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SA1l ietvara, laika posma no 9. septembra lidz 30. novembrim

Parbaudita A/S «Cesvaines piens» (CP) razo3anas procesa iegiistamo siera siikalu (SS) divu veidu
izmantosana LU Mikroorganismu kulturas kolekcija (LU MKK) uzturéeto laktobaktériju (LAB) kultiveéSanai:

a) neatSkaiditas svaigas sukalas (NS);
b) NS péc pasterizéSanas, koncentrésanas procesa sakuma (PS);

c)  raksturota konkuréjoso MO klatbutne sukalu frakcijas;

d) analizétas SS papildu apstrades iesp€jas, lai atbrivotos no konkuréjoso MO klatbutnes.

Raksturota vairaku LAB celmu augsanu ietekmeéjosie faktori SS saturosas barotnés

a) barotnes sakotnéja pH ietekme;

b) kompleksas LAB barotnes MRS piedevas ietekme;

c) kultivéSanas temperaturas ietekme

Raksturota ar bioaktivo peptiduiespéjamo uzkrasanos saistitas LAB kultuiru biokimiskas ipasibas:

a) proteolitiska aktivitate, izmantojot vajpiena gara un ninhidrina testus

b) metaboliska spektra visparéais raksturojumu, izmantojot «Eco-Plates» testu

c) augsanas intensitates, dehidrogenazu, hinonreduktazu un L-DOPA transformacijas ipasibas mikroplasu testu formata

Pétijumos izmantoti no (CP) péc saskanota piegades grafika sanemtie un raksturotie SS
frakciju paraugi



SIERA SUKALU PAPILDU APSTRADE, LAl ATBRIVOTOS NO
KONKUREJOSO MIKROORGANISMU KLATBUTNES



Siera razosanas galvenie etapi a/s

«Cesvaines piens»
Nogatavinasana
Pasterizéts Siera masa / \

piens \ Siers

Pasterizésanas’
filtreSans iekarat

\ Siera /

sukalas

Fermentacijas
(sarecinasanas)
tvertne

|dustrialais /
ieraugs

Neatskaiditas (NS) stikalas

Pasterizetas Koncentretas.
sukals pasterizétas
sukalas

Pasterizétas (PS) sukalas
Petijumos izamtotie sukalu paraugi Koncentrétas (KS) siikalas



Péetijumos izamtotie sukalu paraugi

NeatsSkaiditas (N) sukalas



Kontaminéejosas mikrofloras ierobezosanai izmantotas apstrades

Sukalu paraugs
NS 28.10.

Sukalu paraugs
PS 28.10.

Sukalu paraugs
SK 28.10.

!

shema

10, 30 un 60 min

Katls 100°C,
uzkarse paraugus
l"dz 75°C vai 82°C

!

Katls 100°C,

Udens vanna, >
75°C vai 82°C - uzkarsé paraugus

Sterilitates tests
MRS, PCA

24 stundas
ledusskapit

[idz 75°C vai 82°C

OD 600
merijums

- Udens vanna,
75°C vai 82°C

-

Sterilitates tests
MRS, PCA

PasterizésSanas varianti sterilizésanas vieta lietoti, lai maksimali saglabatu
sukalu proteina nativo strukturu




Neskaiditas stukalas (NS) péc pasterizacijas (75°C un 82°C)

Uz plates s€j 0.5 ml
75°C meatskaidita NS parauga 82°C

lzejas 10 min 30 min 60 min lzejas 10 min 30 min 60 min

PCA

MRS

Stkalu paraugs sakotnéji satur T —abas atkartojuma plates tiras

ierauga kultaras Stnas * _ otra atkartojuma plate ir tira



Pasterizétas sukalas (PS) péc pasterizacijas (75°C un 82°C)

Uz plates s€j 0.5 ml
75°C meatSkaidita NS parauga 82°C

Izejas 10min  30min 60 min Izejas 10 min 30 min 60 min

PCA

MRS

T —abas atkartojuma plates tiras

* - otra atkartojuma plate ir tira



Pasterizésana izraisa daléju sukalu proteina denaturaciju

Neskaiditas stkalas

Supernatants péc centrifugéSanas 10 minGtes pie 5000 apgr/min

75°C

Pasterizétas sukalas

Sukalu koncentrats

Izejas (K) 0 lzejas (K) 0lzejas (K)
10 min 0,501 10 min 0,367 10 min
30 min 0,421 30 min 0,414 30 min
60 min 0,472 60 min 0,311 60 min

1,072
1,526

1,568

Neskaiditas sikalas

82°C

Pasterizétas sukalas

Sukalu koncentrats

Izejas (K) 0 lzejas (K) 0lzejas (K)
10 min 0,306 10 min 0,307 10 min
30 min 0,330 min 0,302 30 min
60 min 0,214 60 min 0,053 60 min

P&c pasterizacijas redzams optiska blivuma pieaugums visos paraugos.

