatas stkalas filtré caur filtrpapiru (poru
izmérs ~ 2 um) un mikrofiltracijas ierici, kas aprikota ar 0.22 pm poru polivinilidéna difluorida
(PVDF) membranu (Millipore, Masacusetsa, ASV), dzidrinatu siikalu ieguvei un bakteriju un
dazadu citu piemaisijumu atdaliSanai (2.3. att.). Dzidrinatas stukalas tiek pilditas sterila stikla
trauka, lai izvairitos no argja vides piesarnojuma un iegiitu tiru substratu.

2.3. att. Suikalu mikrofiltracija ar PVDF membranam /
Fig. 2.3. Whey microfiltration with PVDF membranes

Pseudomonas taetrolens celmu sagatavoSana uzs€jumiem. Pirms eksperimenta tiek
uzs€tas bakterijas, lai eksperimenta laika bakteriju biomasa biitu svaiga un aktiva. Visus
sagatavoSanas procesus veic ar sterilam vielam un materialiem, kas steriliz€ti autoklava 121 °C
temperatira 20 miniites, ka arT paraugu sagatavoSanu (stkalas, bakterijas) fermentacijai veic
sterila vidé — laminara skapi, lai petamajos paraugos neiekliitu citi mikroorganismi. Bakterijas
ar cilpas palidzibu tiek ienestas NB barotné (sastavs 20 g L! biologiskais agars, 5 g L' NaCl,
5 gL' peptons, 2 g L' rauga un 1 g L' galas ekstrakts). Agara plati inkubg 30 °C temperatiira
48 h.
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P&c inkubacijas no agara plates (2.4. attéls) ar cilpinu (10 pL tilpums) bakterijas tiek
parnestas 500 mL kolba, kura ir 100 mL $kidra NB barotne (sastavs 5 g L NaCl, 5 g L'!
peptons, 2 g L' rauga un 1 g L"! galas ekstrakts).

2.4. att. Pseudomonas taetrolens LMG 2336 kolonijas NB agara /
Fig. 2.4. Pseudomonas taetrolens LMG 2336 collonies on NB agar

Barotni inkubg orbitalaja kratitaja (New Brunswick Sci., NJ. USA vai ES-20, Biosan,
Latvija) 30 °C temperatiira 10 — 16 h, parauga maisiSanas intensitate 220 — 350 min™'. P&c
inkubacijas substratu salej sterilos konusveida traucinos (2.5. att€ls) un centrifugé 10 000 min-
! 10 min, lai nostadinatu izaugu$as Pseudomonas taetrolens $iinas.

2.5. att. Substrata centrifugésana /
Fig. 2.5. Centrifugation of substrate

Atdalitas bakterijas pievieno dzidrinatam stkalam. Ja eksperimenta izmanto koncentrétas
stikalas, tas ietvaicé ,,Rising Film evaporator FT22” (Armfield, Anglija) iekarta. Pirms
fermentacijas procesa dzidrinato siikalu sastavs tiek analizéts ar MilcoScan™ Mars (Foss,
Denmark) vai augsti efektivo Skidruma hromatografiju.
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Eksperimentam sagatavotie paraugi tiek fermentéti kolbas, izmantojot orbitalo kratitaju,
vai Bio Flo 110 (New Brunswick Scientific, NJ, ASV) bioreaktora (2.6. att€ls). 500 mL kolbas
iepilda 100 mL p&tama parauga, bet bioreaktoros 1 litru p&tama parauga.

-
S an
= nn
=an
- an
=5

2.6. att. Fermentacijas process bioreaktoros (Bio Flo 110, New Brunswick Scientific, ASV)
/ Fig. 2.6. Fermentation in bioreactors

Veikta eksperimenta detalizetaks izklasts ir apkopots 2.1. tabula.

Péc fermentSanas procesa norises kolbas paraugiem netika istenoti attiriSanas un
laktobionskabes izdaliSanas posmi nepietickama analiz€jama parauga apjoma del. Péc
fermenteSanas procesa norises bioreaktoros paraugi attiriti, centrifuggjot, filtréjot caur
filtrpapTru un veicot mineralvielu absorbciju ar aktivo ogli, mikrofiltr§jot (0.45 pm poru
izmers), lai iegiitu gaiSu, caurspidigu produktu (2.7. attéls).

2.7. att. Mikrofiltracijas process /
Fig. 2.7. Process of microfiltration
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Laktobionskabes izdaliSanai izmantoja vairakas metodes: sublimaciju (2.8. attéls),
skaloSanu ar 96% etilspirtu un paraugu kalteéSanu.

2.8. att. Sublimacijas process /
Fig. 2.8. Process of freeze-drying

Sublimacijai izmanto iebiezinatu paraugu (~ 40% sausnas saturs). Paraugs ir iepildits
~ 100 — 200 mL tilpuma 500 mL kolbas. Kolbas ar paraugu tika uzglabatas saldétava (-18 °C,
diennakti, lai produkts pilniba sasalst). Kolbas esoSais paraugs tika kaltéts vakuuma -65 °C
temperattra Iidz sausu, birstosu kristalu iegtisanai (Telstar cryodos — 80, Model 2007, Spanija).

Parauga kaltéSanas procesu izmantoja iebiezinatu paraugu, arl mikrofiltrétu paraugu
talakai apstradei. Abus paraugus plana slant (Itdz 3 mm) kaltgja termostata 40 °C temperatira.

SkaloSanai ar etanolu izmantoja iebiezinatu siikalu paraugu (~ 40% sausnas saturs).
Iebiezinatam paraugam pievieno etilspirtu un maisa, lai kristaliz€jas parauga esosa
laktobionskabe, p&c tam paraugu centrifugé 10 000 min™' 10 min, lai izdalitu laktobionskabes
kristalus. Suspensiju nolej, bet kristalus kalt€ 40 °C temperatiira termostata.
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2.1.tabula/ Table 2.1.

Pétijuma ietvaros veikto eksperimentu kopsavilkums / Summary of experiments
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pH ietekme | Biezpiena | NCIB 4 Kolbas / | Fermentacijas process veikts 30 °C, 48 h ar maisisanu 220 min!. | ON, 1N, 2N, Skaitlis pie parauga apzim&juma ir sakotngjais
laktobionskabes stkalas/ | 9396, Shake- | Fermentacijas sakuma pH iebiezinatos (30+1 % sausnas) stikalu | 3N, 4N, 5N, substrata pH / The number next to the sample
ieguve / Effect of | Acid whey | DSM flask paraugos stabilizéts ar 6 M NaOH. / The fermentation process was | 0D, 1D, 2D, designation is the initial pH value of the
pH on 21104 performed at 30 °C for 48 h with stirring at 220 min™. At the | 3D, 4D, 5D, substrate:
lactobionic acid beginning of the fermentation, the pH of the concentrated (30 + 1% | Kontrole 0=pH4.25
production dry matter) whey samples was adjusted with 6 M NaOH. 1=pHS5.0
Substrata sastavs / Content of substrate: laktoze / lactose 26.12 + 2=pHS5.5
a 0.12%; tauki / fat 0.01 £ 0.01%, olbaltumvielas / protein 0.48 + 3=pH 6.0
0.02%, pH 4.25 £ 0.01. 4=pH6.5
Eksperimenta tika izlaisti 1.3. un 1.5. substrata sagatavoSanas 5=pH7.0
posmi un 5.0 — 5.5., 6., 7. un 8. attiiSanas posmi / Substrate Burts apzimé lietoto baktériju celmu / The letter
preparation steps 1.3 and 1.5. and purification steps 5.0 to 5.5, 6, indicates the strain of bacteria:
7 and 8.were omitted from the experiment N =NCIB 9396; D =DSM 21104
Kontrole = paraugs, kuram nav pievienotas
baktgrijas / sample with no bacteria added.
Stkalu sausnas | Biezpiena | NCIB 2 Kolbas / | Fermentacijas process veikts 30 °C, 48 h ar maisisanu 220 min™' / | N 5%, Burts apzimé bakteriju celmu / The letter
ietekme sukalas /| 9396, Shake- | The fermentation process was performed at 30 °C for 48 h with | N 10%, indicates the strain of bacteria:
laktobionskabes | Acid whey | DSM flask stirring at 220 min™' N 20%, N =NCIB 9396; D=DSM 21104
ieguve / Effect of 21104 Substrata sastavs / Content of substare: laktoze / lactose 4.47 = | N 30%, Skaitli 5%, 10%, 20%, 30%, 40% apzimé stkalu
whey solids on 0.02%, olbaltumvielas / protein 0.38 £+ 0.01%, tauki / fat 0.01 £ | N 40%, sausnas saturu paraugd / Numbers indicates
b lactobionic acid 0.01%, kopgjais sausnas saturs / total soli content 4.90 £ 0.09%, pH | D 5%, concentration of whey
production 4.75+0.01. Substrata paraugi tika iebiezinati lidz dazadiem sausnas | D 10%,
saturiem / Substrate concentration: 5%, 10%, 20%, 30% un 40%. D 20%,
Eksperimenta tika izlaisti 1.3. un 1.5. substrata sagatavos$anas | D 30%,
posmi un 5.0 — 5.5., 6., 7. un 8. attiriSanas posmi / Substrate | D 40%.

preparation steps 1.3 and 1.5. and purification steps 5.0 to 5.5, 6,
7 and 8.were omitted from the experiment




2.1. tabulas turpinajums / Continuation of Table 2.1.
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gl 238 | L. |gE |55L) B - 53 2355
S o E 3§ IZERS S 8 = 38 73N 8= g,bo 5 E S
“ £ 28 s 5 Sos| 8% =8 g 3 SIS 25 S
= = 8 22 | SEE| TS5 &% s g R £285
2 PEST | 33 |33 iEs| 38 L) 53 1283
a| B <Y | EET| £ S : 5 <wgT
&~ = o £ £ 3
Dazadu salu | Biezpiena | NCIB 2 Kolbas / | Fermentacijas process veikts 30 °C, 48 h ar maisisanu 230 min!/ | NMgl, NMg2,| Kontrole = paraugs bez salu pievienoSanas /
ietekme sukalas /| 9396, Shake- | The fermentation process was performed at 30 °C for 48 h with | NMg3, NMnl,| sample with no salt added,
laktobionskabes | Acid whey | DSM flask stirring at 230 min™! NMn2, NMn3,| Burts apzimé bakterijas celmu / The letter
ieguve / Effect of 21104 Substrata sastavs / Content of substare: laktoze / lactose 8.49 £ | NK1, NK2, indicates the strain of bacteria:
different salts on 0.12%; tauki / fat 0.01 = 0.01%, olbaltumvielas / protein 0.88 + | NK3, N- N =NCIB 9396
lactobionic acid 0.03%, kop¢gjais sausnas saturs / fotal solid content 10.09 £ 0.81%, | kontrole, D=DSM 21104
C | production pH 4.29 £ 0.01. Substratam pievienoti $adi sali / Salts added to | DMgl, DMg2,| Burts Iidzas baktériju celmam apzimé pievienoto
substrate: MgSO4, MnSQO4, K;HPO, DMg3, DMnl,| salu katjonu / The letter indicates added salt
Eksperimenta tika izlaisti 1.3. un 1.5. substrata sagatavoSanas | DMn2, DMn3,| cation: Mg =MgSO4; Mn = MnSO,; K = K;HPO,
posmi un 5.0 — 5.5., 6., 7. un 8. attiriSanas posmi / Substrate | DK1, DK2, Skaitlis norada pievienotas vielas koncentraciju /
preparation steps 1.3 and 1.5. and purification steps 5.0 to 5.5, 6, | DK3, D- The number indicates concentration of substance
7 and 8.were omitted from the experiment kontrole added:
1 =0.01%; 2 =0.005%; 3 =0.001%
Dazadas Biezpiena | LMG 10 Bio- Fermentacijas process veikts bioreaktora 30 °C, 72 h ar maisiSanu | SF1, SF2, Burtu apzim&jumi / The letter indications:
izcelsmes siuikalu | stkalas, 2336 reaktora |350 min! un pievadot 1.5 L min™! O,. Fermentacijas process veikts | SB1, SB2, S= siera sukalu paraugi / sample with sweet
ferment&$anas Siera un kolbas| kolbas 30 °C, 72 h ar maisi§anu 350 min" / The fermentation | AF1, AF2, whey;
saltdzinajums sukalas / / Bio- process was performed in bioreactor at 30 °C for 72 h with stirring | AB1, AB2 A = biezpiena stukalu paraugi / sample with acid
kontroléta un | Acid whey, reactor |at 350 min' and 1.5 L min" O, The fermentation process was whey;
nekontroléta pH | sweet whey and performed in shake-flask (30 °C for 72 h and stirring at 350 min™). F = fermentacija kolba / fermentation in shake-
kolbas un shake- | Siera stkalu substrata sastavs / Content of sweet whey: laktoze / flask;
d bioreaktora / flask lactose 6.2 + 0.12%; tauki / fat 0.01 + 0.01%, olbaltumvielas / B = fermentacija bioreaktora / fermentation in
Comparison  of protein 0.12 £ 0.03%, pH 6.34 £ 0.01 bioreactor.
different  whey Biezpiena stikalu substrata sastavs / Content of acid whey: laktoze / Skaitlu apzim&jumi / The number indications:
fermentation — at lactose 5.6 = 0.13%; tauki / fat 0.01 + 0.01%, olbaltumvielas / 1 = pH kontrol&ts tikai fermentacijas sakuma / pH
controlled  and protein 0.23 £ 0.08%, pH 4.67 = 0.01.. was controlled only at the beginning of
uncontrolled pH Eksperimenta veikti visi posmi, iznemot 7. un 8. posmu, ar fermentation,
in flasks and sublimaciju iegiistot laktobionskabes kristalus/ All steps were 2 =pH stabilizéts lidz 6.5 visa fermentacijas laika
bioreactor performed in the experiment (except steps 7 and 8) to obtain / The pH was stabilized to 6.5 during fermentation

lactobionic acid by freeze-drying
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2.1. tabulas turpinajums / Continuation of Table 2.1.
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Dazadas Biezpiena | LMG 10 Bio- Fermentacijas process veikts 30 °C, 48 h ar maisi¥anu 350 min"'un | A75S25, Burti apzZimé / The letter indications:
izcelsmes stukalu | stkalas, 2336 reaktora /| pievadot 1.5 L min! O, Visiem paraugiem nepartraukti | A25S75, A = biezpiena stkalas / acid whey;
kombinaciju siera Bio- ferment&Sanas laika ar 6 M NaOH stabilizéts lidz pH 6.5. / The | A50S50 S = siera stikalas / siera sitkalas.
parbaude sukalas / reactor |fermentation process was performed at 30 °C for 48 h with stirring Skaitli norada siera un biezpiena stikalu attiecibas
laktobionskabes | Acid whey, at 350 min" and 1.5 L min"" O,. All samples were adjusted to pH substrata attiecigi 25%, 50% vai 75%. / The
ieguvei / sweet whey 6.5 with 6 M NaOH during fermentation numbers indicate the ratio of sweet and acid whey
Comparison of Siera stikalu substrata sastavs / Content of sweet whey: laktoze / in the substrate: 25%, 50% or 75% respectively
e different whey lactose 6.10 = 0.11%; tauki / fat 0.01 £ 0.01%, olbaltumvielas
for lactobionic Iprotein 0.09 + 0.01%, pH 6.17 £ 0.01
acid production Biezpiena siikalu substrata sastavs / Content of acid whey: laktoze /
lactose 5.3 + 0.03%; tauki / fat 0.01 + 0.01%, olbaltumvielas /
protein 0.17 = 0.09%, pH 4.46 = 0.01.
Eksperimenta tika izlaisti 5.0 — 5.5., 6., 7. un 8. attiriSanas posmi/
Purification steps 5.0 - 5.5, 6, 7 and 8 were omitted in the
experiment
Laktobionskabes | Biezpiena | LMG 10, 30 Bio- Fermentacijas process veikts 30 °C, 72 h ar maisiSanu 350 min'un | AW1, AW2 AWI1 = biezpiena siikalu paraugam pievienota
ieguve, atkartoti | siikalas/ | 2336 reaktora /| pievadot 1.5 L min™' O,. Visiem paraugiem fermentésanas laika ar 10% bakteriju biomasa Inokulacija veikta tikai
pievienojot Acid whey Bio- 6 M NaOH stabilizéts pH 11dz 6.5./ The fermentation process was fermentacijas procesa sakuma / Acid whey was
bakteriju reactor |performed at 30 °C for 72 h with stirring at 350 min™ and 1.5 L inoculated with 10% (v/v) inoculum at the
biomasu / min'! Os. All samples were adjusted to pH 6.5 with 6 M NaOH beginning of the fermentation process;
Production of during fermentation AW?2 = biezpiena stkalu parauga pievienota 10%
f lactobionic acid Substrata sastavs / Content of substrate: pH 4.57 + 0.06, laktoze / bakteriju biomasa fermentacijas procesa sakuma,
by re-addition of lactose 4.2 £ 0.14%, olbaltumvielas / protein 0.14 £ 0.04%, tauki / péc 12 un 24 fermentacijas stundam/ Acid whey
bacterial fat 0.01 £ 0.01%. was inoculated with 10% (v/v) inoculum at the
biomass Eksperimenta izpilditi visi laktobionskabes tehnologiskaja shéma beginning of the experiment, with 10% (v/v)
(2.1. attels) ietvertie posmi, iegiistot laktobionskabes kristalus inoculum at 12 h and with 10% (v/v) inoculum at
un/vai strupveidigu masu / All the steps (Figure 2.1) were 24 h after fermentation started
performed, obtaining lactobionic acid product

* Biomasas iznakums parada baktériju audzi skidras barotnes tilpuma (mL), pievienojot 100 mL ferment&jama substrata / The biomass yield shows the growth of bacteria in a defined volume of liquid
medium (mL) by adding 100 mL of fermentable substrate.
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Péc fermentacijas procesa (2.1. tabula f sérija) izpildes substrats tika novirzits uz
laktobionskabes attiriSanas un izdaliSanas posmiem, skatit 2.2. tabulu.

