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1. UZ PARSKATA PERIODU ATTIECINAMAS PROJEKTA AKTIVITATES LAIKA

POSMA NO 01.06.2026. LIDZ 31.08.2026.
1.1. turpinata SA1 izpilde (kulttru skrinings)

lepriekseja parskata posma:

No Latvijas Universitates Mikroorganismu kulturu kolekcijas (LU MKK) uzglabatajiem 14 pienskabes
baktériju (LAB) un pieciem laktozi fermentéjoSajiem raugiem (LFY) atlasitas seSas biologiski aktivos
savienojumus (BAS) intensivak sintezéjosas LAB kultlras, kuras vienlaikus uzkraj peptidu frakciju (PF) un
viena perspektivaka PF veidojosa LFY kulttra:

Saja parskata posma:
a) Raksturotaieprieks atlasito LAB celmu un LFY augSanas un laktozes SkelSanas efektivitate uz sukalu

bazes veidotajas barotnes;

b) SasSaurinats turpmakajiem sukalu fermentacijas mérogosanas eksperimentiem izveléto LAB celmu
skaits lidz diviem celmiem:;

c) Sukalufermentacijas merogosanas eksperimentiem papildus atlasits viens industrialo ieraugu
sastava atrodams LAB celms un viens no razotaja piegadatajiem sukalu paraugiem ieguts
termotolerants LAB celms.



1.2. Turpinata SA2 izpilde (sukalas saturoso barotnu un mikroorganismu
augsanas apstaklu optimizacija)

lepriekseja parskata posma:
petitas iespéjas ar vienkarsu baribas vielu maisijumu un konkrétu savienojumu papildinasanu palidzibu
stimuléet stukalas péc siera graudu atdaliSanas saglabajusos mikroorganismu aktivitati.

Saja parskata posma:

noskaidrota efektivakie kultivesanas apstakli un sukalu sastava bagatinasanas

iespéjas, potenciali merogojamam fermentacijas procesam BAP iegusanai.

a) salidzinati uz stukalu bazes veidotu divu barotnu tipu un ¢etru piedevu variantu kombinacijas optimalai
LAB kultiveSanai stacionaros apstaklos;

b) salidzinati dazadi temperatlras un aeracijas rezima, ka ari barotnes tilpuma faktoru ietekme uz
fermentacijas rezultata iegustamo mikroorganismu biomasu un laktozes konversijas produktiem, kas
raksturoti ar HPLC hromatografijas palidzibu;

c) raksturota perspektivako LAB kultlru augSanas dinamika dazadu kultiveSanas faktoru iespaida,
izmantojot realaja laika iegustamo augSanas registraciju iekarta RTS-8;

d) sagatavots zinatniskas publikacijas manuskripts par divu, turpmakajai aizsargatai izmantoSanai
neplanojamu LU MKK LAB celmu BAS sintézi ietekmeéjoSajiem faktoriem.



1.3. Uzsakta SA3 izpilde (fermentetas sukalas atrodamo BAP sastava un
secibu raksturojums)

1.3.1. primarais fermenteto sukalu BAP spektra raksturojums

a) izstradata sukalas atrodamas potencialas BAP frakcijas izoléSanas un koncentracijas darbplisma ar
centrifugéjamu molekulmasas nodalisanas (MWCO) membranu filtru palidzibu;

b) apguta kapilaras elektroforézes analizes metode BAP spektra raksturosanai LAB un LFY barotnes,
sukalu preparatos un sukalu fermentacijas barotne;

c) sagatavoti paraugi sukalu fermentacijas rezultata veidotas BAP frakcijas HPLC analizei.

NEMOT VERA PROJEKTA PAREDZETO INTELEKTUALA IPASUMA AIZSARDZIBAS DOKUMENTU (IIAD)
SAGATAVOSANU, SEIT UN TURPMAK

MIKROORGANISMU CELMI,

FERMENTACIJAS BAROTNES MODIFIKACIJAS UN

IZMANTOTIE KULTIVESANAS APSTAKLI

TIKS APZIMETI AR NUMURIEM UN INDEKSIEM,
NEATKLAJOT SO APZIMEJUMU SATURU, KAS TURPMAK VARETU APDRAUDET IIAD IEGUSANU



1. Sukalu fermentacijas turpmakajiem
eksperimentiem izveleto LAB celmu «Isa
saraksta» izveide



Sukalu fermentacijas turpmakajiem méerogosanas eksperimentiem

izvéléto LAB celmu «Isa saraksta» izveide
Apziméjumi: MKK - ieprieks atlasitie perspektivie BAP veidojosi, ka ari zinatniskas publikacijas mérkiem
izveléetie celmi no LU MKK krajuma; IND - no industrialiem ieraugiem izdalitas LAB tirkultUras
LAB audzetas pasterizeta uz sukalu bazes veidota barotné B (kas satur 10% RE piedevu), 11 ml,
stacionari 48 h, 370C, 0,1 mlinokulats no MRS kulturas, kas iegluta no vienas LAB kolonijas. (tabula) .
Titretas uz MRS (attéla: kulttru #. plasu reverss un averss), areobi; -4; -6; -7 atsk; 10 ul, 48 h, 370C.