0,579
0,669

0,043



Secinajumi

1)

2)

3)

4)

PS sukalas satur nelielu skaitu endosporas veidojosas baktérijas, kas atbilst
razosanas sanitarajam normam, tacu ilgstosas kultivéSanas rezultata spé;
konkurét ar LAB attistibu.

Spriezot péc spektrofotometrijas datiem papildu pasterizéSanas procesa notiek
sukalu proteinu denaturacija.

Liela apjoma LAB klatbutne NS s;ukalas, kas saglabajas no industriala ierauga
pievienosanas dod iesp;ejas izmntot Sis sukals MKK LAB kulttru un industrialo
inokulatu asociaciju veidosanai.

Turpmakajos eksperimentos ieteicams pasterizéSanas vieta:
a) izmantot sterilizéSanu, kas iznicinatu baktériju endosporas, rékinoties ar lielaku stkalu
proteina dalas denatrésanu;

b) izmantot liela apjoma LAB inokulatus, kas istermina kultivésanas rezima spétu ierobezot
endosporu veidotaju attistibu.



PIENSKABES BAKTERIJU AUGSANU IETEKMEJOSIE FAKTORI SIERA
SIKALAS SATUROSAS BAROTNES



Pasterizacijas

rezistentas
augsanu PS saturosas barotnes

mikrofloras

ietekme uz

LAB

lgaku laiku audzéjot dazadus MKK LAB celmus’ vairakaas sukalu koncentracijas saturosas

baronés, vérojama OD palielinasanas ari ar LAB neinokulétos kontroles variantos.
8 °C, 19h

C Lacticaseibacillus paracasei 547
D Lactobacillus delbruecnii 698
F Limasilactobacillus fermentum 838
J Lactobacillus johnsonii 1277
P Lactiplantibacillus plantarum 551
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0D620

Pasterizacijas rezistentas mikrofloras ietekme uz LAB
augsanu PS saturosas barotnes

C Lacticaseibacillus paracasei 247 Gan endosporas veldOJosaJ|em MO' gan

D Lactobacillus delbruecnii 698 LAB kultdram optimala dugsanas
F Limasilactobacillus fermentum 838 temperatura ir 37°C vai augsta k.
J Lactobacillus johnsonii 1277
P Lactiplantibacillus plantarum 9951
30 °C, 19h 37°C, 19h
0.8 1
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0.6 —o—C ——C
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SS pH izmainas dazadas sukalu frakcijas

R-40-34 iia:
A/S Cesvaines Piens o versija: 1
- i aktualizéts:15.09.20
Nosatito Paraugu Kimiskie raditaji o5
Datums Produkts Tilpums, ITauki % O'bo/f'b' Lal;toz Satfna Ph Piezimes leraugs
Sukalas "pirmas" ( no sieras vannas, Testéts uz C 170, L100.7, BS
9/16/2025neskaiditas ) 2 e 6.6 6.93 Milkoscan 40
Sukalas "pirmas" ( no sieras vannas, Testéts uz
9/30/2025neskaiditas ) 1 0.21 081 447 644 6.54 Milkoscan C 170, BS 40
FLORA™ C170 20230704 714083 Pl _EU FLORA C170_EN Lactococcus lactis subsp. cremoris
Lactococcus lactis subsp. lactis
70781cc7-c697-469a-b2d6-
BS-40 a979670c22dc Hansen Lactococcus lactis subsp. lactis
DS, ppm [EC, uS/cm pH Neraugoties uz sakotnéjo pH, kas
Nutrient Broth 1778 3556 visam stkalu frakcijam CP analizés
NaCl 0.85% 4049 8098 uzradits ka tuvs neitralam, péc neilga
NS 1640 3280 laika, kas nepiecieSams sukalu
transportéSanai un sagatavosanai
PS 1450 2900 onebe N sas
talakajien eksperimetiem, pH
KS 3964 7938 samazinas par 2-3 vienibam, sadas
Phosphate buffer, 200 mM 1429 7149 izmainas atbilst literatara
Buffer+NS 50:50 aprakstitajam, tacu tas var nelabvéligi

ietekmet LAB augsanu,



Secinajumi

1) Turpmakajos eksperimentos, ja barotnes tiek gatavotas uz PS vai KS bazes,

2)

3)

nepieciesans :

a) izmantot steriliz€Sanu, kas iznicinatu baktériju endosporas, rékinoties ar lielaku stkalu
proteina dalas denaturésanu;

b) izmantot liela apjoma LAB inokulatus, kas istermina kultiveéSanas rezima spétu ierobezot
endosporu veidotaju attistibu.