2.2. tabula / Table 2.2.
Petamajos paraugos pielietotie laktobionskabes attiriSanas un izdaliSanas posmi /
Lactobionic acid purification and recovery steps used in the test samples
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v — lietota attiriSanas un izdali$anas metode laktobionskabi saturoSam paraugam

Laktobionskabes ieguves dazados posmos noteikti un kontroléti 2.3. tabula apkopotie
parametri.

2.3. tabula / Table 2.3.
Nosakamie un kontrolétie parametri laktobionskabes ieguvé / Determinable and
controlled parameters of lactobionic acid production

Procesa posms* Nosakamie un kontrol&jamie parametri / e .
/ Stage of the Determined and controlled parameters Serija** / Series
process
Sausnas saturs / Content of total solids, % a,b,c,d,e,f
pH a,b,c.d.ef
Laktozes saturs / Concentration of lactose, % a,b,c,d,e,f
1. Tauku saturs / Concentration of fat, % a,b,c.d.ef
Olbaltumvielu saturs / Concentration of protein, a,b,c,d,e,f
%
Temperatiira / Temperature,C a,b,c,d,e,f
11 Temperattira / Temperature, C a,b,c,d,e,f
o Laiks / Time, h a,b,c.d.ef
13 Laiks / Time, min d.ef
- MaisiSanas intensitate / Intensity of stirring, min’! d.e,f
1.5. Spiediens / Pressure, Pa d,e,f
Laktozes saturs / Concentration of lactose, g L™! a,b,c,d,e,f
pH a,b,c.d.ef
1.6. Ollbaltumvielu saturs / Concentration of protein, g a,b,c,d.e,f
L-
Sausnas saturs / Content of total solids, % a,b,c,d,e,f




2.3. tabulas turpinajums / Continuation of Table 2.3.

Procesa posms* Nosakamie un kontrolgjamie parametri / e .
/ Stage of the Determined and controlled parameters Serija** / Series
process
21 Temperatiira / Temperature,C ab,c.d.ef
o Laiks / Time, h a,b,c.d.e,f
Temperatiira / Temperature,C ab,c.d.ef
2.2. Laiks / Time, h a,b,c.d.e,f
MaisiSanas intensitate / Intensity of stirring, min’! ab,c.d.ef
23 Laiks / Time, min; ab,c.d.ef
e Maisi$anas intensitate / Intensity of stirring, min’! a,b,c.d.e,f
3.9 Temperatiira / Temperature,C ab,c.d.ef
o Laiks / Time, h a,b,c,d.e,f
Laktobionskabes saturs / Concentration of a,b,c,d
lactobionic acid, g L'!
Laktozes saturs / Concentration of lactose, g L™! a,b,c,d
pH a,b,c,d
Temperattira / Temperature,'C a,b,c,d
4, Stinu masa / Dry cell weight, g L’! c,d
Dzivotspgjigo Stnu skaita noteikSana / Content of a,b,c
viable cells, KVV / CFU 1 mL"!
Optiskais blivums / Optical density, 600 nm d
Tilpums / Volume, mL a,b,c,d
Laiks / Time, h ab,c.d
Laktobionskabes saturs / Concentration of d,e,f
lactobionic acid, g L'!
Laktozes saturs / Concentration of lactose, g L™! d,e,f
pH d,e,f
Temperatiira / Temperature,C d.e,f
Stinu masa / Dry cell weight, g L' d,e,f
Dzivotspgjigo Sunu skaits / Content of viable cells, f
4.1. KVV /CFU mL"!
Baktériju fiziologiskais stavoklis (metaboli aktivas, f
bojatas un miruSas Siinas) / Physiological status of
bacteria (metabolite active, damaged and dead
cells), %
Stinu optiskais blivums / Optical density, 600 nm d,e,f
Izskidusa skabekla saturs / Dissolved oxygen d.e,f
tension, %
5 Apgriezienu skaits / Rotation, min’! d,f
' Laiks / Time, min df
Krasas intensitate CIE L*a*b* krasu sistéma / d
5.1. .
Intensity of color
54. Sausnas saturs / Content of total solids, % d,f
5.5. Temperatiira / Temperature,C f
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2.3. tabulas turpinajums / Continuation of Table 2.3.

Procesa posms* Nosakamie un kontrol&jamie parametri / e .
/ Stage of the Determined and controlled parameters Serija** / Series
process
Krasas intensitate CIE L*a*b* krasu sisteéma / f
Intensity of color
Laktozes saturs / Concentration of lactose, g L'! e,f
Laktobionskabes saturs / Concentration of e,f
5.6. lactobionic acid, g !
pH f
Skidiba ideni / Solubility in water, s f
Olbaltumvielu saturs / Concentration of protein, e,f
%
6 Temperatiira / Temperature,C d,f
' Laiks / Time, h df
6.1 Temperatiira / Temperature,C d,f
" Laiks / Time, h d,f
7. Tilpums / Volume, mL f
71 Apgriezienu skaits / Rotation, min™! f
o Laiks / Time, min f

*Procesa posmi noraditi 2.1. attéla / Stage of process is shown in Fig. 2.1;
** Eksperimentu planojums 2.1. tabula. Katram eksperimentam ir pieSkirts s€rijas apzZim&jums / Experimental
design is shown in Table 2.1. Each experiment has an assignment series.

2.4. Peétijjuma izmantotas analiZzu metodes / Methods of research

PH noteikSana

pH noteikSana veikta atbilstosi LVS ISO 5546:2010 ,,Kazeini un kazeinati — pH
noteikSana (References metode)” standarta metodikai. pH noteikSanu paraugiem veica piecos
atkartojumos, aprékinot vide€jo vertibu. NoteikSanai lietoja pH metru ,,WTW series inolab”
(Vacija) vai “InLab® Expert Pro-ISM” (METTLER TOLEDO, Sveice) ar mérijuma kladu
pH £ 0.001. pH metru kalibré ar kalibracijas Skidumiem pH 10.00, pH 7.00 un pH 4.01.

Sausnas satura noteikSana

Sausnas satura noteikSana paraugiem veikta atbilstosi LVS 249:2000 standartam
,»Cukuri - AnaliZu metodes - Kopigas sausnas noteik$ana (Refraktometriska metode)”.

Sausnas satura noteikSanai izmantoja refraktometru ,,Kruss” (Vacija) vai “WYA-15
ABBE Refractometer” (Spanija). Refraktometrus pirms mérijuma kalibré ar dejonizetu tideni.
Sausnas satura noteikSanu veic piecos atkartojumos, aprékinot vid€jo vertibu. Iekartas
mérijuma klada ir + 0.1%.

Laktobionskabes un laktozes satura noteikSana

Pirms laktobionskabes un laktozes satura noteikSanas visi paraugi tiek attiriti no
piemaistjumiem un bakteriju $indm. Paraugus centrifugé 10 000 min' 10 min. P&c
centrifug€Sanas suspensiju attira, filtr§jot to caur 0.45 pm membranfiltru, un filtratu analizé
talak. Laktozes un laktobionskabes satura noteikSanai izmantota augstefektiva Skidruma
hromatografija (AESH), lietojot:
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1. Agilent 1200, Agilent Technologies Inc.(CA,USA) laktozes un laktobionskabes satura

noteikSanai.
- 3
1—# -

)

2.9. att. Laktozes un laktobionskabes noteik$ana ar Agilent 1200 §kidruma hromatografu /
Fig. 2.9. Determination of lactose and lactobionic acid by Agilent 1200 liquid chromatograph

Parametri:

- detektors: RID,;

- kolona: Coregel-ION 300;

- kustiga faze: sérskabe (0.450 mM, pH 3.1);
- kolonas krasns temperatiira: 75 °C;

- parauga tilpums: 20 pL;

- plismas atrums: 0.3 mL min™’.

NoteikSanas metode ir izstradata Oviedo Universitates (Spanija) peéc firmas
“ApexScientific” (Irija) rekomendacijam.

T RIDT A, Refractive Index Signal (DAHPLCIDAT O: JULIOTS 2018-07-19 14-31-46\61G 1000023.0)
ananan 2

20000

T T T T
15 20 25 30 mi

2.10. att. Laktobionskabes un laktozes kalibracijas $Skiduma hromatogramma Agilent
1200 Skidruma hromatografa /
Fig. 2.10. Chromatogram of lactobionic acid and lactose calibration solution by Agilent
1200 liquid chromatograph

Pamatskiduma gatavoSana. Iesver 10 mL mérkolba 0.4000 = 0.0002 g laktozes un
1.2000 £ 0.0002 g laktobionskabes, uzpilda ar dejonizetu tideni 1idz atzimei un labi samaisa.

2. Shimadzu LC — 20 Prominence (Japana) hromatografs laktozes satura noteikSanai.
Parametri:
- detektors: RID - 10A;
- kolona: Alltech NH>, 4.6 mm - 250 mm, sorbenta dalinu diametrs 5 um;
- eluésanas veids: izokratisks;
- kustiga faze: acetonitrils (CH3CN) 75:25 dejonizéts iidens (H20);
- kolonas krasns temperatiira: + 30 °C;
- parauga tilpums: 10 pL;
- pliismas atrums: 1.0 mL min™'.
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2.11. att. Oglhidratu kalibracijas $Skiduma hromatogramma Shimadzu LC - 20
Skidruma hromatografa /
Fig. 2.11. Chromatogram of the carbohydrate calibration solution by Shimadzu LC — 20
liquid chromatograph

PamatSkiduma pagatavoSana. Iesver 10 mL mérkolba 0.4000 + 0.0002 g fruktozes,
glikozes, galaktozes, saharozes, laktulozes un laktozes, uzpilda ar dejoniz&tu tideni lidz atzimei
un labi samaisa (iegita $kiduma masas saturs 40 g L'). Ar $o metodi nosaka laktozes
koncentraciju parauga, bet var noteikt ari glikozes, fruktozes, saharozes, galaktozes un
laktulozes koncentraciju. Oglhidratu noteikSanas metode ir izstradata Latvijas
Lauksaimniecibas universitates Kimijas katedra, pamatojoties uz firmas Shimadzu
ieteikumiem.

3. Shimadzu LC — 20 Prominence (Japana) hromatografs laktobionskabes satura
noteikSanai.

Parametri:

- detektors: DAD SPD-M20A;

- kolona: YMC C18, 4.6 mm x 250 mm, sorbenta dalinu izmeérs Sum;

- kolonas krasns temperatiira: + 40 °C;

- kustiga faze: 14.36 g KH,PO4 + uzpilda ar dejonizeto tideni Iidz 1.5 litriem + 1.15 mL
H3PO4 + 20 mL acetonitrila;

- elu€sanas veids: izokratiskais reZims;

- parauga tilpums: 10 pL;

- pliismas atrums: 1.0 mL min’!;

- vilpa garums: 210 nm.

mAU
7500-210nm,4nm (1.00)
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25001
0] < - + — Y

-2500
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0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0min

2.12. att. Laktobionskabes kalibracijas Skiduma hromatogramma Shimadzu LC - 20
Skidruma hromatografa /
Fig. 2.12. Chromatogram of the lactobionic acid calibration solution by Shimadzu LC - 20
liquid chromatograph
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Kalibracijas Skiduma gatavosana. Iesver 3.5 g laktobionskabes, parnes 100 mL mérkolba
un uzpilda ar dejonizétu tdeni lidz atzimei un labi samaisa. Laktobionskabes noteikSanas
metode ir izstradata Latvijas Lauksaimniecibas universitates Kimijas katedra, pamatojoties uz
firmas Shimadzu ieteikumiem.

Laktozes un laktobionskabes satura noteikSanu paraugiem veic trijos atkartojumos.

Laktozes saturs siikalu paraugos pirms eksperimenta uzsaksanas noteikta ar MilcoScan”
Mars (Foss, Danija) analizatoru. Laktozes noteik$anu veic piecos atkartojumos.

M

Bakteriju fiziologiska stavokla noteikSana

Mikroorganismu fiziologisko stavokli analiz€ ar multiparametrisko plismas citometriju
(FCM) (Beckman Coulter, Cytoflex-5, ASV). Analizi veic, lai atSkirtu metaboliski aktivas,
mirusas un bojatas Stnas paraugos. Alonso et al. (2014), Foladori et al., (2009) un Garcia et al.,
(2017) publicétajos darbos ir noradits, ka analiz€jamos paraugus centrifugé 10 min ar
10 000 min"!. Suspensiju nolej, bet koncentrétas 3iinas divas reizes skalo ar fosfata
buferSkidumu un pirms pliismas citometrijas analizes sagatavotos paraugus 2 s iztur ultraskanas
vanna, lai izkliedetu bakteriju Stinas sava starpa. Kopgjais Stnu skaits tiek noteikts, iekrasojot
200 pL analiz€jama parauga ar 6 pl SYBRgreen (Life Technologies Corporations, Oregon,
ASV) darba skidumu un inkubg&jot 15 min telpas temperatiira tumsa. Metabolisko aktivitati
nosaka, iekrasojot 200 pL analiz€jama parauga ar 7.5 pL propidija jodida (PI) un 8 uL CV6
darba skiduma, paraugus inkub& 15 min telpas temperatiira tumsa. SYBRgreen, PI un CV6
darba Skidumu sagatavoSana istenota péc kimisko vielu razotaju rekomendacijam, metodika
apkopota 2.4. tabula.

PI un CV6 izmanto ka fluorescgjoSo krasvielu kombinaciju krasoSanas procediira
(PI/CV6). Analizes veiktas ar pliismas atruma iestattjumu (3000 — 4000 notikumi s). PI
uznemsSanas pakape lauj novertét Sinu membranas integritati; ja membrana ir bojata, tad PI
iekliist $Gna un saistas ar nukleinskabém. Plusmas citometrijas analizg tika izmantots FCS
kanals, kas lauj analizet rezultatus, koncentrgjoties uz bakteériju izmeriem.

2.4. tabula / Table 2 4.
Fluorescéjoso krasvielu darba skidumu sagatavosana /
Preparation of fluorescent dyes working solutions

Darba skidumu
apzimé&jums / Designation SagatavoSana / Preparation
of working solutions

2 pL SYBRGreen + 198 pL TE (500 pL 1M trihlorids /
trichloride + 49.5 mL sterils, dejonizets tidens / sterile,
deionized water + 18.61 mg etiléndiamintetraetikskabe /
ethylenediaminetetraacetic acid, pH 8.0)

14 uL sagatavots Skidums / prepared solution (1 mg propidija
jodida / propidium iodide + 1000 uL sterils, dejonizets tidens /
sterile, deionized water) + 860 pL sterils, dejonizets tidens /
sterile, deionized water
50 puL ChemChrome V6 + 450 puL sterils, dejonizéts tidens /
sterile, deionized water

SYBRgreen

PI

CVe

Pirms paraugu analizes tika sagatavoti Pseudomonas taetrolens $inu kontrolparaugi, lai
izveidotu $iinu citometrijas blivuma punktveida diagrammu. Punktveida laukumi (2.13. att.) ir
apkopoti Q1, Q2, Q3 un Q4 kvadrantos. Apaksgja labaja kvadranta (Q3) redzamas
dzivotsp€jigas Suinas, kas sp€jigas vairoties. Bojatas Stinas tiek paraditas augSeja labaja
kvadranta (Q2), savukart mirusas Stinas paradas augseja kreisaja kvadranta (Q1) un
nenokrasotas Siinas apaks€ja kreisaja kvadranta (Q4).
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Q1 Q2

Mirusas Bojatas stinas (PI
Stnas / Dead +CV6/SYBRGreen) /
cells Damaged cells
(PD)

Metaboliski aktivas

Neiekrasotas Stinas (CV6 vai
Sunas / SYBRGreen) /
Unstained Metabolically active
cells cells
Q4 Q3

2.13. att. Plusmas citometrijas punktveida diagrammas piemers /
Fig. 2.13. Example of flow cytometry dot plot

Kontroles paraugu sagatavoSana: Pseudomonas taetrolens audzé 10 stundas 30 °C
temperatiird $kidraja barotng, barotnes saturu maisot 350 min!. Tika sagatavoti paraugi ar
dzivajam, mirusajam $iinam un $tnu maisijumu (dzivas + mirusas Stnas), lai precizaki biitu
analiz€jamo paraugu rezultati. No barotnes tika nemtas dzivas Stinas, mirusas Siinas tika iegiitas,
apstradajot dzivo $tinu paraugu 90 °C temperatiira 45 min un p&c apstrades, paraugu ievietojot
ledustideni. Tika izveidoti paraugu maisijumi, kas satur 50% dzivo un 50% miruSo Siinas. Ar
fluorescgjosajiem skidumiem neiekrasotas un iekrasotas Stinas izmantotas ka kontrole.