Celms |Glikoze |Galaktoze|Pienskabe [OD590x3| pH T
MKK 1 0.47 2.12 13.64 1.19 4.50
MKK 2 0.33 1.42 16.45 0.24 4.40
MKK 3 0.46 0.13 22.13 >2 4.15
MKK 4 2.36 2.34 19.58 1.29 4.07
MKK 5 0.33 1.39 15.25 0.40 4.45
MKK 6 0.45 0.11 20.93 2.00 4.20
MKK 7 0.32 1.49 13.45 0.67 4.55
MKK 8 0.27 1.47 13.55 0.51 4.60
MKK 9 0.25 1.68 13.63 0.77 4.60
IND 1 1.86 3.24 14.90 1.58 4.62
IND 2 ND ND ND 2.00 4.10
IND 3 ND ND ND 1.53 4.46

pH ir labs proksi raditajs pienskabei, kas, savukart MKK kulturas labi
korelé ar augSanu ((KVV un OD) IND celmi vaji vai nemaz neaug aerobi



«Isa saraksta» kultiiru aug$anas vizuala un instrumentala vértésana
dazada sastav barotnes

Augsana barotné BO (bez RE piedevas), 9 ml, stacionari 48 h, 370C + 1 ml buferéjoSais maisijums; + 1 ml
piedevu maisijums (burti uz mégenes; apzimejumi A, B, C tabula) . Kontroles: «+» vai «-» . Inokulats — 0,1 ml

no MRS 24 h kultuaras. Tilpums vienadots ar 0.9% NaCl.
Tikai vizuali var novertet barotnes komponentu agregaciju un sedementaciju.
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«Isa saraksta» kultiiru aug$anas vizuala un instrumentala vérté$ana
dazada sastav barotnés

Augsana barotné B0, 9 ml, stacionari 48 h, 370C + 1 ml bufergjosSais maisijums ; + 1 ml piedevu maisijums
(burti uz mégenes; apziméjumi A, B, C tabula) . Kontroles: «+» vai «-» . Tilpums vienadots ar 0.9% NaCl.
Instrumentali var veértét kopéjo sadulkojumu, pH izmainas, kas veidojas pienskabes uzkrasanas rezultata
un ir labs netiess LAB aktivitates indikators.

Kultura Bufersav..|Piedeva |ODx5 |pH Kultura Bufersav..|Piedeva |ODx5 |pH

MKK 3 Ir Nav 1.76 4.2|(IND 2 Ir Nav 1.49 4.01
MKK 3 Ir A 1.53 4.25][IND 3 Ir A 2.3 4.09
MKK 3 Ir B 1.54 4.2||IND 4 Ir B 1.91 3.94
MKK 3 Ir C 1.7 4.2||IND 5 Ir C 2 3.95
MKK 3 Nav Nav 1.26 4.2||IND 6 Nav Nav 1.5 3.91
MKK 3 Nav C 1.64 4.2||IND 7 Nav A 1.65 3.9
MKK 4 Ir Nav 1.75 4.17||MKK 15 Ir Nav 2 4.31
MKK 4 Ir A 1.61 4.05||MKK 15 Ir A 1.65 4.22
MKK 4 Ir B 2 4.08]||[MKK 15 Ir B 2 4.17
MKK 4 Ir C 1.76 4.03]||[MKK 15 Ir C 1.62 4.25
MKK 4 Nav Nav 1.77 4.02||MKK 15 Nav Nav 1.6 4.22
MKK 4 Nav A 1.6 4.03]||MKK 15 Nav A 1.61 4.3




«Isa saraksta» kultiiru aug$anas vizuala un instrumentala vérté$ana
dazada sastav barotnés

KultGru KVV titréSana no dazada sastava barotném péc 48 h augSanas ar atSkaidijumiem uz MRS platem.
MKK 3, MKK 4 un MKK15 titréts no visu barotnu tipiem ar pievienoto buferskidumu (skat tabulu ieprieks).
Visas Cetras kulturas - no barotnes BO, kur LAB audzétas bez buferSkiduma un papildvielu klatbutnes.

IND 2 (L100) kulttra, neraugoties uz masivo uzkraSanos mégeneés, uz MRS aerobi negrib augt. To iespéjams
titrét miksta virsagara slani, daléji ierobezojot skabekla piekluvi.



«Isa saraksta» kultaru augsSanas
vizuala un instrumentala
vertesana dazada sastav barotnes

Kultdru KVV titréSana no dazada sastava
barotném péc 48 h augSanas ar
atSkaidijumiem uz MRS miksta virsagara
platem.