Visam, uz sukalu frakciju bazes veidotam barotném nepieciesams regulét pH
lldz apm. netralam, pievienojot buferskidumu un palielinat LAB augsanai
nepiecieSamo baribas vielu daudzumu ar rauga ekstrakta vai kompleksu
barotnu kompoziciju piedevam.

Jaunajiem, no MKK ieguto LAB celmiem optimala augSanas temperatura ir 37°C



PIENSKABES BAKTERIJU BIOAKTIVO PEPTIDU UZKRASANOS
IESPAIDOJOSAS BIOKIMISKAS TPASIBAS



LAB bioaktivo peptidu sintezei butiskas enzimatiskas
aktivitates izpetes darbplusmas shema

\

|zolatu attiriSana ar 0.85% NacCl

un 2x koncentrésana ,

resuspendé 2ml ependorfa

Gradientam tiek pievienoti izolati, katram izolatam
viena varianta ir 4 atkartojumi. Tiek arT izveidoti
mainigie varianti 8, 23, 30, 37, péc izveides katram
variantam nomerits OD un tiek ielikti vEélamaja
vide.Audzéti overnight, péc tam nomerits OD (19h)

/

Sukalu un NaCl gradienta izveide 96 laucinu platés, ar
pievienotiem 5% nutrient broth barotni. Dotaja

eksperimenta attieciba starp sukalam un NaCL, 100% -

0% pa 20 % katra leciena

/

Paraugi tureti overnight (20h).
Nomeérits OD (FDA, DHA un QR). Ar
Nesslera metodi nomérits URE

A

Katram temperatlras variantam sagatavots savs enzimu
atkartojums (4x plates uz 16x). Kur tiek pievienots izejas materials
un enzimi attieciba 1:1. Dotaja eksperimenta 30 pkl izejas
skidums un 30 pkl enzims (FDA, DHA**, QR un UREY). Nomerits

OD péc enzimu pielikSanas un tad attiecigi péc 1 un 2 stundam

N

Parpalikuso materialus no izejas platem
parvietots uz ekoplatém, ailé pievienojot 10 kKl
Skidruma un 90 pkl stkalas (NaCl). Noméra OD.
Overnight (20h) , noméra OD



LAB enzimatiskas aktivitates

. c F P
spektra raksturojumes, Substates NeO[Whey [Nl |Whey Neq _lwhe
° ° Water
Izmantojot Eco-Plates testu Pyrudc acid methyl ester 14163] 1.5537) 1.1067] 1.6711] 0.8818] 1.5081
Tween 40 12882 1.4898] 11274] 14683 09608 16259
Tween 80 10326] 1.3862]  0894] 1.2058] 07475 15203
alpha-cyclodextrin 16332 17833 1.4464] 16062 1455 1.6471
Giycogen 19523 1051|1334 17707] 1480 16428
D-cellobiose 10860| 17738 1.1333] 16663] 10162 16886
alpha-D-lactose 10808|  1.783| 1.0531| 21472 1.0084| 16805
beta-methyl-D-glucoside 16040]  1.777] 1.1684] 18871] 1.1981] 1.6543
D-xylose 10066 16282 0.9789| 17457 1.6134| 15382
i-erythriol 10772| 15662 11975 1.9015] 12419 17162
D-mannitol 09650 1.6545] 09389 15007] 1.0058] 1.5579
N-acetyk-D-glucosamine 14081| 20830 12877 16679 12517 1.4151
D-glucosamic acid 15082 1638 1.3857| 179230000008  1.5976
Gucose- 1-phosphate 13431]  1601]  1165] 16617] 13444] 17176
ST ' D-l-alpha-glycerol phosphate 17733 1.5691| 1.6368] 1687 1.5550| 1.7168
Petltajlem_LAB .celm_lgm atroqa ma D-galactonic acid-gamma-lactone 1.4691] 1.6488| 1.5533 1894 1.7357| 1.7149
daudzveidiga hidrolitisko enzinu Oghidrati D-galacturonic acid 1755] _15479] 1.7567| 16696 13813 15713
e ey = . v Polimeéri 2-hydroxy benzoic acid _1.2?9 09977 0.3284 0.974
aktivitate, laktozes izmantosana Karboksilskabes | |4-hydroxy benzoic acid 08069 1553 14262 08165  1.389
raksturiga it 1pasi L.fermentum Aminoskabes gamme:-hydroxy butyric acid 14684 17208| 14036| 14618 145093
_ . Arini |taconic acid 1.6805| 1.9639| 1.6654| 15452
kultarai. —— alpha-ketobutyric acid 05424 1.1546] 05224 1.1787| 06088 1.1099
D-malic acid 1936 1.5819]  1.878] 17208] 1.9059| 1.6506
L-arginine 18062] 16793 1.7458] 1.8602) 1.3734] 15002
Urakawa et al. |L-asparagine 18363 1.7304|  165| 15688 1.3311] 1.4747
C Lacticaseibacillus paracasei 54 2013 |-phenylalanine 17241] 1.4937| 1.6801| 1.7254| 1.5075| 1.4635
E— : ' _ L-serine 15871] 15795 1.5308] 1.2541] 1.1966] 1.5867
F  Limasilactobacillus fermentum 83¢ http://dx.doi.org/ [ ihreonine 1500] 17238 04429] 15048] 18198 15325
P Lactiplantibacillus plantarum 55 10.5402/2013/41  |Gyeyk-L-glutamic acid 0008 1.4727| 1.6761] 15184 1.9366
0814 Phenylethyl-amine 17994] 1.6065] 16717 1.7777] 1.3426
Putrescine 16381]  1.4053