Dzivotspejigo Siinu skaita noteikSana

Dzivotspgjigo §linu skaits noteikts ar uzsé$anas metodi NB agara (sastavs 20 g L’
biologiskais agars, 5 g L'! NaCl, 5 g L! peptons, 2 g L'! rauga un 1 g L'! galas ekstrakts).
Analiz&jamo paraugu, suspensiju un atskaidijumu sagatavoSana pec ISO 6887-4:2017. Koloniju
veidojosas vienibas (KVV) tika saskaititas ar koloniju skaititaju (Acolyte 7510 /SYN,
Synbiosis, Anglija) p&c paraugu inkubacijas 48 h 30 °C temperatiira.

IzSkidusa skabekla satura noteikSana

Iz8kiduSa skabekla saturs tika noteikts polarografiski (InPro 6830, Mettler Toledo,
Sveice). Elektrodu, ievietojot parauga, nolasa izskidusa skabekla koncentraciju. Pirms
ievietoSanas parauga, elektrodu kalibre. [z8kidusa skabekla saturs tika noteikta tikai bioreaktora
ferment€tajiem paraugiem automatiski, pievienojot elektrodu bioreaktora sisteémai
(Alonso et al., 2014).

Bakteriju vairoSanas intensitates noteikSana

Baktériju vairoSanas intensitate paraugos tika noteikta spektrofotometriski, nosakot
optisko $tinu blivuma mérijumu 600 nm vilnu garuma (Thermo Scientific Helios Gamma UVG,
Anglija). 1 mL parauga iepilda centrifiigas stobrina un cenrifugé 10 000 — 13 000 min™' 10 min.
P&c centrifugésanas dzidro Skidrumu nolej un stobrina pievieno 1 mL 0.6% NaCl skidumu un
samaisa, lai Stinas izkliedejas NaCl skiduma. Iekartas kalibréSanai un kontrolei tiek izmantots
tirs 0.6% NaCl skidums (Alonso et al., 2012). Me&rfjumus veic piecos atkartojumos.
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Olbaltumvielu satura noteikSana

Slapekla savienojumu klatbtitne paraugos noteikta atbilstosi LVS EN ISO 8968-5:2002
standartam ,,Olbaltumvielu satura noteikSana”. Kjeldala metode. Analizés tika izmantota
Kjeltec™ 2200 (2.14. att&ls) vai Kjeltec™ 21 iekarta (FOSS, Zviedrija).

2. 14. att. Kjeltec™ 2200 destilacijas iekarta /
Fig. 2.14. Kjeltec™ 2200 distillation equipment

Slapekla savienojumu saturu aprékina péc 1. formulas:

x_(a—b)-k-14.007-f-100 (1)
C 2

kur:
x — olbaltumvielu saturs, %;
a— 0.1 M HCl tilpums, mL, kas izlietots parauga titréSanai;
b — 0.1 M HCl tilpums, mL, kas izlietots kontroles parauga titréSanai;
c — iesvars, mg;
f — slapekla satura parvérsanas faktors olbaltumvielu satura, 6.38;
k — skabes Skiduma molaritate, 0.1.

Slapekla savienojumu klatblitnes noteikSana pamatojas uz olbaltumvielu slapekla
mineralizaciju lidz amonija savienojumiem, no kuriem to izdala ka amonjaku un uztver ar
noteiktas molaritates skabi. Attitr§jot sarma parpalikumu ar attiecigas molaritates skabi, atrod
saistito amonjaka daudzumu. Uztverto amonjaku attitré ar 0.1 M HCI Iidz $kiduma krasa mainas
no zalganas l1dz sartai krasai (Ciprovica & Zagorska, 2012; Goulding ef al., 2020).
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Siinu masas noteikSana

Stinu masas noteik$anu veic gravimetriski. Nosaka, izmantojot 1 mL $kidra parauga,
kuru iepilda konusveida traucinos (2.15.attels).

2.15. att. Paraugu sagatavosana Siinu masas noteikSanai pirms centrifugesanas /
Fig. 2.15. Preparation of dry cell weight samples before centrifugation

Paraugus centrifugé ar 10 000 — 13 000 min' 10 min, $kidrumu nolej trauka un
nogulsngjusas stinas dehidré, kaltgjot 40 °C temperatiira 1idz nemainigam svaram. Paraugus
atdzesé eksikatora un nosver (Alonso et al., 2012). Siinu masas noteik§anu paraugiem veic trijos
atkartojumos un aprékina vidgjo vertibu.

Krasas noteikSana

Krasu intensitati nosaka L*a*b* sisttma ar analizatoru ,Lovibond® LC100”
(Tintometer® group, Kina) ( 2.16. attels).

2.16. att. Lovibond® Kkrasu analizators /
Fig. 2.16. Lovibond® Color Analyzer
Kopgja krasu atskiriba delta E (AE) vienmér ir pozitiva un tiek aprékinata péc 2. formulas.
S1 formula parada at3kiribu starp divu produktu krasam, lai noteiktu neatbilstibas un palidzétu
lietotajiem efektivak kontrolét produktu krasu (Mokrzycki & Tatol, 2012).

AE,, = \/(Lz — L)%+ (az — ag)? + (b, — by)?, (2)

kur:
Lo, as, by — analiz€jama parauga nosakamie parametri;
Li, a1, b1 — standartparauga parametri.
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L*a*b* sistéma ir izmantotas tris perpendikularas asis, kur negativa a* vertiba atspogulo
zalas krasas intensitati, pozitiva a* vertiba raksturo sarkanas krasas intensitati, negativa b*
vertiba atspogulo zilas krasas intensitati, pozitiva b* vértiba raksturo dzeltenas krasas
intensitati, bet L* ir baltas un melnas jeb gaisas un tumsas intensitates raditajs (2.17. att€ls).

+L*
—

-L*
2.17. att. CIE L*a*b* krasu sistéma (Purnama et al., 2015) /
Fig. 2.17. CIE L*a*b* color system

Iekartu kalibré pirms krasu intensitates noteikSanas paraugiem. Paraugus salej vienados
tilpumos caurspidigos traucinos un tos ievieto pie analizatora sensora. Traucinam aizver vacinu,
lai apkartgjas krasas un gaismas maina neietekmé parauga krasu. Katram paraugam veic
septinus atkartojumus un aprékina vid€jo vertibu.

Laktobionskabes Skidiba iident

Laktobionskabes Skidibu nosaka, pievienojot 0.1 g iegutas laktobionskabes 10 ml
dejonizéta fideni +20 °C temperatiira un maisot 150 min™' [idz ta pilniba izskist. legiita produkta
Skidiba tika noteikta péc laika (Delagustin et al., 2019). Katram paraugam veic piecus
atkartojumus un aprékina vid&jo vertibu.

Ipatnéja augSanas atruma noteikSana

Ipatngjo augSanas atrumu u (h™!) izsaka ka regresijas liknes slipumu starp In (x/Xo)
atkariba no laika noteikta intervala, skatit 3. formulu (Shuler & Kargi, 2002; Alonso ef al.,

2017):
ln(xioj
<, 3)

t_

/Ll:

kur:
x — biomasas saturs t, g L'!;
Xo — biomasas saturs to, g L'!;
t — eksponencialas fazes beigas, h;
to — eksponencialas fazes sakums, h.

Vielas satura noteikSana tilpuma vieniba

Vielas saturs tilpuma vieniba (WP (g L' h'!)) ir laktobionskabes saturs tilpuma vieniba,
kas iegiits noteikta laika vieniba, to aprékina péc 4. formulas (Prasirtsak et al., 2019):
P
tend"'t’

WP = 4)
kur:

P — sarazotas laktobionskabes saturs, g L'!;

tend — lag fazes laiks, h;

t — ferment€Sanas ilgums, h.
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Biomasas produktivitates noteikSana

Biomasas produktivitite WX (g L' h') tiek aprekinata péc 5. formulas
(Hempel et al., 2002):
wx ==

" tepatt

)

kur:
x — procesa laika saraZotais baktériju biomasas daudzums, g L.

Specifiska laktobionskabes raioSanas atruma noteikSana

Specifiskais laktobionskabes razoSanas atrums qLBA (g g' h'!) tiek aprékinats péc
6. formulas (Alonso ef al., 2017), dalot vielas koncentraciju tilpuma vieniba WP (g L' h!) ar
vid€jo biomasas daudzumu AX fermentacijas laika:

wpP
qLBA =7, (6)

Sarazotas biomasas attieciba pret patéretas laktozes koncentraciju

Sarazotas biomasas attieciba pret patéréto laktozes koncentraciju fermentacijas laika

Yxs (g $linas g substrata™) aprékinata, izmantojot 7. formulu (Kargi, 2009):
Xe—X
Y X/ _ X tO, 7
/s = Scs (7)

kur:

Xio — sakotn&ja biomasas saturs, g L!;

X — biomasas saturs noteikta laika t, g L'!;

Sio — substrata sakotngja saturs, g L'!;

St — substrata saturs noteikta laika t, g L.

Laktobionskabes iznakums

Laktobionskabes iznakums tika aprékinats procentos, pamatojoties uz sakotngjas laktozes
koncentraciju, kas fermentacija oksidéta laktobionskabg, skatit 8. formulu (Alonso et al., 2011):
LBA iznakums = =4 x 100, (®)

mrac

kur:
mipa — laktobionskabes saturs fermentacijas beigas, g L'!;
mrac — laktozes saturs fermentacijas sakuma, g L.

Laktobionskabes satura noteikSana produktos

Laktobionskabes saturs iegiitajos laktobionskabes paraugos (A, B, C vai D paraugs
2.2. tabula) tika izteikta procentos, dalot tiras laktobionskabes masu (noteikta ar AESH) ar
kop&jo parauga masu (iegttais produkts pec attiriSanas un izdaliSanas posmiem), un iegito
skaitli reizinot ar 100, skatit 9. formulu (Ngiam et al., 2001):

LBA koncentracija, % = % x 100, )
produkts

kur:
LBAprodukss — laktobionskabes produkta masa, g; )
LBAm#pLc — laktobionskabes saturs laktobionskabes produkta péc AESH analizém, g.
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Laktobionskabes regenerdacijas iznakums

Izdalita laktobionskabe no fermentacijas substrata tika aprékinata procentos, dalot
laktobionskabes koncentraciju, kas iegiita p&c laktobionskabes attiriSanas un izdaliSanas
posmiem, ar laktobionskabes koncentraciju fermentacijas beigas substrata, un So skaitli reizinot
ar 100, skatit 10. formulu. Laktobionskabes regeneracijas iznakums paradija, cik daudz
laktobionskabes iegiist attiriSanas un izdaliSanas procesu izpildes laika (Borges da Silva et al.,
2011):

LBApsc

LBA regeneracija, % = x 100, (10)

pirms

kur:
LBAims — laktobionskabes saturs fermentacijas substrata pirms attiriSanas un izdaliSanas
posmu izpildes, g L'!;

LBApé&c — iegiitas laktobionskabes saturs péc attirisanas un izdali$anas posmiem, g L.

2.5. Datu matematiska apstrade / Mathematical data processing

Datu analize tika veikta ar Microsoft Excel 2010 programmatiru. legiitajiem rezultatiem
aprékinata vidgja aritmétiska vertiba un standartnovirze. Statistiskas analizes veiktas,
izmantojot dispersijas analizi (ANOVA) un t-testu ar biitiskuma Iimeni (p<0.05). AESH datu
iegliSana un analize tika apstradata ar ChemStation (Agilent) programmatiiru, bet plismas
citometrijas dati apstradati, izmantojot programmatiru CytExpert (Beckman Coulter).
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3. REZULTATI UN DISKUSIJA / RESULTS AND DISCUSSION

Rezultatu nodala apkopoti eksperimentu gaita iegtitie rezultati un sniegts informativs
kopsavilkums.
3.1. pH ietekme laktobionskabes ieguve / Effect of pH on lactobionic acid production

Eksperimenta mérkis bija noskaidrot optimalo biezpiena siikalu pH, kura darbojas
Pseudomonas taetrolens NCIB 9396 un DSM 21104.

pH izmainas paraugu fermentacijas laika

Paraugu pH izmainas fermentacijas laika ir att€lotas 3.1. attéla.
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3.1. att. pH izmainas fermentacijas laika paraugiem (A) ar P. taetrolens NCIB 9396 un
(B) ar P. taetrolens DSM 21104, 30 °C temperatiira 48 h /
Fig. 3.1. Time-course profile of pH changes in samples (A) with P. taetrolens NCIB 9396
and (B) with P. taetrolens DSM 21104 during cultivation at 30 °C for 48 h

legiitie rezultati paradija, ka substratu pH fermentacijas procesa lénam samazinas,
iznemot kontroles, ON un 0D paraugus. Starp visiem paraugiem fermentacijas procesa beigas ir
konstatétas butiskas atSkiribas pH (p<0.05). Var noverot, ka kontroles parauga pH praktiski
nemainas, kas pierada, ka baktériju vairoSanos ietekmé substrata pH fermentacijas laika. 4N un
5N paraugos pH samazinajas straujak, sasniedzot zemako pH. To paSu var noveérot 3.1. attéla
(B), ka 4D un 5D paraugos pH kritas atrak neka citiem paraugiem. To varétu skaidrot ar
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Pseudomonas taetrolens enzimu darbibu, proti, laktozes oksidazes optimalais pH ir 5.6, bet
laktonazes optimalais pH ir 6.5 — 6.7 (Alonso ef al., 2013). 4N, 5N, 4D un 5D paraugi bija
sasniegusi optimalo pH enzimu darbibai, tapéc ari Pseudomonas taetrolens aktivak veikusi
laktozes biokonversiju laktobionskabg, ko apliecina straujais pH samazinajums.

Laktobionskabes iznakums

Rezultati paradija, ka starp 1N, 2N, 3N, 1D, 2D un 3D paraugiem nav biitisku atSkiribu
(p>0.05) laktobionskabes satura, tas nozimé, ka substrata pH robezas no 5 lidz 6 vienadi
ietekmé laktobionskabes razoSanu, lietojot abus Pseudomonas taetrolens celmus (skat.

3.2. attgls).
0
150
1
" 100
50 N . il = A Er ol &
NN

0 1N 2N 3N 4N 3N 0D 1D 2D 3D 4D 35D

u Laktobionskibe/ mLaktoze/
Lactobionic acid  Lactose

3.2. att. Laktobionskabes iznakums dazada pH ietekme /
Fig. 3.2. Lactobionic acid yield affected by the different pH

Augstako rezultatu uzradija 4N paraugs ar 58.475 £ 2.033 g L'! laktobionskabes, tam
sekoja 4D paraugs ar 53.678 + 1.025 g L'! laktobionskabes. Mazaks saturs tika noteikta ON
paraugam — 23.973 + 1.831 g L' un 0D paraugam — 34.666 + 1.822 g L. Rezultati pieradija,
ka biezpiena siikalas Pseudomonas taetrolens efektivak konverté laktozi laktobionskabe, ja
vides pH ir 6.5. Abi Pseudomonas taetrolens celmi NCIB 9396 un DSM 21104 darbojas lidzigi,
netika noverotas izteiktas atSkiribas.

3.1. nodalas kopsavilkums

Eksperiments par pH ietekmi uz laktobionskabes ieguvi pieradija, ka Pseudomonas
taetrolens sp€j konvertet biezpiena siikalas esoSo laktozi laktobionskab€. Ir nepiecieSams
regulét fermentacijas substrata pH ap 6.5, ieteicams visa fermentacijas laika, jo $ada pH
Pseudomonas taetrolens veicina laktozes konversiju laktobionskabé. Skaba vide kavé
Pseudomonas taetrolens sp&ju konvertet laktozi laktobionskabg. Iemesls varétu biit zemais
biezpiena siikalu pH, kapec netiek sasniegti augstaki laktobionskabes rezultati, ka tas ir
petijumos ar siera stkalam.

Summary of Chapter 3.1.

An experiment on the effect of pH on lactobionic acid provided that in acid whey,
substrate Pseudomonas taetrolens can convert lactose into lactobionic acid. It is necessary to
adjust the pH to around 6.5 of the fermentation substrate and to adjust it during the whole
fermentation because at this pH, Pseudomonas taetrolens promotes the conversion of lactose
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into lactobionic acid. The acidic circumstances in the substrate inhibit Pseudomonas
taetrolens’ ability to convert lactose into lactobionic acid. This may be due to the low pH of the
acid whey, which is why higher lactobionic acid results are not achieved, as they are in studies
with sweet whey.

3.2. Siikalu sausnas satura ietekme laktobionskabes iequve / Effect of whey solids on
Iactobionic acid production

Eksperimenta merkis bija izpetit biezpiena sikalu sausnas satura ietekmi uz
Pseudomonas taetrolens NCIB 9396 un DSM 21104 augSanu un laktozes oksidaciju
laktobionskabeg.

pH izmainas fermentdcijas procesd

Fermentacijas procesa laika tika kontroléts pH (3.3. att€ls). Rezultati paradija, ka pH
fermentacijas procesa pieaug l€nam. Procesa beigas butiskas atSkiribas (p>0.05) netika
konstatgtas starp paraugiem N 5% un D 5%, N 10% un D 10%, N 20% un D 20%, N 30% un
D 30%, N 40% un D 40%. Tas pierada, ka abi bakteriju celmi nodroSina lidzigas pH izmainas
substrata ar noteiktu sausnas saturu.
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3.3. att. pH izmainas fermentacijas laika paraugiem (A) ar P. taetrolens NCIB 9396, un
(B) ar P. taetrolens DSM 21104, 48 h, 30 °C temperatiira /
Fig. 3.3. Time-course profile of pH changes in samples (A) with P. taetrolens NCIB 9396
and (B) with P. taetrolens DSM 21104 during cultivation at 30 °C 48 h

Sakuma pH bija atSkirigs starp paraugiem, jo paraugiem bija atSkiriga sausna. pH bija
lielaks paraugos ar mazaku sausnas saturu un, otradi, mazaks ar lielaku sausnas saturu. Tika

noverots, ka paraugos ar mazaku sausnas saturu pH izmainas atrak. pH visos paraugos bija
robezas no 4.16 1idz 4.61. Giorgi un lidzautori (2018) ir konstat&jusi, ka mazakais substrata pH
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4.2 tiek sasniegts laktozes oksidéSanas procesa ar Pseudomonas taetrolens DSM 21104,
izmantojot kimiski tiru laktozi. Alonso ef al. (2017) noveroja, ka, ferment€jot siera siikalu
ultrafiltratu ar Pseudomonas taetrolens LMG 2336 72 stundas 30 °C temperatira kolbas,
mazakais pH, kas sasniegts substrata ir 3.6. pH samazinas laktozes oksidéSanas procesa, bet
slapekla savienojumu klatbiitne substrata veicina pH palielinasanos robezas no 0.01 lidz 0.27.
To varétu izskaidrot ar Pseudomonas taetrolens sp&ju producét proteolitiskos enzimus, kas Skel
olbaltumvielas, arm nedzivo bakteriju Stnapvalka proteinus, un substrata pieaug slapekla
savienojumu saturs, palielinot pH (Alonso et al., 2011).

Baktériju vairosanas fermentdcijas procesa

Pseudomonas taetrolens NCIB 9396 un DSM 21104 vairojas visos paraugos un
fermentacijas laika sasniedz ap 10' KVV mL! (3.4. attéls). Fermentacijas procesa beigas starp
visiem paraugiem nebija bitisku atSkiribu koloniju veidojoSo vienibu skaita (p>0.05).
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3.4. att. Bakteériju KVV skaita izmainas fermentacijas laika paraugos (A) ar P. taetrolens
NCIB 9396, un (B) ar P. taetrolens DSM 21104 /
Fig. 3.4. Time-course profile of CFU changes in samples (A) with P. taetrolens NCIB 9396
and (B) with P. taetrolens DSM 21104 during fermentation

Pseudomonas taetrolens celmi atSkiriga biezpiena siikalu sausnas satura vairojas lidzigi.
Gorderska u.c. (2014) secinaja, ka, kultiv§jot Pseudomonas taetrolens DSM 21104 24 h siera
siikalas (pH 6.5, laktozes saturs 30 g L), tika sasniegta 107 KVV mL!, pievienojot 5%
tirkultiiras, un 10° KVV mL"!, pievienojot 25% tirkultiiras. Giorgi un Iidzautori (2018)
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konstat&ja, ka maksimalais koloniju veidojoso vienibu skaits 10° KVV mL™! tika sasniegts 48
stundu fermentacija ar Pseudomonas taetrolens DSM 21104 substrata, kas saturgja 10 g L™!
laktozi.

3.4. attela var redzet, ka Pseudomonas taetrolens straujak vairojas paraugos ar 5 un 10 %
sausnas, bet KVV visos paraugos fermentacijas beigas bija vienads. Tas norada, ka
Pseudomonas taetrolens nepiecieSams vairak laika, lai varétu adaptéties un sakt vairoties
paraugos ar lielaku sausnas saturu.

Laktobionskabes iznakums

Lielakais laktobionskabes iznakums tika sasniegts paraugos N5%, D5%, N10%, D10%,
N20% un D20% (skat. 3.1. tabulu). Butiskas atSkiribas (p>0.05) starp Siem paraugiem
laktobionskabes koncentracija konstatgtas netika.

3.1. tabula / Table 3.1.
Laktozes un laktobionskabes saturs paraugos /
Lactose and lactobionic acid concentration in samples

Fermentacijas Fermentacijas beigas /
sakuma / Before After f tati
Paraugs / fermentation erjermentation LBA iznakums/ LBA

Sample Laktoze Laktoze/ Laktobionskabe yield, %*

/ Lactose, g L'! Lactose, / Lactobionic acid,

gL' gL'

N5% 455+ 14 374 +£2.1 9.1+1.2 20.0+£1.32
D5% 452 +2.1 38.0+1.8 85+1.2 18.8 £1.92
N10% 843 +1.2 65.0+2.6 17.2+0.8 204 +1.4?
D10% 84.5+0.8 65.8+1.2 169+1.4 20.0+1.28
N20% 182.5+1.9 148.1 £3.2 390.8+0.9 21.8+1.72
D20% 182.7+£2.0 1522+1.9 41.3+1.8 22.6+1.9?
N30% 2680+t1.4 2292 +24 46.1 £ 0.6 17.2 £1.1°
D30% 267.7+0.9 231.0+2.1 439+1.3 16.4 + 1.3
N40% 372.6+1.6 3155+2.1 51.8+1.2 139+ 1.1°¢
D40% 3709+1.3 302.0+2.3 58.6+1.3 15.8+1.1%

*LBA iznakums aprekinats procentos no sakotngja laktozes satura / LBA yield was shown as the % of converted
lactose; Rezultati, kas noraditi ar vienu un to paSu burtu, sava starpa bitiski neatskiras (p>0.05) / Means followed
by the same letters do not differ at p>0.05.

legiitie rezultati paradija, ja paraugu sausnas saturs ir 5%, 10% un 20%, iegitas
laktobionskabes iznakuma nav biitisku atSkirtbu. Ja stikalu sausnas saturs paraugos parsniedz
20%, ir noveérojams laktobionskabes iznakuma samazinajums.

Rezultati apliecina, ka laktobionskabes iznakums ir mazaks paraugos ar kop&jo sausnas
saturu virs 20%. Pleisners un lidzautori (2017) apstiprindja, ka laktobionskabes producé$anas
potencials palielinas, pieaugot stikalu sausnas saturam. Eksperimentgjot ar paraugu, kas satur
200 g L! laktozes (fermentacijas laika pH virs 5.0), 180 h fermentacijas laika ar Pseudomonas
taetrolens tika iegiiti 197 g L' laktobionskabes. Mijamoto u.c. (2000) ir konstatgjusi, ka
laktobionskabes iznakums bija lielaks paraugos ar 150 neka ar 200 g L' laktozes.
Murakami u.c. (2003) secinaja, ka liels sausnas saturs siikalds var samazinat laktozes
absorbcijas atrumu Siinu membrana, ari liels sausnas saturs substratd var izraisit
mikroorganismu producé€to enzimu inaktivaciju.
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Goderska u.c. (2014), analiz€jot 50 h fermentacijas procesu 30 °C temperatira ar
Pseudomonas taetrolens, ieguva 15.79 g L' laktobionskabes no 30.29 g L' laktozes.
Mayamoto et al. (2000) sasniedza 90% laktobionskabes iznakumu ar Pseudomonas taetrolens.
Alonso et al. (2012) ieguva 100% laktobionskabes iznakumu no siera sikalam 60 h
fermentacija ar Pseudomonas taetrolens. Skaba vide kavé Pseudomonas taetrolens sp€ju
konvertét laktozi laktobionskabé. Iemesls varétu biit zemais biezpiena stikalu pH, kapéc netiek
sasniegti augstaki laktobionskabes rezultati, ka petijumos, kur lietotas siera siikalas.

3.2. nodalas kopsavilkums

Eksperiments par siikalu sausnas satura ietekmi paradija, ka stkalu sausna ietekmée
Pseudomonas taetrolens sintez&tas laktobionskabes koncentraciju. Ja siikalu sausnas saturs
substrata ir lielaks par 20%, ir nov@rojams laktobionskabes iznakuma samazinajums.
Visefektivak laktoze tiek konverteta laktobionskabe substrata ar mazaku sausnas saturu.

Summary of Chapter 3.2.

An experiment on the effect of acid whey solids showed that whey solids affect the
production of lactobionic acid by Pseudomonas taetrolens. A decrease in the yield of
lactobionic acid is observed if the solids content of the whey in the substrate is more than 20%.
As a result, lactose is most efficiently converted into lactobionic acid with lower whey solids in
the substrate.

3.3. Dazadu salu ietekme laktobionskabes ieguve / Effect of different salts on lactobionic
acid production

Eksperimenta mérkis bija izpétit, vai, pievienojot papildu salus (baribas vielas bakteriju
augSanai) biezpiena siikalam, mainisies baktériju vairoSanas un laktozes konversija
laktobionskabeg.

pH izmainas fermentdcijas procesa

Fermentacijas sakuma pH visiem paraugiem bija 4.29 (skat. 3.5. att€lu). legiitie rezultati
paradija, ka paraugos, kas satur MnSO4 un MgSO4*7H,0, pH 1énam samazinajas, bet pargjos
palielinajas.

Procesa beigas biitiskas atSkiribas (p>0.05) netika konstatétas starp paraugiem, kuriem
pievienoti MnSO4 un MgSO4*7H,0 (NMgl, NMg2, NMg3, DMgl, DMg2, DMg3, NMnl,
NMn2, NMn3, DMnl, DMn2, DMn3). Tas parada, ka abi celmi nodroS$ina lidzigas pH izmainas
Saja petijuma.

Tika noverots, ka pH palielinas paraugos, kuriem netika pievienoti sali un paraugos ar
KoHPOs. 3.5. attela (A), salidzinot NK1, NK2 un NK3 paraugus ar N-kontroles paraugu,
nozimigas atskiribas (p>0.05) netika konstatetas. 3.5. attéla (B), salidzinot DK1, DK2 un DK3
paraugus ar D-kontroles paraugu, nozimigas atskiribas (p>0.05) ar1 netika konstatétas. K;HPO4
klatbiitne neietekmé& Pseudomonas taetrolens vairosanos, savukart MnSO4 un MgSO4*7H>O
klatbiitne, vertejot pH izmainas, ietekmé Pseudomonas taetrolens augSanu.
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3.5. att. pH izmainas substratos fermentacijas laika dazadu salu ietekmé (A) P. taetrolens
NCIB 9396, (B) P. taetrolens DSM 21104 /
Fig. 3.5. Time-course graphic of pH in substrates during cultivation at different salt
concentrations (A) P. taetrolens NCIB 9396, (B) P. taetrolens DSM 21104

pH izmainas fermentacijas procesa ar Pseudomonas taetrolens siera siikalas ir analizetas
vairakos péttjumos (Alonso et al., 2011; 2012; 2012a; 2013b; Giorgi et al., 2018). P&tijumos ar
siera siikalam pH samazinas loti strauji, jo laktobionskabes veidoSanas palielina substrata
skabumu. Zemakais pH siera siikalas, laktozei oksidgjoties laktobionskabg, ir 3.6. Parasti pH
siera siikalas samazinas laktozes oksidéSanas procesa, tikai dazbrid ir konstatéts, ka pH var art
nedaudz palielinaties. Slapekla savienojumu klatbtitne veicina pH palielinasanos.

Baktériju vairosanas fermentdcijas laika

Pseudomonas taetrolens DSM 21104 un NCIB 9396 vairojas visos pétitajos paraugos
fermentacijas laika un sasniedz ap 10'° KVV mL! (3.6. att&ls). Starp paraugiem fermentacijas
procesa beigas nebija biitisku atSkiribu (p>0.05).
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3.6. att. KVV skaita izmainas fermentacijas laika dazadu salu ietekmé (A) P. taetrolens
NCIB 9396, (B) P. taetrolens DSM 21104 /
Fig. 3.6. Time-course graphic of colony forming units (CFU) in substrates during
cultivation at the presence of different salts (A) P. taetrolens NCIB 9396, (B) P. taetrolens
DSM 21104

3.6. attela ir redzams, ka bakterijas fermentacijas procesa ir eksponenciali vairojusas.
Bakteriju vairoSanas dinamika ir Iidziga 3.4. attela attelotajai, kura tika pétita siikalu sausnas
ietekme uz laktobionskabes biokonversiju.

P&tijumos ir analizets Pseudomonas taetrolens KVV skaits siikalas (Giorgi et al., 2018;
Gorderska ef al., 2014). Autori ir secinajusi, ka siera siikalas Pseudomonas taetrolens sasniedz
107 Iidz 10" KVV mL"! un kadu laiku paliek nemainiga koncentracija (stacionara faze), lidz
KVV skaits sak samazinaties (Sinu atmirSanas faze). Zinatnieki ir akcentgjusi, ka KVV skaits
ir atkarigs no pievienotas tirkultiiras apjoma, pH un fermentacijas laika, ka arT no substrata
sastava. Ir noskaidrots, ka Pseudomonas taetrolens siera stikalas stacionaro fazi sasniedz 30 h
laika. Veiktaja pétijjuma pat pec 30 stundam bakterijas ir eksponencialaja faze€, kas demonstré
turpmaku KVV skaita pieaugumu. Var secinat, ka skaba vidé Pseudomonas taetrolens
nepiecieSams vairak laika, lai sasniegtu stacionaro fazi.
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Bakteriju skaita izmainas fermentdcijas procesa

Peétijuma ietvaros tika noteikta Stinu masa (3.7. att€ls), lai novért€tu Pseudomonas
taetrolens celmu NCIB 9396 un DSM 21104 augSanas dinamiku biezpiena siikalas bez salu
pievienoSanas.
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3.7. att. P. taetrolens $iinu masas izmainas kontroles paraugos fermentacijas laika /
Fig. 3.7. Time-course graphic of P. taetrolens dry cell weight in control samples during
cultivation

Biezpiena stukalu paraugos bakterijas sasniedza lielako Stinu masu 23 h fermentacijas
laika. Parauga ar Pseudomonas taetrolens NCIB 9396 tika ieguta lielaka Stnu masa
(0.545 g L"), bet parauga ar Pseudomonas taetrolens DSM 21104 mazaka (0.507 g L"), starp
abiem paraugiem bija bitiskas atSkiribas (p<0.05). P&c 28 stundam abos paraugos vairs netika
novérotas butiskas atskiribas (p>0.05). Pseudomonas taetrolens NCIB 9396 biezpiena siikalas
vairojas atrak neka DSM 21104, bet péc 28 stundu fermentacijas abi celmi vairojusies,
sasniedzot 11dzigus rezultatus.

Pseudomonas taetrolens Sinu vairoSanas sukalas ir analiz&ta vairakos petijumos (Alonso
et al., 2011; 2013a; 2013b). Ir konstatets, ka siera siikalas (substrata pH 6.5) maksimala
sasniedzama Pseudomonas taetrolens $iinu masa p&c 20 h fermentacijas ir Iidz pat 1.8 g L'\ Ir
veikts pétijums, kura maksimala iegiita Pseudomonas taetrolens $tinu masa ir 0.55 g L1, ja siera
stikalas fermentacijas laika pH ir ap 4.5. Rezultati ir Iidzigi Saja pétijuma iegtitajiem, bet
atSkiriba ir izmantota substrata veida un pH.

Lai iegiitu lielaku Pseudomonas taetrolens $inu masu, biitu nepiecieSams pievienot
vairak tirkultiras un regulét pH 1idz 6.5 visu fermentacijas laiku.

Laktobionskabes iznakums
Laktobionskabes un laktozes iznakums paraugos péc 48 h fermentacijas 30 °C

temperatiira ir paradits 3.8. attela. Laktobionskabes iznakums bija robezas no 13.02 lidz
21.65 g L', parrekinot, tas ir 15.46 1idz 25.71% no sakotngja laktozes satura.
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3.8. att. Laktobionskabes un laktozes saturs paraugos fermentacijas beigas (A) P.
taetrolens NCIB 9396, (B) P. taetrolens DSM 21104 /

Fig. 3.8. Lactobionic acid and lactose concentration after fermentation with (A) P.
taetrolens NCIB 9396, (B) P. taetrolens DSM 21104

Bitiskas atSkiribas netika konstatétas (p>0.05) starp N-kontroles un NMg3, NMn2,
NMn3, NKI1, NK2, NK3 paraugiem (3.8. att. (A)). Savukart starp N-kontroles un NMgl,
NMg2, NMnl paraugiem ir butiska atSkiriba (p<0.05).