Bioaktivitati raksturojoso ipasibu salidzinajums industriala ierauga
kulttra, kas papildinata ar LAB celmu no MKK

Hidrogenaze Hinonreduktaze  FDA hidrolaze L-DOPA

3h

16h

40h

88h

leraugs +LAB leraugs +LAB leraugs +LAB leraugs +LAB

37
42

37
42

37
42

37
42

llgstosas augsSanas
procesa LAB kulturas
pievienosana sekme
biologiski nozimigu
katalitisko un
antioksidativo
Ipasibu ekspresiju
1pasi barotnés ar
lielaku sukalu
koncentraciju



Pétito bioaktivitati raksturojoso ipasibu raksturojums

Dehidrogenazes sadala organiskas vielas un atspogulo mikroorganismu
aktivitati un dzivotspéju.

Hinonreduktazes aktivitate var noradit uz potencialu mazinat oksidativo
stresu, neitralizéjot reaktivas skabekla sugas (ROS).

FDA hidrolizes rezultata izdalas fluoresceins, kas norada, ka Sunas ir
dzivotspéjigas un metaboliski aktivas.

L-DOPA sSkelsanas rezultata veidojas fenola savienojumi, kas var kavet
patogeno mikroorganismu augsanu.



Proteolitisko aktivitasu salidzinajums no MKK iegutajas LAB kulturas

« Lacticaseibacillus paracasei 547

« Limosilactobacillus fermentum 838 | 820

« Lactiplantibacillus plantarum 551

- Lactobacillus johnsonii 1277

« Lactobacillus delbrueckii 698

Vajpiena agara tests

LAB kulttru suspensijas, salidzinot ar
pozitivo kontroli, nav vérojama
proteolitiska aktivitate, kas novestu pie
pilnigas piena proteina hidrolizes un
dzidru oreolu veidosanas ap agara
bedritem.

N

~

Positive Control

Proteinase K at 37°C for 2



Proteolitisko aktivitasu salidzinajums no MKK iegutajas LAB kulturas

Kulturu supernatantu krasojums ar

Ninhydrin Assay ninhidrina reaktivu parada dazada limena

T - e mae gy ve -
o 157 proteolitisko aktivitati dazada sastava
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o
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£ 5 H I [actobacillus johnsonii
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Secinajumi

1)

2)

3)

MKK LAB kultiru enzimatiska aktivitate parada daudzveidigu biologiski aktivo
komponentu veidoSanas iespéjas, ko apliecina plass izmantojamo savienojumu
spektrs Eco=Plates testa.

Veidojot industrialo ierauga kultiru un MKK LAB celmu asociacijas, iesp&jams
ieglt nozimigu dehidrogenazu un antioksidantu aktivitates pieaugumu. Projektu
turpinot nepiecieSams padzilinati pétit sadu sinergiju veidoSanas iespéjas.

Vajpiena agara un ninhidrina testi parada, ka MKK LAB kultiram raksturiga
savstarpéji atskiriga, bet kopuma ierobezota sukalu proteina degradacijas
aktivitata, kas apliecina to izmantosanas perspektivu bioaktivu peptidu frakcijas
iegusanai. Proteolizes produktu turpmakajai raksturoSanai bus nepiecieSams
izmantot PAAG elektroforézes, ultrafiltr;acijas un hromatografijas metodes.