Bitiskas atSkiribas (p>0.05) starp D-kontrole un DMg2, DMg3, DMn2, DMn3, DK1,
DK2, DK3 paraugiem netika konstattas (3.8. att. (B)). Turklat starp D-kontroles, DMgl un
DMn1 paraugiem ir biitiska atskiriba (p<0.05), jo Mg** un Mn?" jonu klatbiitne pozitivi ietekme
Pseudomonas taetrolens vairoSanos, kas sekmé laktozes oksidaciju laktobionskabé. K™ jonu
klatbtitne nav ietekméjusi laktobionskabes biokonversiju.

Zinatniska literatiira nav pieejamu pétjjumu par salu ietekmi uz Pseudomonas taetrolens
aktivitati. Ir informacija, ka Mg®" jonu trikums substratd var izraisit $kiedrainas bakt&riju
struktiiras veidoSanos, kavéjot §finu daliSanos un augSanu. Baktériju aug$ana Mg?" jonu
klatbiitn€ ir skaidrojama ar atzinu, ka magnijam ir ietekme uz vielmainas procesu norisi Stinas
un to daliSanos. Mg?" joni stabilizé arT nukleinskabes (DNS un RNS) un piedalas peptidu
hidrolizé. Mn?" joni ir nepiecieSami baktériju producéto enzimu funkcijam. Mn?>" joni ir
iesaistiti RNS polimerazg, ierosina laktazes, ksilozes izomerazes, mangana katalazes, mangana
superoksida dismutazes un NADH oksidazes aktivitati. Mangana joni var palielinat arT enzimu
aktivitates pH diapazonu (Gunsalus & Stanier, 2013). P&tijums ir apstiprinajis, ka
mikroorganismu vairo$anai ir nepiecieSsami Mg®" un Mn?" joni un to klatbiitne substrata veicina
lielaku laktobionskabes iznakumu.
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3.3. nodalas kopsavilkums

Eksperimenta biezpiena siikalas tika bagatinatas ar dazadiem saliem. Petfjums ir
apstiprinajis, ka Pseudomonas taetrolens vairo$anai ir nepieciesami Mg>" un Mn2" joni un to
klatbtitne substrata veicina lielaku laktobionskabes iznakumu. legiitie rezultati nesasniedza
lidzvertigus rezultatus, kadi tie ir ar siera siikalam citos petijumos (Giorgi et al., 2018; Goderska
et al.,2014; Alonso et al., 2017; 2015; 2013b; 2012a; 2012b; 2011; Miyamoto et al., 2000).

Summary of Chapter 3.3.

In this experiment acid whey substrate was supplemented with various salts. The study
has confirmed that Mg>" and Mn*" ions are required for the growth of Pseudomonas taetrolens
and salts presence in the substrate contributes to a higher yield of lactobionic acid. Obtained
results despite the addition of salts still did not achieve the same results as with sweet whey in
other studies (Giorgi et al., 2018, Goderska et al., 2014; Alonso et al., 2017; 2015; 2013b;
2012a; 2012b, 2011; Miyamoto et al., 2000).

3.4. Dazadas izcelsmes siikalu fermentesanas salidzinajums kontroléta un nekontroléta
pH kolbas un bioreaktora / Comparison of different whey fermentation at controlled and
uncontrolled pH in flasks and bioreactor

Eksperimenta mérkis bija izpetit bakteriju sp&ju biezpiena siikalas oksidét laktozi
laktobionskabg, salidzinot ar siera siikalam; ar1 salidzinat laktobionskabes ieguves iesp€jas
bioreaktora ar fermentaciju kolbas, ka arT izprast pH stabiliz€Sanas nozimi.

pH izmainas fermentdcijas laikd

pH izmainas fermentacijas laika att€lotas 3.9. att€la. 3.9. attels (A) parada pH izmainas
siera siikalu paraugos un 3.9. attéls (B) biezpiena siikalu paraugos.
A

Laiks, h / Time

-=-e--SB1 —e— SB2 ==e=-SF] ——t— SF2
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3.9. att. pH izmainas paraugos fermentacijas laika (A) siera suikalas, (B) biezpiena
siikalas /
Fig. 3.9. Time-course graphic of pH in different substrates (A) sweet whey, (B) acid whey
during fermentation

Var noveérot, ka sakotngji siera stikalu paraugos (3.9. attéla (A)) pH nedaudz palielinas,
jo bakterijas pielagojas substratam, producgjot nukleinskabes, un tikai p&c tam sak vairoties un
oksidet laktozi laktobionskabgé, ko apstiprina pH samazinaSanas. Fermentacijas beigas starp
SB1 un SF1 paraugiem netika noverotas biitiskas atSkiribas (p>0.05). 3.9. attela (B) paraugu
pH mainijas lénam, acimredzot bakterijas nesp€ja pielagoties skabaja vide. Ja pH periodiski
tiek stabilizéts lidz 6.5, var novérot straujaku pH samazinasanos siera siikalu paraugos,
salidzinot ar biezpiena stikalu paraugiem (paraugi SF2 un AF2). Procesa beigas starp AB1 un
AF1 paraugiem netika konstatétas butiskas atSkiribas (p>0.05), biezpiena stkalas pH izmainas
fermentacijas laika bija lidzigas bioreaktora un kolbas.

Bakteriju vairosanas fermentacijas laika

Par bakteriju vairoSanas efektivitati var spriest ar1 péc optiska blivuma un Stinas masas.
Siera stikalu paraugos Pseudomonas taetrolens vairojas labak neka biezpiena siikalu paraugos
(3.10. attels).
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3.10. att. P. taetrolens vairo$anas fermentacijas laika dazados substratos (A) siera
siikalas — péc optiska blivuma analizes, (B) siera siikalas — péc Siinu masas analizes, (C)
biezpiena siikalas — péc optiska blivuma un (D) biezpiena siikalas — péc Sinu masas /
Fig. 3.10. Time-course graphic of P. taetrolens growth during fermentation in different
substrates (A) sweet whey by optical density, (B) sweet whey by dry cell weight, (C) acid
whey by optical density, (D) acid whey by dry cell weight

Labak baktérijas vairojas vidé ar kontroleétu pH. Fermentacijas procesa bija biitiskas
atSkiribas starp AB1 un AF1 paraugiem (p<0.05), abos paraugos tika novérota loti 1€na
baktériju augSana, gan optiskais blivums, gan Stnu masa bija maza, kas pierada, ka
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Pseudomonas taetrolens vairoSanas skaba vide ir ierobezota. Alonso et al. (2012) p&tijuma ir
noradijis, ka Pseudomonas taetrolens laktozes biosinté€ze siera siikalas ar regulétu pH robezas
no 4.0 lidz 4.5 kavé laktobionskabes veidosanos, savukart ar pH no 6.0 lidz 6.5 veicina $tinu
proliferaciju, ka rezultata baktériju vairoSanas atrums ir lielaks neka cita pH
(Alonso et al., 2012a).

Iz8kidusa skabekla saturs (DOT) substrata bija saistits ar bakteriju vairoSanas fazi, ka
novérots 3.11. attéla. DOT tika noteikts tikai paraugiem bioreaktora, jo bioreaktors ir aprikots
ar skabekla elektrodu, bet, ferment&jot kolbas, $ada funkcija nebija iesp€jama. Siera siukalu
paraugos (SB1 un SB2) fermentacijas sakumposma tika konstatéts ieverojams izSkidusa
skabekla satura samazinajums, kam sekoja pieaugums lidz piesatinatibai, kas norada uz
laktozes oksidesanas procesa sakumu.

100 - e

0 8 16 24 32 40 48 56 64 72
Laiks, h / Time

SBl ——SB2 ——AB1l ——AB2

3.11.att. IzSkidusa skabekla saturs siera un biezpiena siikalas fermentacijas laika
bioreaktora /
Fig. 3.11. Time-course graphic of DOT in sweet whey and acid whey during fermentation
in a bioreactor

Turklat tika noteikta biitiska atSkirtba minimalaja DOT, kas sasniegts fermentacijas vide.
Bakt@riju vairoSanas fazg tika sasniegts minimalais DOT 6% siera siikalas ar kontrolétu pH
(pH 6.5), salidzinot ar 85%, kas iegiits, biezpiena siikalas ar nepielagotu pH. 3.11. attéla ir
redzams, ka Pseudomonas taetrolens biezpiena stkalu paraugos (AB1 un AB2) vaji pateréja
pieejamo skabekli, jo DOT vertibas bija tuvu piesatindjuma [tmenim. Ar1 Saja pétijjuma ir
noskaidrots, ka Pseudomonas taetrolens augSana biezpiena siikalas ir ierobeZota.

Laktobionskabes iznakums

Laktozes oksideSanas intensitates atSkiribas laktobionskabé starp siera (A) un biezpiena
stkalam ir redzamas 3.12. attela (B).

Augstaka laktozes konversija laktobionskabg tika sasniegta SB2 parauga, izmantojot siera
stikalas, bioreaktora pielagota pH. Tika konstatétas biitiskas atSkiribas biezpiena un siera siikalu
fermentacija. Biezpiena stkalu paraugos laktobionskabes iznakums bija biitiski mazaks. Tika
konstatétas bitiskas atSkiribas iznakuma, fermentgjot paraugus bioreaktora un kolbas. Labaki
rezultati tika iegiiti bioreaktora, jo papildus skabekla pievadiSana sekmégja bakteériju augSanu un
laktobionskabes sintézi. Ferment&jot paraugus nepielagota vides pH, tas vél vairak samazinas
radusas laktobionskabes dél, ir apgriitinata Pseudomonas taetrolens augSana, vienlaicigi arl
laktozes biokonversija. ST iemesla dél fermentacijas laika pH ir jauztur aptuveni 6.5 robezas,
lai nodroS$inatu optimalu vidi Pseudomonas taetrolens augSanai, laktobionskabes biosintézei un
Stinu metabolismam.
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3.12. att. Laktozes (LAC) un laktobionskabes (LBA) satura izmainas fermentacijas laika
dazados substratos (A) siera siikalas, (B) biezpiena suikalas /
Fig. 3.12. Time-course graphic of lactose (LAC) and lactobionic acid (LBA) in different
substrates (A) sweet whey, (B) acid whey during fermentation

Péc fermentacijas substrati ir jaattira, ko veica ar centrifugéSanu, adsorbciju ar aktivo ogli
un mikrofiltréSanu. CentrifugéSana sadala maisijuma sastavdalas péc blivuma vai dalinu
1zmera, tapec So attiriSanas posmu ir svarigi izmantot uzreiz péc fermentacijas procesa, lai
atdalitu lielako dalu Pseudomonas taetrolens biomasas no fermentéta substrata (Todaro, 2014).
Lai no substratiem izdalitu sintez€to produktu, ir javeic substrata apstrade ar aktivo ogli. Ta
rezultatd substrata krasa mainas no dzeltenas uz caurspidigu, kas vizuali nov@rojams
3.13. attela.
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Pirms / Before Péc / After

3.13. att. Parauga krasu maina pirms un péc apstrades ar aktivo ogli /
Fig. 3.13. Discoloration of the sample before and after treatment with activated carbon

AB2 parauga krasu izmainas pirms un péc attiriSanas ir apkopotas 3.14. attéla.
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3.14. att. Krasu intensitates izmainas AB2 parauga pirms un péc attiriSanas ar aktivo
ogli /
Fig. 3.14. Changes of color intensity in AB2 sample before and after activated carbon
treatment

Paraugs AB2 kluva gai$aks un zaud€ja manamo sarkano un dzelteno krasas intensitati
(3.14. attels). legutas atskiribas ir biitiskas (p<0.05), attiriSana ar aktivo ogli palidz iegit tiraku
galaproduktu. Sulaymon un Abood (2014) petijuma pieradija, ka dzeltena nokrasa notekiidenos
tika nonemta ar aktivas ogles adsorbciju, ieglistos caurspidigu Gideni. Aktiva ogle tiek izmantota
cukurniedru sulas nevélamas krasas pigmentu nonemsanai, un pétijumos secinats, ka aktiva
ogle var but ar labs atkrasoSanas lidzeklis citronskabes fermentacijas substratam (Sun, Jian-
chun & Xu, 2009). Adsorbcija ar aktivo ogli palidz iegiit tiraku produktu un atbrivoties no
nepiemérotas krasas pigmentiem, tap€c Sis posms ir nozimigs laktobionskabes attiriSanas
procesa péc fermentacijas. Pilniga biomasas atdaliSana tiek veikta ar mikrofiltraciju. Ari
Saez-Orviz et al. (2022) ir pieradijusi, ka mikrofiltracijas process sp€j atdalit pat Pseudomonas
taetrolens izdalitos endotokstnus no siera stikalu substrata péc fermentacijas. Tas pierada, ka
iegltais laktobionskabes produkts ir droSs lietoSanai partika, ja tiek istenota substrata
mikrofiltracija.
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Attirttais filtrats tika sagatavots sublimacijai, iegiistot baltus, sikus kristalus. legttais
produkts talak analiz€ts, lai noteiktu ta sastavu (skat. 3.15. att€ls).
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~./
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Laktoze / Lactose » Laktobionsk3be / Lactobionic acid

3.15. att. Laktobionskabes un laktozes saturs paraugos péc 72 h fermentacijas
bioreaktora (A) siera siikalas ar nekontrolétu pH, (B) siera siikalas ar pielagotu pH 6.5,
(C) biezpiena siikalas ar nekontrolétu pH, (D) biezpiena siikalas ar pielagotu pH 6.5/
Fig. 3.15. Lactobionic acid and lactose concentration in cell free samples after 72 h of
fermentation in bioreactor (A) sweet whey with uncontrolled pH, (B) sweet whey with
adjusted pH, (C) acid whey with uncontrolled pH, (D) acid whey with adjusted pH

legttajos paraugos olbaltumvielas netika konstatetas, kas norada uz attiriSanas
efektivitali. Iegutie paraugi sastavéja no laktozes un laktobionskabes maisijuma. Rezultati
paradija, ka paraugos laktobionskabes saturs bija $ads: 72.05% SB1, 91.24% SB2, 8.98% ABI,
31.24% AB?2, turklat tika konstatetas biitiskas atSkiribas iegiitas skabes satura zina starp Siem
paraugiem (p<0.05). Ievérojams laktobionskabes saturs tika iegiits siera siikalu paraugos, bet
biezpiena stikalu paraugos laktoze netika efektivi oksidéta laktobionskabé. Citu zinatnieku
pétijumu rezultati (Alonso et al., 2012a; 2012b; 2013a; 2017; Giorgi et al., 2018) par siera
stikalu pielietojumu ir apstiprinajusi laktobionskabes iznakumu no 46 lidz 100%, izmantojot
Pseudomonas taetrolens. Autori ir izmantojusi dazadas tirkultiiras un substrata piedevas,
stratégijas mikroorganismu kultivé$anai un atskirigus pH.

3.4. nodalas kopsavilkums

Petjuma tika apstiprinats skabekla nozimigums fermentacijas procesa norisei un
galaprodukta ieguvei. Tika pieradita pH stabilizacijas nepiecieSamiba fermentacijas procesa.
Sie rezultati skaidri demonstré biezpiena siikalu vajo piemérotibu laktobionskabes ieguvei ar
Pseudomonas taetrolens, jo baktérijas nespgj tik labi vairoties biezpiena stikalas, salidzinot ar
siera siikalam. Lai panaktu efektivaku laktozes biokonversiju laktobionskabg, izmantojot
biezpiena stkalas, ir nepiecieSami pétijumi, lai izzinatu jautdjumus, kas ietekmé bakteriju
vairoSanos biezpiena siikalas. Ir nepiecieSams izstradat jaunu pieeju biezpiena siikalu
fermentacijai, lai sasniegtu lielaku laktobionskabes iznakumu.
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Summary of Chapter 3.4.

This study confirmed the importance of oxygen for the fermentation process and the
production of the final product, and also the importance of pH adjustment in the fermentation
process. These results demonstrate the weak suitability of acid whey for the production of
lactobionic acid with Pseudomonas taetrolens, as the bacteria are less able to multiply in acid
whey than in sweet whey. To achieve a more efficient bioconversion of lactose into lactobionic
acid using acid whey, research is needed to investigate the issues affecting the growth of
Pseudomonas taetrolens in acid whey. A new approach is needed for acid whey fermentation
to achieve higher lactobionic acid yields.

3.5. Dazadas izcelsmes siikalu kombinaciju parbaude laktobionskabes ieguvei /
Comparison of different whey for lactobionic acid production

Eksperimenta mérkis bija noteikt biezpiena un siera siikalu kombinacijas iesp&jamibu,
Pseudomonas taetrolens vairo$anas optimizacijai. Tika gatavoti tris paraugi, viena domingja
biezpiena stkalas, otra biezpiena un siera siikalas bija vienadas proporcijas un treSaja parauga
domingja siera stkalas. legutie laktobionskabes iznakumi ir proporcionali siera stkalu
Ipatsvaram parauga, jo vairak siera siikalu, lielaks laktobionskabes iznakums (skat. 3.16. att€ls).

A C

-

B ’
Laktoze / Lactase s Laktobionskabe / Lactobionic acid

3.16. att. Laktobionskabes un laktozes saturs paraugos péc 48 h fermentacijas
bioreaktora 30 °C temperatiira (A) 75% biezpiena un 25% siera siikalas, (B) 50%
biezpiena un 50% siera siikalas, (C) 25% biezpiena un 75% siera siikalas /

Fig. 3.16. Lactobionic acid and lactose concentration after 48 h of the fermentation in a
bioreactor at 30 °C. (A) 75% acid whey and 25% sweet whey, (B) 50% acid whey and 50%
sweet whey, (C) 25% acid whey 75% sweet whey

legiitie rezultati apstiprinaja, ka biezpiena siikalu klatbutne kaveé laktobionskabes
ieguvi, tapec ir nepiecieSami padzilinati petijumi ar biezpiena siikalam, lai analiz€tu c€lonus
nepietieckamai Pseudomonas taetrolens vairo$anai un laktozes biokonversijai laktobionskabe.
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3.6. Laktobionskabes ieguve, atkartoti pievienojot bakteriju biomasu / Production of
Iactobionic acid by re-addition of bacterial biomass

Eksperimenta mérkis bija izpétit bakteriju vairoSanas likumsakaribas biezpiena stkalas.
pH un izskidusa skabekla satura izmainas fermentacijas laika

pH un iz8kidusa skabekla (DOT) saturs substrata tika kontroléts p&c bioreaktora monitora
atspogulotas informacijas, to dinamika apkopota 3.17. attela. Tas ir nepiecieSams, lai biitu
skaidra Pseudomonas taetrolens vairoSanas efektivitate. P&c Siem parametriem var aptuveni
spriest par baktériju darbibu substrata. Pirmajas fermentacijas mintités abu paraugu pH bija4.57
11dz pH tika noregul&ts ar 6 M NaOH Iidz 6.5. Rezultati paradija, ka fermentacijas procesa laika
pH palielinas (péc 40 stundam AW1 un péc 58 stundam AW?2 paraugam), bet pargja procesa
laika tas tika uzturets 1idz pH 6.5, lai iegiitu optimalu baktériju augSanas dinamiku. pH vairs
netika kontroléts, kad ta vértibas parsniedza 6.5.

0 8 16 24 32 40 48 56 64 72
Laiks, h / Time
-=0-=-AWI pH =-=0-=- AW2 pH —+— AWl DOT —{— AW2 DOT

3.17. att. pH un izSkidu$a skabekla satura izmainas substratos fermentacijas laika /
Fig. 3.17. Time-course graphic of pH and DOT in substrates during fermentation

Peéc 40 h starp abiem paraugiem tika novérotas bitiskas pH atSkiribas (p<0.05).
Fermentacijas beigas pH sasniedza 8.76 AW1 un 7.14 AW2 paraugos. Laktozes oksidéSanas
procesa pH samazinas, jo rodas laktobionskabe. Bakteriju atmirSana veicina lielaku slapekla
savienojumu klatbiitni substratos, kas izraisa pH paaugstinaSanos. To var skaidrot arT ar
Pseudomonas taetrolens sp€ju producét proteolitiskos enzimus (Alonso et al., 2011). 3.17.
attela var redzet, ka Pseudomonas taetrolens nemaz nepatéré pieejamo skabekli AW1 parauga,
salidzinot ar AW?2 paraugu, jo DOT vértibas AW 1 paraugam ir loti tuvu piesatindjuma Irmenim.
I1z8kidusa skabekla saturs ir cieSi sasaistita ar baktériju vairoSanas fazi (3.18. attéls). Iz8kiduSais
skabeklis tiek pateréts, kameér bakterijas ir eksponencialaja fazé. AW2 parauga bakteriju
tirkulttra tika pievienota atkartoti, tapec ar1 izSkidusa skabekla saturs samazinajas vairak neka
AW1 paraugam. Pseudomonas taetrolens ir aerobas, to vairoSanai ir nepiecieSams skabeklis,
ka rezultata, bakterijam vairojoties, tas vairak patéré substrata izSkiduSo skabekli. Skabekla
padevei ir svariga loma bakteriju metabolitu produc€Sana un Siinu augSana (Lozano et al.,
2011). DOT saturs samazinajas [idz 78.2% AW parauga un lidz 24.1% AW?2 parauga, kas liek
secinat, ka bakterijas AW1 parauga vairojas labak, ja bakteriju biomasa tiek pievienota
atkartoti.
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Bakteriju vairosanas fermentacijas laika

Tika parbaudits dzivotsp&jigo koloniju veidojoSo vienibu skaits (skat. 3.18. att€lu),
bakteriju Stinu masa un optiskais Stinu blivums (3.19. attéls) paraugiem, lai noteiktu bakteriju
vairoSanos un prognoze&tu laktobionskabes iznakumu biezpiena siikalu paraugos.
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3.18. att. P. taetrolens KVV skaita izmainas paraugos, fermentéjot bioreaktoros /
Fig. 3.18. Time-course profile of P. taetrolens CFU changes in samples during
fermentation in bioreactors

Pseudomonas taetrolens vairoSanas liknu atSkiribas abiem paraugiem var redzét
3.18. att€la. AW1 parauga dzivotspejigas bakterijas 24 stundas sasniedz maksimumu, t.i.
3.7¥10° KVV mL"!, bet AW2 parauga 27 stundu laika — 1.3*10'* KVV mL!. Bakteriju
augSanas ltknes kapums AW?2 paraugam ir straujaks laika no 12 lidz 14 h ar1 no 24 Iidz 26 h,
kad jauna bakteriju biomasa ir atkartoti pievienota. Dzivotspgjigo Stinu skaits ir cie$i sasaistits
ar optiska $tinu bltivuma un $iinu masas datiem (skat. 3.19. attlu).

A

4 0,6
=
=
e
5% 04 §F
232 %2
2 0,2 S0
%Sl Nl
B, -
S

0 0

0 8 16 24 32 40 48 56 64 72
Laiks, h / Time

—0— Optiskais blivums / Optical density —o— Stinu masa / Dry cell weight

82



8
= 1,4
g
S _ s 12 "
< L FE
»n
25y 08 3 2
23 06 = &
% & 04 =T
2& 2 A Ny
= 0,2 -
g o 0

0 8 16 24 32 40 48 56 64 72
Laiks, h / Time

—0— Optiskais blivums / Optical density —o— Siinu masa / Dry cell weight

3.19. att. P. taetrolens vairosanas, Siinu optiskais blivums un §tinu masa paraugos
fermentacijas laika (A) AW1 un (B) AW2 paraugi /
Fig. 3.19. Time-course profile of P. taetrolens growth represented as optical density and dry
cell weight in (A) AW1 and (B) AW2 samples during fermentation

AW 1 parauga optiskais blivums un §tinu masa Iidz pat fermentacijas procesa beigam bija
mazaka neka AW2 parauga, starp Siem rezultatiem bija bitiska atSkiriba (p<0.05).
Fermentacijas pirmajas ~ 14 stundas starp paraugiem netika konstateta bitiska atSkiriba
(p>0.05) Iidz atkartotai biomasas pievienoSanai AW?2 parauga. Maksimalais iegitais optiskais
blivums un $inu masa paraugos ir apkopota 3.2. tabula. IepriekSiegttie rezultati paradija, ka
baktérijas vairojas lénam biezpiena siikalas, bet Pseudomonas taetrolens biomasas
pievienoSana fermentacijas laika palidz bakt@riju vairoSanai, tas veiksmigak pielagojas,
sasniedzot 11dzigu Siinu masu, ka noradits citu autoru pétijumos (Alonso et al., 2011; 2012a;
2012b; 2013b; 2017) ar siera siikalam. Baktériju vairoSanas iesp&ja dot netieSu noradi uz
pozitivu laktobionskabes ieguves bilanci. Ja bakterijas vairojas intensivi, tad laktobionskabes
biosintéze bis efektiva.

Laktobionskabes iznakums

Laktozes un laktobionskabes satura izmainu dinamika fermentacijas laika ir att€lota
3.20. attela.
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3.20. att. Laktozes (LAC) un laktobionskabes (LBA) satura izmainas fermentacijas procesa /
Fig. 3.20. Time-course graphic of lactose (LAC) and lactobionic acid (LBA) concentration
during fermentation
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Péc 16 fermentacijas stundam tika konstatétas butiskas atSkiribas starp paraugiem
(p<0.05). Ieguves process bija efektivs, AW2 paraugs sasniedza 100% laktozes biokonversiju
laktobionskabé 48 stundu laika, savukart AW1 parauga péc 72 stundu fermentacijas tika
oksideti tikai 29.7% no sakotng€jas laktozes. Rezultati paradija atkartotas bakteriju biomasas
pievienosanas nozimi bakteriju vairosanai, lai sasniegtu mérki — pilniga laktozes biosintéze
laktobionskabg.

Fermentdcijas procesa parametru analize

Lai analiz€tu laktobionskabes ieguves procesa efektivitati, tika noteikti dazadi
fermentacijas procesu raksturojosi parametri, kas apkopoti 3.2. tabula. Tie ievérojami atSkiras
AW2 un AW1 paraugiem, iznemot Y xss, kas abiem paraugiem bija vienads (p<0.05). Y xss
norada cik baktériju biomasas tiek patéréts viena grama laktobionskabes biosintézei.

3.2. tabula / Table 3.2.
Biezpiena siikalu fermentacijas procesa raksturojoso datu kopsavilkums /
Summary of values acquired in acid whey fermentation process

Paraugs / Sample AW1 AW2

u, ht 0.06+0.01° 0.15+0.01°
Umax,, h! 0.08 £0.01° 0.27+0.01°
Lag fazes ilgums / Time of lag phase, h 162 14°

WP, gL'h'! 0.22+0.01°2 0.74+0.02°
gLBA, g h'! 0.60 £0.02* 0.73£0.03
Optiskais bltvums / Optical density, 600 nm 2.99 +0.02° 6.87+0.09°
Pseudomonas taetrolens, 1og1o KVV / CFU mL! 9.57+0.17 2 13.14+0.23°
Y¥sgg! 0.035 + 0.002 * 0.034 + 0.004 *
WX, gL't h! 0.010+0.002 ® 0.027 £ 0.001 ®
Stinu masa / Dry cell weight, g L™ 0.56+0.12° 1.47+0.18"
Fermentacijas laiks / Fermentation time, h 722 48 °
LBA iznakums / Yield of LBA, %* 2970+ 1.6° 99.85+0.1°

*Iznakums izteikts % no konvertétas laktozes satura laktobionskab@ / yield was shown as the % of lactose
converted into lactobionic acid; u —Tpatngjais augSanas atrums / specific growth rate; \max— maksimalais Tpangjais
augSanas atrums / maximum specific growth rate; QLBA — specifiskais laktobionskabes producgsanas atrums /
specific lactobionic acid production rate; Y */s — sarazotas biomasas daudzums attieciba pret patéréto laktozes
saturu fermentacijas laika / the amount of biomass produced in relation to the concentration of lactose consumed
during fermentation, WX — biomasas produktivitate fermentacijas laika / biomass productivity of the fermentation
process; WP — laktobionskabes saturs tilpuma vieniba fermentacijas laika / lactobionic acid productivity of the
fermentation process.

abRezultati, kas noraditi ar vienu un to pa$u burtu kolonna, sava starpa biitiski neatskiras (p>0.05). Means in the
same column followed by the same letters do not differ at p>0.05.

Ipatnéjais Pseudomonas taetrolens aug$anas atrums AW2 paraugam ir lielaks neka AW 1
paraugam, sasniedzot maksimalo Ipatngjo augsanas atrumu 0.27 h' AW2 parauga, savukart
AW1 parauga — 0.08 h'!. Laktobionskabes saturs un bakt&riju biomasas produktivitate AW2
paraugam bija ieveérojami augstaka. qLBA parada, cik daudz laktobionskabes var iegitno 1 g
bakteriju biomasas stunda. legiitie rezultati bija tuvi, bet lielaka vertiba noteikta AW2
paraugam. Ta apstiprina, ka AW2 parauga bija vairak metaboliski aktivu bakteriju neka AW1
parauga. Ja substrata ir vairak metaboliski aktivu baktériju, tad parauga bis ar1 lielaka Stnu
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masa, optiskais Siinu blivums un dzivotspgjigo baktériju KVV skaits, kas pieradijas AW2
parauga rezultatos.

Biezpiena stukalas Pseudomonas taetrolens augSana ir ierobezota, laktozes oksidacijas
process ir 1€ns, tapéc bakteriju biomasas atkartota pievienosana palidz sasniegt tadus pasus
rezultatus ka citos p&tijumos (Alonso et al., 2017; 2015; 2013b; 2012a; 2012b; 2011; Giorgi et
al.,2018; Goderska et al., 2014; Miyamoto et al., 2000), izmantojot siera siikalas un sasniedzot
maksimalo laktobionskabes iznakumu.

Pseudomonas taetrolens Stunu funkcionalitate analiz€ta ar pliismas citometriju, dati
apkopoti 3.21. attéla. Sarkanie, dzeltenie, zalie, gaisi zilie, tumsi zilie punkti grafika norada
Stinu blivuma gradienta atkaribu no parauga atSkaidijuma no augstakas lidz zemakai Stnu
koncentracijai. Katrs punkts attela attaino bakterijas vienibu. Divkar$a Stinu krasoSanas
prieksrociba ir iesp€ja atSkirt atmirusas Stinas (Q1, iekrasojas ar PI) no dzivam (Q3, iekrasojas
ar SYBR vai CV6), iesp&jas noteikt ar1 bojatas Siinas, kuras piemérotakos vairosanas apstaklos
var atjaunoties un turpinat augt (Q2, iekrasojas ar SYBR / PI vai CV6 / PI).
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3.21. att. P. taetrolens $iinas (metaboliski aktivas, bojatas un mirusas) fermentacijas
procesa (A) AW1 parauga un (B) AW2 parauga /
Fig. 3.21. Dot plots representing P. taetrolens heterogeneity during fermentation process
(A) in sample AW1 (B) in sample AW2

P&c 12 stundu fermentacijas AW 1 parauga grafiks (3.21. attéls (A)) parada baktériju Stinu
lielaku PI uznemsanas sp&ju, salidzinajuma ar AW?2 paraugu (3.21. att€ls (B)), kas apstiprina,
ka biezpiena siikalu vide ietekmé baktériju Stinapvalka caurlaidibu. AW1 parauga baktériju
populacija bija dzivotspgjiga tikai fermentacijas sakuma, savukart AW2 parauga dzivotspgjigo
bakteriju populacija saglabajas lidz pat fermentacijas beigadm. Interesants ir fakts, ka abos
paraugos bojato Stnu (Stnas, kuru izdzivoSana ir apdraudé€ta) skaits ir mazs, salidzinot ar
dzivotsp&jigam un atmiru$am S$iinam, tadgjadi var secinat, ka baktérijas biezpiena sukalas
strauji iet boja.

Bakteriju $tnu sadalijums péc fiziologiska stavokla paraugos procentuali ir aplikojams
3.22. attela. AW1 parauga ir redzams cik strauji substrata palielinas miruso §tnu Ipatsvars
(3.22. attels (A)), péc 36 stundu fermentacijas parauga ir tikai mirusas Siinas. Tas pierada, ka
Pseudomonas taetrolens uzreiz nespg€j pielagoties biezpiena siikalu videi un metaboliski aktivas
Stinas strauji iet boja, palielinot miruSo Stinu skaitu. Pret&ja situacija ir vérojama AW?2 parauga
(3.22. attels (B)) visa fermentacijas laika, kur domin€ metaboliski aktivas Siinas. AW?2 parauga
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Pseudomonas taetrolens $tnu fiziologiskais stavoklis ir lidzvertigs, vairojoties siera sikalu
substrata (Alonso et al., 2012b). Taja mazako dalu veido mirusas §iinas, savukart dzivotsp&jigas
Stinas doming, 1pasi eksponenciala un stacionara fazg esosas.
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3.22. att. Siinu fiziologiskais stavoklis, fermentéjot substratu bioreaktora (A) AW1
paraugs un (B) AW2 paraugs /
Fig. 3.22. Cell subpopulation physiology during fermentation in a bioreactor (A) sample
AW1 and (B) sample AW2

ST pétijuma rezultati pieradija, ka biezpiena siikalas var izmantot ka substratu
mikrobiologiskaja fermentacija laktobionskabes ieguvei. 3.22. attéla (B) var novérot, ka
atkartoti pievienojot baktériju biomasu, dzivotsp&jigo Stinu daudzums palielinas péc 12 un 24
fermentacijas stundam. Var ari saprast, ka 14 [idz 24 stundu fermentacijas laika dzivotsp&jigo
Stnu skaits substrata palielinas, noradot, ka ar atkartotu baktériju biomasas pievienoSanu var
uzlabot bakt€riju augSanas potencialu biezpiena siikalu vide.

ArT ieprieks$€jos eksperimentos ar biezpiena stkalam tika iegiits mazak neka 32% no
biokonvertetas laktozes satura, tadg€jadi Sis eksperiments pierada, ka bakterijas nespgj
pielagoties un augt biezpiena siikalu vid€, pat nodroSinot vidi ar skabekli un optimalu pH
bakteriju augsanai. Atkartoti pievienojot Pseudomonas taetrolens biomasu, bakt€rijas vairojas
atrak (3.22. att€ls (B)) un notiek veiksmigaka laktozes biosintéze laktobionskabé (3.20. attéls).
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Analiz€jot Pseudomonas taetrolens baktériju vairoSanos biezpiena siikalas, tiek
pienemts, ka to augSanu ietekmé Na" joni. Biezpiena stikalu pH ir zems, lai to pielagotu lidz
6.5 tiek pievienots 6 M NaOH. Lidz ar to biezpiena stikalas ir vairak Na* neka siera siikalas. Ir
veikti petijumi, kas pierada Gram-negativo (ar1 Pseudomonas taetrolens) bakteriju vairoSanas
kavéSanu, ja vidé ir Na” un / vai Cl joni. Ta rezultata baktériju Stinapvalks viegli transporté Sos
jonus §tna un $iina mainas osmotiskais spiediens, ietekméjot Stnu dzivostp&ju. Zinatnieki ir
izpétijusi, ka Pseudomonas aeruginosa JCM5962(T) un citu Pseudomonas gints sugu enzimu
(lipazes un kolagenazes) aktivitate samazinas, ja barotné ir liels Na" jonu saturs (Sachan ef al.,
2017; Gautam & Azmi, 2017; Matula & Macleod, 1969).

Literatura nav atrodami zinatniski pamatoti dati par Pseudomonas taetrolens, bet ir
pieejama informacija par Pseudomonas aeruginosa celmiem. Ir izpétits, ka So bakteriju Stinas
inhibg liela jiras sals koncentracija vide, bet ar laiku tas sp€j pielagoties un adaptéties vidg,
spgjot izdzivot pat vairakus gadus. Sada adapcija tiek uzskatita par fenotipisku nevis genétisku
(Elabed et al., 2019). So pielagosanas sp&ju varétu pielidzinat ari Pseudomonas taetrolens
vairo$anai biezpiena siikalas, ka rezultata $ada vidé masveida tiek inhib&tas petamas bakterijas.
Tomeér neliela dala $iinu 1&énam sak pielagoties un izdzivot, kas norada uz biezpiena siikalu
potencialu laktobionskabes ieguvei. Pievienojot papildu bakteriju biomasu, kura dala bakt&riju
jau ir adapt&jusies, tas sava starpa rod sinergismu, pielagojas videi un turpina vairoties, veicinot
laktozes biokonversiju laktobionskabg.

3.6. nodalas kopsavilkums

Petijuma rezultati pieradija, ka biezpiena stkalas var izmantot ka substratu
mikrobiologiskaja fermentacija laktobionskabes ieguvei. Laktoze biezpiena siikalas tika pilniba
konverteta laktobionskab€, ja Pseudomonas taetrolens biomasa tiek pievienota atkartoti. Ar
citometrijas analizi tika pieradita Pseudomonas taetrolens pielagoSanas sp&ja vairoSanai
biezpiena stukalas. Petfjuma rezultati atklaj Pseudomonas taetrolens pielagosanas un adapcijas
sp&jas biezpiena stikalas.

Summary of Chapter 3.6.

The results showed that acid whey can be used as a substrate for lactobionic acid
production by microbiological fermentation. All lactose was converted into lactobionic acid in
acid whey sample where Pseudomonas taetrolens biomass was re-added. Pseudomonas
taetrolens showed the ability to proliferate in acid whey by cytometric analysis. The results of
the study reveal the Pseudomonas taetrolens’ ability to adapt to acid whey.

3.7. AttiriSanas posma iegiitie produkti / Products obtained after purification

Eksperimenta mérkis bija no fermentacijas substrata izdalit maksimali tiru
laktobionskabi. Tika analizéts laktobionskabes saturs produkta, krasas intensitate, pH, Skidiba
tdent un produkta vizualais izskats (3.3. tabula), lai salidzinatu paraugu atbilstibu un tiribu ar
Sigma-Aldrich komercialo laktobionskabi.

legiitajos paraugos laktobionskabes saturs (3.3. tabula), kas tika noteikta ar AESH, ir loti
tuvs komercialajai laktobionskabei (Sigma-Aldrich norada, ka to produkts satur >97%
laktobionskabes). Laktobionskabes saturs C parauga (95 =+ 2%) atbilst komercialajai
laktobionskabei. B paraugs satur butiski (p<0.05) mazak laktobionskabes neka citi paraugi, tas
var€tu biit saistits ar parauga sirupa konsistenci. C paraugs tika iegiits skalojot ar 96% etilspirtu
un kaltgjot 40 °C temperatira. Sadu metodi izmantoja Delagustin et al. (2019) pétijuma,
pievienojot 70% etilspirtu un kaltgjot paraugus 25 °C temperatiira, iegtstot paraugu ar 93.71%
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laktobionskabi. Laktobionskabes saturs 95 + 2% tika iegiits, veicot adsorbciju ar aktivo ogli
pirms skaloSanas ar etilspirtu (C paraugs), centrifug€jot un mikrofiltr&jot, ta iegiistot lielaku
laktobionskabes iznakumu.

C paraugs péc pH ir vistuvakais komercialas laktobionskabes pH, lai gan visiem
paraugiem pH bitiski atSkiras no komercialas laktobionskabes (p<0.05). Delagustin et al.
(2019) zinoja, ka laktobionskabes (iegiita péc skaloSanas ar etilspirtu) un komercialas
laktobionskabes (arT Sigma-Aldrich) pH saglabajas ap 2.5. Lidzigus rezultatus publicgja art
Carra (2012), konstat§jot, ka ar sublimaciju iegutajai laktobionskabei pH ir 2.96, bet
komercialajai laktobinoskabei (Sigma-Aldrich) pH ir 3.04. Cardoso ef al. (2019) ir zinojis, ka
laktobionskabes pH ir 2.37 (10% Skidums). B paraugam ir visaugstakais pH starp visiem
paraugiem (p<0.05), galvenais iemesls varétu bt lielaks Gidens saturs parauga.

A un D paraugiem ir tada pati §kidiba tideni ka komercialajai laktobionskabei (p>0.05),
savukart B un C paraugiem bija nepiecieSams 3 lidz 4 reizes ilgaks laiks, lai pilniba to
saskarsmé ar tideni, ir mazaka. Savukart C paraugs ir blivaks un, Iidzigi ka B paraugam, virsmas
laukuma saskare ar tideni ir mazaka neka A un D paraugiem. Delagustin et al. (2019) pétijuma
konstatéts, ka 1 g laktobionskabes tiek izSkidinats 1 — 10 mL tdens, kas lauj laktobionskabi
klasificet ka pilniba skistoSu vielu. Saskana ar ”British Pharmacopeia Commission” (2009) to
klasifice ka udeni viegli SkistoSu savienojumu. Cardoso et al. (2019) ir noradijusi, ka
laktobionskabes $kidiba fideni ir 10 g 100 mL™'. Laktobionskabe slikti $kist organiskos
skidinatajos, piemeram, metanola, etanola un ledus etikskabé (Gutierrez et al., 2015; Cardosos
et al.,2019). Visi ieglitie paraugi apstiprinaja, ka laktobionskabe viegli $kist iideni.

P&c attirisanas un izdaliSanas posmiem C paraugam bija vismazakais laktobionskabes
regeneracijas iznakums neka citiem paraugiem (p<0.05), savukart A, B un D paraugu iznakums
butiski neatSkiras. Murakami et al. (2003) pétijuma laktobionskabi skaloja un izdalija ar
etilspirtu, ka rezultata tika sasniegts 98% laktobionskabes regeneracijas iznakums. Jones & Ho
(2002) ierosinaja optimizeétu laktobionskabes izdaliSanas metodi, kas ietvéra kristalizacijas
posmu, izdaliSanas posmu kombinacija ar jonu apmainas procesu. IzdaliSanas posma substrats
tika virzits caur jonu apmainas svekiem pirms sublimacijas procesa, ka rezultata sasniegts 79%
laktobionskabes iznakums. Pedruzzi et al. (2008), Splechtna et al. (2001) un Borges de Silva et
al. (2011) pétijumos sasniedza 100% laktobionskabes iznakumu, izmantojot jonu apmainas
hromatografiju vai apgrieztas fazes augstas iz8kirtsp&jas Skidruma hromatografiju, Peretti ef al.
(2009) izmantoja elektrodializi, sasniedzot tikai 38.7% laktobionskabes iznakumu.
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Laktobionskabes raksturojums / Description of lactobionic acid

3.3. tabula / Table 3.3.
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Produkta kaltéSana péc | Gaisi dzeltenas | Loti higroskopisks, atri uznem
mikrofiltracijas 40 °C temperatiira, | nokrasas birsto§s | mitrumu un zaud€ birstosa
produkts izklats plana kartina, kaltgjot | kristalveidigs produkts | produkta konsistenci, veidojas
Dryi ° Li i id1 k
A / Drying at {0 C of the product afte.r / Light y.ellow shadgs, s1rupveld1gs produ ts' / Ver;y 90+ 25¢ 34840082 3143% |22.60+0.943 89+3a
microfiltration, the product was laid | free-flowing crystalline | hygroscopic, loses its fluid
in a thin layer product consistency, absorbs moisture
quickly and a syrup-like
product is formed
Iebiezinata produkta (sausnas saturs | Dzeltenas nokrasas | Uzglabajot neiepakotu telpas
40%) kalteSana 40 °C temperatura / | strupveida  produkts | temperatira, tas saglaba savu
Drying of the concentrated product | (vizuali atgadina | konsistenci / When stored b b
+32 27 0. +2°¢ .00 £ 1. +2?
B (40% total solid content) at 40 °C medu) / Yellow syrup | unpacked at room temperature, 85+£3% |427+0.12 18£2° 2000+ 1.427 872
(visually reminiscent of | it retains its consistency
honey)
Iebiezinata (sausnas saturs 40%) | GaiSs, balts birstoss | Uzglabajot neiepakotu telpas
produkta skaloSana ar 96% etilspirtu | pulverveida produkts / | temperattira, tas saglaba savu
ar talaku kalteSanu 40 °C temperatiira, | Light, white colored | konsistenci / When stored
C /' Precipitation with 96% ethanol of | fluid powder-like | unpacked at room temperature, | 95+2° [3.05+0.09¢| 109+349 [295+0.23¢| 82+2°
the concentrated product (40% total | product it retains its consistency
solid content) with further drying at
40 °C




3.3. tabulas turpinajums / Continuation of Table 3.3
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Iebiezinata (~ 40% sausnas saturs) | GaiSs, balts, birstoss | Loti higroskopisks, atri uznpem
produkta sublimacija / Freeze | kristalveidigs produkts | mitrumu un zaudeé birstoSa
drying of concentrated (~ 40% total | /| Light, white colored | produkta konsistenci. Kristali
solid content) product Sfluid crystalline | salip kopa, veidojot cietu masu /
D product Hygroscopic, absorbs moisture | 94 +£2%¢1322+0.08°| 23+4° |1597+1229| 87+2%
quickly and loses the consistency
of the fluid product. The crystals
stick together and form a solid
mass
Komerciala  kimiski  sintez&ta | Balts, birstos$s | Hidroskopiska. Noverojama
laktobionskabe “Sigma-Aldrich” / | kristalveidigs produkts | kristalu salipSana. / Hygroscopic. d ab
- . . . . . . - 2.32+0.01 31+4 - -
Commercial chemically synthesized | | White colored fluid | The crystals stick together
lactobionic acid crystalline product

Rezultati, kas noraditi ar vienu un to paSu burtu kolonna, sava starpa butiski atskiras (p<0.05) / Different superscripts within a column (a, b, c, d) are significantly different (p<0.05);
*pH noteikts, 1 g produkta iz§kidinot 10 mL dejonizeta Gdens (10% $kidums) / pH was determined by dissolving 1 g of analysed product in 10 mL of deionised water (10% solution);
**Produkta $kidiba noteikta, 0.1 g produkta pievienojot 10 mL dejonizéta tident 20 °C temperatiira, produktu maisot 150 min ! lidz pilnigai $kidibai / Solubility was determined by adding
0.1 g of product in 10 mL of deionised water at a temperature of +20 °C, stirring the product at 150 rpm until the product was completely dissolved;
**#*Kopeja krasu intensitates atskiriba — AE;, aprékinata, iegiita produkta krasu salidzinot ar komercialas laktobionskabes krasu / The total colour intensity difference AE , — was calculated
by comparing the colour of the obtained product with the colour of commercial lactobionic acid.
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Laktobionskabes atskiras art vizuali, produktu atteli ir apkopoti 3.24. att.




s

3.23. att. Laktobionskabes paraugi (A) A paraugs; (B) B paraugs; (C) C paraugs; (D) D
paraugs /
Fig. 3.23. Samples of lactobionic acid (A) sample A; (B) sample B; (C) sample C; (D)
sample D

Visi laktobionskabes paraugi bija kristaliska forma, iznemot B paraugu. B parauga
konsistence iegiita, izmantojot kristalizacijas metodi, kura paraugs sakotngji ietvaic€ts un péc
tam kaltets, 11dz ar to parauga slanis bija biezs un iztvaicgjama virsma maza, salidzinot ar A
paraugu, kas kaltets Skidra stavokli. Ar1 Wilkinson et al. (2018) ir apstiprinajusi, ka sirupveida
un gelveida produkti kalst ilgak neka skidrie produkti.

P&c vizuala novertéjuma komercialajai laktobionskabei vistuvakais ir D paraugs, kas
ieglts sublimacija.

Visos laktobionskabes paraugos netika konstatéta olbaltumvielu un laktozes klatbiitne.
Pargjais sastavs laktobionskabes paraugos varétu biit mineralvielas, vitamini, $iinu atliekas,
tidens un citi savienojumi, tacu papildu analize $o savienojumu noteik$anai netika veikta.

Komercialajai laktobionskabei tika konstatetas strukttiras izmainas péc 24 h uzglabasanas
telpas temperatiira (3.3. tabula). Laktobionskabes kristali ir higroskopiski, tika noveérota kristalu
salipSana. Lidziga tendence novérota A un D paraugiem, savukart B un C paraugi saglabaja
savu struktiru 24 stundu uzglabasanas laika. Delagustin et al. (2019) atklaja, ka
laktobionskabes fizikalas pasSibas ir mainijusas no pulverveida uz gelu péc 6 menesu
uzglabasanas, novérojot tidens satura pieaugumu par aptuveni 12%. Turklat Gidens aizture ir
saistita ar laktobionskabes higroskopisko dabu (Yu & Van Scott, 2004). Ari Shendurse &
Khedkar (2016) ir uzsvérusi, ka laktobionskabe ir higroskopisks savienojums un var veidot
g€lu, saistot tideni no apkartgjas vides. Rentgenstaru difraktometrija tika pielietota Bisinella et
al. (2017) pétijuma, kura analizeti neiepakoti laktobionskabes paraugi uzglabasanas laika. Tas
veicinadja laktobionskabes kristaliskas formas izmainas, kuras tika skaidrots ar laktobionskabes
higroskopiskumu. Cardoso et al. (2019) zinoja, ka laktobionskabes tidens saturam jabut lidz
4.68%, lai to kvalific€tu ka pulverveida vielu. Lielaks tidens saturs var radit g€lveida struktiiru
un saisinat produkta uzglabaSanas laiku.

Laktobionskabi iegust, oksid€jot laktozi (Alonso et al., 2013a), tadgjadi iegito
laktobionskabes paraugu krasa tika salidzinata ar komercialas laktozes un laktobionskabes
krasu. Produkta krasa parada, cik tirs ir iegiitais produkts. Krasas intensitates salidzinajums
starp laktobionskabes paraugiem ir apkopots 3.24. attéla.

3.24. attela (A) var noverot, ka A, B un D paraugi ir tums$aki neka komercialas laktozes
un laktobionskabes paraugi (p>0.05), bet C paraugs baltas krasas intensitaté ir identisks
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komercialajiem laktobionskabes un laktozes paraugiem (p<0.05). 3.24. attéla (B) un (C) var
noverot, ka visiem iegiitajiem laktobionskabes paraugiem ir lielaka sarkanas un dzeltenas
krasas intensitate, salidzinot ar komercialas laktobionskabes un laktozes paraugiem (p>0.05).
Krasu analize paradija, ka iegiitie paraugi satur piemaisijumus, kas tiem pieskir So nokrasu.
Visas krasu intensitates tuvakais komercialas laktobionskabes paraugam ir C paraugs. Turklat
skaloSana ar etilspirtu palidz atbrivoties no parauga neraksturigas krasas.

Nav atrasti publicéti rezultati par laktobionskabes krasu analizi, tacu Delagustin et al.
(2019) ir mingjis, ka mikrobialaja fermentacija iegtta laktobionskabe ir balts kristalisks
pulveris, turklat autori norada, ka stabilitates testa laika krasa var mainities no caurspidigas uz
gaisi brunu (Delagustin ef al., 2019). Ari Illanes et al. (2016) laktobionskabi klasific€ja ka baltas
krasas kristalisku pulveri.
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3.24. att. Komercialas laktobionskabes (LBA), laktozes (LAC) un laktobionskabes
paraugu krasas intensitates rezultati (A) L* baltas — melnas krasas intensitate, (B) a*
sarkanas — zalas krasas intensitate, (C) b* dzeltenas — zilas krasas intensitate /

Fig. 3.24. Results of color analysis of comercial lactobionic acid (LBA), lactose (LAC) and
lactobionic acid samples (A) L* intensity of white — black color, (B) a* intensity of red —
green color, (C) b* intensity of yellow — blue color

Kopgjas krasas intensitates AE,, aprékins parada, ka C paraugs ir vistuvak kimiski
sintez€tajam komercialajam laktobionskabes paraugam (skat. 3.3. tabula). Tas pats tika
noveérots 3.24. att., kur katra krasu intensitaté vistuvakais komercialajai laktobionskabei bija C
paraugs. To pierada arT laktobionskabes saturs produkta (3.3. tabula), kur C paraugs ir uzradijis
lielaku laktobionskabes iznakumu neka citi paraugi.

Paraugus biitu nepiecieSams papildus attirit no mineralvielam, vitaminiem un citiem
mikroelementiem, lai tie varétu konkurét ar kimiska sintéze iegiitas laktobionskabes tiribas un
droSibas kritérijiem un biitu drosi izmantojami tautsaimnieciba.

3.7. nodalas kopsavilkums

Eksperimenta tika salidzinatas vairakas attiriSanas metodes, lai no fermentéta substrata
ieglitu péc iespgjas tiraku laktobionskabes paraugu. Tika pielietota centrifugéSana,
mikrofiltracija, absorbcija ar aktivo ogli, kristalizé€Sana, skaloSana ar etilspirtu un sublimacija.
Iegiitie laktobionskabes paraugi bija sirupveida, pulverveida un kristaliski produkti. Vistuvak
komercialajai laktobionskabei bija produkts, kas iegiits, skalojot ar etilspirtu. SkaloSana ar
etilspirtu nodroSindja nevélamas dzeltenas nokrasas maksimalu samazinaSanos. Visi iegitie
produkti labi Skist Gideni un ir ar zemu pH, ka ar1 raksturojas ar lielu laktobionskabes
koncentraciju. legiitie produkti ir jaattira no atlikuSajiem mikroelementiem, lai tie var€tu
konkuret ar komercialo laktobionskabi un sasniegt lidzvertigu tiribas pakapi.

Summary of Chapter 3.7.

In the experiment, several recovery methods were compared to obtain the lactobionic
acid with the highest purity from the substrate. Centrifugation, microfiltration, absorption with
activated carbon, crystallisation, precipitation with ethanol and freeze-drying methods were
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used. Obtained lactobionic acid products were syrup-like, as powder and crystalline products.
Obtained product by precipitation with ethanol corresponded most closely to commercial
lactobionic acid. Precipitation with ethanol provided the maximum reduction of the undesired
yellow colour. All the obtained products are well soluble in water and have low pH. Obtained
products must be purified from the remaining trace elements so that they can compete with
commercial lactobionic acid and achieve an equivalent degree of purity.

3. nodalas kopsavilkums

Eksperimentu a, b, ¢, d un e (2.2. tabula) iegiitie rezultati nedeva vélamo laktobionskabes
iznakumu, fermentgjot biezpiena stkalas. Neatkarigi no ta, ka tika pielagoti Pseudomonas
taetrolens augSanas parametri — pH, substrata sausnas saturs, dazadu salu pievienoSana,
fermentéSanas tehnika ar un bez papildu skabekla pievades, rezultatd iegits mazaks
laktobionskabes saturs neka no siera siikalam (2.2. tabula d eksperiments) un citu autoru
petijumos (Giorgi et al., 2018; Goderska et al., 2014; Alonso et al., 2017; 2015; 2013b; 2012a;
2012b; 2011; Miyamoto ef al., 2000) publicgtais.

Eksperimenta (2.2. tabula f eksperiments) ar atkartotu bakteriju biomasas pievienosanu
substratam izdevas iegit maksimalu laktozes biokonversiju laktobionskabg, rezultata tika
pieradita promocijas darba hipoteéze par biezpiena stkalu piemé&rojamibu laktobionskabes
ieguvei. P&c fermentacijas izdalitie un attiritie laktobionskabes paraugi (3.23. att., 3.3. tabula)
ir lidzigi komercialajai laktobionskabei, kas ir kimiski sintezEts augstas tiribas pakapes
produkts.

Promocijas darba izstradatie risinajumi aprob&ti AS "Jaunpils pienotava” ar ELFLA
projekta Nr.19-00-A01612-000007 "Ekonomiski pamatota stkalu parstrade jauniem
produktiem partikai un lopbaribai" atbalstu.

Summary of Chapter 3.

The results obtained in experimental series a, b, ¢, d and e (Table 2.2) in the
fermentation of acid whey did not give a remarkable yield of lactobionic acid. Despite the
Pseudomonas taetrolens growth parameters adjustment, like pH, dry matter content of the
substrate, addition of different salts, fermentation methods with and without additional oxygen
supply, the final yield of lactobionic acid was still lower than obtained from sweet whey in
experiment d (Table 2.2) and studies by other authors (Giorgi et al., 2018, Goderska et al.,
2014, Alonso et al., 2017, 2015; 2013b, 2012a, 2012b, 2011, Miyamoto et al., 2000).

In experiment f (Table 2.2), the maximum conversion of lactose to lactobionic acid was
obtained by repeated addition of Pseudomonas taetrolens biomass to the substrate, as a result
of which the suitability of acid whey for the production of lactobionic acid was demonstrated
successfully. The samples of lactobionic acid recovered from acid whey substrates after
fermentation (Figure 3.23, Table 3.3) are also very similar to commercially synthesised
lactobionic acid and have close similar purity.

The solutions developed in the doctoral thesis have been approved by SC "Jaunpils
pienotava” with the financial support of project No. 19-00-A01612-000007 “Economically
Jjustified processing of whey for new food and feed” granted by the Ministry of Agriculture and
Rural Support Service of the Republic of Latvia.
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SECINAJUMI

. No visam iesp&jamajam laktobionskabes iegiiSanas metodém, fermentativa oksidéSana
lauj izmantot siikalas laktobionskabes ieguvei.

. Neapstradatas biezpiena siikalas ir mazak piemerotas laktobionskabes sintgzei,
salidzinot ar siera sukalam.

. Ar plismas citometrijas, koloniju veidojoSo vienibu, $tinu optiska blivuma un masas
analizém ir pieradits, ka biezpiena siikkalas Pseudomonas taetrolens nesp€j efektivi
vairoties mazas to metaboliskas aktivitates un atras stinu bojaejas dél.

. Pseudomonas taetrolens mazo aktivitati biezpiena siikalas sekmé Na" jonu klatbiitne,
pievienojot NaOH vides neitralizacijai.

. Biezpiena siikalas var piemérot laktobionskabes sintézei, fermentacijas laika
periodiski pievienojot Pseudomonas taetrolens biomasu, un sasniegt pilnigu laktozes
biokonversiju laktobionskabé.

. Pétijums pieradija vides pH, sausnas satura, Mn*" un Mg*" jonu klatbiitnes un skabekla
pievades nozimi, ferment€jot biezpiena sikalas ar Pseudomonas taetrolens
laktobionskabes ieguvei.

. Lietderigi fermentacijas procesu istenot bioreaktoros vélama pH un skabekla piegades
nodrosinasanai.

. Ir iesp&jams biotehnologiski iegiit laktobionskabi no biezpiena siikalam, bet tas tiribas
un drosibas jautajumi ir padzilinati japéta.

. Promocijas darba izvirzita hipot€ze ir apstiprinata, pétijuma ir pieradits, ka biezpiena
stkalas var pieme&rot laktobionskabes ieguvei mikrobialaja fermentacija.
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CONCLUSIONS

. Acid whey for the production of lactobionic acid can be used by fermentative oxidation
among all the possible methods for obtaining lactobionic acid.

. Raw acid whey is less suitable for the synthesis of lactobionic acid than sweet whey.

. Flow cytometry, colony forming unit, cell optical density, and dry cell weight analysis
have shown that Pseudomonas taetrolens is not able to reproduce efficiently in acid
whey due to its low metabolic activity and rapid cell death.

. The low activity of Pseudomonas taetrolens in acid whey is due to the presence of Na*
ions, by adding NaOH to neutralise the substrate.

. Acid whey can be applied to the synthesis of lactobionic acid by the re-addition of
Pseudomonas taetrolens biomass during fermentation and to achieve complete
bioconversion of lactose to lactobionic acid.

. The study demonstrated the importance of substrate pH, total solid content, the

presence of Mn’* and Mg®" ions, and oxygen uptake in the fermentation of acid whey

with Pseudomonas taetrolens to produce lactobionic acid.

. It is useful to carry out the fermentation process in bioreactors to ensure a suitable pH

and oxygen supply.

. It is possible to obtain lactobionic acid biotechnologically from acid whey, but its

purity and safety should be studied in depth.

. The hypothesis put forward in the doctoral thesis is confirmed: the study has shown

that acid whey is suitable for the production of lactobionic acid by microbial

fermentation.
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1. pielikums / Appendix 1
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Razotajs /

Valsts, vieta /

Pielietojums / Application

Manufacturer | Country, place
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Norit GAC . For purification of the substrate
carbon 1240 Russia, after fermentation
Netherland
Baribas viela substratam un
. barotnes sastava.
“Sigma- Sveice, Spektrofotometrijas un citometrijas
Natrija hlorids / Sodium 1 Spanija / L .
. Aldrich”, . analizei / Nutrient for substrate and
chloride, NaCl « ., Switzerland, .
Chempur Spain compound for nutrient broth. For
P spectrophotometric and cytometric
analysis
“Sioma- Franciia Baribas viela substratam un
Galas peptons / Peptone Al dgich” 3 z‘mi'Ja } barotnes sastava / Nutrient for
from meat “ ’, panya substrate and compound for
Scharlau France, Spain .
nutrient broth
“VWR Baribas viela substratam un
Bakteriologiskais agars / Prolabo Spaniia / Spain barotnes sastava / Nutrient for
Bacteriological agar Chemicals”, panyaiop substrate and compound for
“Scharlau” nutrient broth
“Applichem Vacija, Baribas vielu substratam un
Galas ekstrakts / Meat lel)rlfreac” Spanija / barotnes sastava / Nutrient for
extract « ’, Germany, substrate and compound for
Scharlau . .
Spain nutrient broth
“Sioma Life Franciia Baribas viela substratam un
Rauga ekstrakts / Yeast g » _ 3, barotnes sastava / Nutrient for
Science”, Spanija /
extract “ - . substrate and compound for
Scharlau France, Spain .
nutrient broth
_ . . Ferment@Sanas procesa bioreaktora
zlfts%dzese]s / Antiform “Sigma” ASV /US4 / Fermentation process in a
bioreactor
Augsti efektiva Skidruma
hromatografa kalibréSanai, krasas
“Sigma- analize, skidibas, pH salidzinasanai
Laktobl'on.skabe./ Aldrich, ASV, Indija / ar.legu‘Fo laktoblonskabl/ For
Lactobionic acid, « . calibration of high performance
Acros USA, India S
Ci2H2,012 Oroanics” liquid chromatography. Color,
& solubility and pH analysis
comparison with the obtained
lactobionic acid
Augsti efektiva skidruma
Laktoze / Lactose, “Pa Panreac” | Soaniia / Spain hromatografa kalibrésanai / For the
C12H20mn panyarop calibration of a highly efficient
liquid chromatograph
D1'natr.1J a hidrogenfosfats / « " _ . . Citometrijas analizei / Cytometric
Disodium hydrogen Pa Panreac Spanija / Spain analvsis
phosphate Na,HPOy Y
Kalija dihidrogenfosfats / . . L .
Potassium dihydrogen “Pa Panreac” | Spanija/ Spain Citometrijas analizei / Cytometric

phosphate, KH,PO4.3H,O

analysis
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1. pielikuma turpinajums / Continuation of appendix 1.

Nosaukums / Name

Razotajs /

Valsts, vieta /

Pielietojums / Application

Manufacturer | Country, place
Kalija hlorids / Potassium | “VWR ProLab Spaniia / Spain Citometrijas analizei / Cytometric
chloride, KCl Chemicals” panyaiop analysis
Trizma® hidrohlorida
skidums / hydrochloride e v Citometrijas analizei / Cytometric
solution, pH 7.6, 1M, Sigma ASV/USA analysis
NH,C(CH,OH); - HCI
Formaldehids / o “VWR ProLab Francija / Mikrofiltracijas iekartai / For
Formaldehyde, 36% Chemicals” France microfiltration equipment
HCHO b
T - _ . . Paraugu pH stabilizéSanai.
Natr.lja h1dr0k51.ds / “Pa Panreac”, Spanija, .POhJa Mikrofiltracijas iekartai / To
Sodium hydroxide , « s / Spain, o
Chempur stabilize the pH of the samples. For
NaOH Poland . ; .
microfiltration equipment
Etilendiamintetra-
etikskabe / “Sioma” Vacija/ Citometrijas analizei / Cytometric
Ethylenediaminetetra- & Germany analysis
acetic acid, CioHisN2Os
ChemCrome V6 “Biomerieux Francija / Citometrijas analizei / Cytometric
CVo6 Chemunex®” France analysis
Propidija jodids / “Thermo . . . .
Propidium iodide, P1 (in Fisher ASV/usq | Citometrijas analizei / Cytometric
. e analysis
vitro gen) Scientific
SYBR zals / green, Life . ASV, Oregano Citometrijas analizei / Cytometric
(SybrGreen) Technolqgles / USA, analysis
Corporations” Oregano
Hromatografijas analizei,
Serskabe / Sulfuric acid, “Emsure®” Vacija/ olbaltumvielu analizei / For
96% H,S04 Germany chromatographic and protein
analysis
Borskabe / Boric acid, “Pa Panreac” | Soaniia / Spain Olbaltumvielu analizei / Protein
H;BO; panyjaiop analysis
Fenolftaleina s@dums ./ « » _ . . Olbaltumvielu analizei / Protein
Phenolphthalein solution, Pa Panreac Spanija / Spain .
1% analysis
Salsskabe / Hydrochloric “Pa Panreac” | Soaniia / Spai Olbaltumvielu analizei / Protein
acid, 0.1 M, HC1 panija fopdin analysis
Mangana sulfats / _ . -
« v .. Fermentacijas substratam /
Manganese sulphate, Chempur Polija / Poland .
Fermentation substrate
MnSO4
Magnij y sulfats / « ’ . Fermentacijas substratam /
Magnesium sulphate, Chempur Polija / Poland Fermentation substrate
MgSO4 - TH,O
Kalija hidrogenfosfats / _ . -

. « . . Fermentacijas substratam /
Potassium hydrogen Chempur Polija / Poland Fermentation substrate
phosphate, K;HPO,

Kjeldala katalizes tabletes
!/ Kjeldahl catalysis “Pa Panreac” | Spanija / Spain Olbaltumvielu analizei / Protein

tablets, 2.5%
CuSO4-5H,0 + 2% Se

analysis
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Pseudomonas taetrolens
biomasa / Biomass

Biezpiena sikalas /
Acid whey

Bioreaktors /
Bioreactor

2. pielikums / Appendix 2

Laktoze /

Lactose

Laktozes okzidize ."l Oksidacija /

Lactose oxidaze Oxidation

Laktobion-3-laktons /
Lactobion-é-iactone

Laktonaze / 0
Lactonaze
Laktobionskabe /

Lactobionic acid

Laktozes biokonversija laktobionskabé (Sarenkova et al., 2022) /

Lactose bioconversation into lactobionic acid
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3. pielikums / Appendix 3

Akiiva ogle
Activated carbon

" 5 Skalosana/
\"" izgulsnésana ar etanoln |
Centrifugésana » g Precipitation with ethanol
Centrifugation pol [ .
7 EIetvaic_e L_____;) [/ B e
T u Vi - —_
" reperaEen Kristalizacija I'Laktot:’_mmk?lge
P— Crystallization | / actobionic aci
I
.i 4
HIAN Ty == /
!\ Mikrofiltricija /| )
Microfiltration /
Sublimacija

Fermentation

Recovery/purification

Laktobionskabes izdaliSanas un attiriSanas metodes /
Lactobionic acid recovery and purification methods
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