IND 2 (L100) kulttra, neraugoties uz masivo
uzkrasanos megenés, MRS miksta
virsagara slani ar dalgji ierobezotu skabekla
piekluvi tomer aug vajak neka parejas,
kameér AUT 13 izcelas ar lielu KVV skaitu.

|zvietolums:
MKK 3

JIND 2




«Isa saraksta» kultiiru aug$anas vizuala un instrumentala vértésana
dazada sastav barotnes

Neviena no parbauditajam piedevam vai méginajums papildu buferét barotnes pH ar bufersavienojumu
butiski nemainija parbaudito LAB kultiru augSanas intensitati un pienskabes uzkrasanu uz sukalu
bazes veidotajas B tipa barotnés, kuras jau sakotnégji ir pietiekami augsts, pH buferspé&ju nodroSinoSs
proteinu daudzums, bet neviena no izméginatajam piedevam (A,B un C) salidzinajuma ar standarta B
barotné izmantoto RE neveido ipasas, papildu augsanu un metabolismu stimuléjoSas vielas.

Dazos gadijums fiksétas izmainas OD meérijumos, retak pH vértiba péc 48 h inkubacijas pie 370C
stacionari, mikroaerobi, 11 ml barotnes slani 12 ml tilpuma meégené drizak liecina par nejausam
variacijam inokulata kvalitate.

Neraugoties uz to, ka eksperimentos tika izmantota uznemuma «Cesbvaines Piens» (CP) pasterizets
sukalu koncentrats un visi sukalu paraugi tika velreiz autoklaveti vai pasterizeti laboratorija, vairakkartigi
termiski apstradatajos un pat pie 1000C 15 min izturetajos paraugos bija novérojama spontana
endogenas/autohtonas mikrofloras attistiba. Sadi iegitas kultGras apzimétas ar AUT. AUT 1 un 2
kultiras iegltas jau no laboratorija termiski apstradatajiem sukalu paraugiem; AUT 13 - no CP
pasterizéta parauga. So kultiru koloniju morfologija, mikroskopija, spé&ja veidot pienskabi no glikozes.
to klatbutne sukalu paraugos liecina par piederibu LAB grupai. Ta ka AUT 13 visstraujak attistijas MRS
un veidoja lielu biomasu Saja barotnég, talakajos eksperimentos lielakoties izmantota tiesi Si kultura.



2. LAB kulturu augsanas dinamika un
pienskabes veidosana uz sukalu bazes veidotas
skidrajas barotnes



LAB kulturu augsanas dinamika un pienskabes veidosana uz sukalu
bazes veidotas Skidrajas barotnes.

LAB kulttiru augSana B2 barotné pie 37 vai 42 °C RTS n x atkartotu rotacijas / miera stavokla ciklu rezima (5 min
300apgr/min; OD meérijums; 30 min stacionari; OD meérijums; 25 min stacionari, atkartot no sakuma) x n

AUT 2 - LAB kulttra, kas audzgéjot stacionaru pie 42°C savairojusies pasterizétas un vélreiz pie 100°C 15 min
karsetas koncentretas sukalas.

Audzeé pie 70°C 40 min pasterizétas un, lai atdalitu precipitéto proteinu, dazados rezimos centrifugétu stkalu
barotnés bazes, 35 mltilpuma. Barotni inokulé ar 1,5 ml LAB naktskulttiras no MRS. Péc 24 h augSanas alikvoté 18
ml barotnes, ko aizstaj ar 18 ml H20. AtSkaidiSanu atkarto péc 45h

LAB AUT 2 augSana pie 37 un 42°C RTS iekarta LAB IND 2 augSana pie 37 un 42°C RTS iekarta
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LAB kulturu augsanas dinamika un pienskabes veidosana uz sukalu
bazes veidotas Skidrajas barotnes.

Eksperimenta apstakli aprakstiti iepriekséja slaida
Redzams, ka visas kulturas, pat t;as, kuras izolétas pie 42°C un spéjusas izdzivot atkartotas termiskas
apstrades laika, tomeér ir mezofilas — aug labak pie 37, nevis 42°C. «Zagi» augsSanas likné veido LAB Stnu
sedimentacija/resuspendésSana periodiski rotéta atSkaidita un tadejadi mazak bliva barotne.

LAB MKK 4 augsana pie 37 un 42°C RTS iekarta LAB MKK 4 aug$ana pie 37 un 42°C aeréjot RTS iekarta
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LAB kultiru augsanas dinamika un pienskabes veidosana uz sukalu
bazes veidotas skidrajas barotneés.

Eksperimenta apstakli aprakstiti iepriekséja slaida
Redzams, ka izmantota barotne B2 ir pietiekami bagata ar baribas vielam, lai spetu uzturéet kulttru
augsanu ari pec atkartotas atskaidiSanas. Straujakais sakotnéjas augsanas temps noverojams kulttrai
IND 2 . MKK 4 usak augsanu diennakti velak neka IND 2, bet sasniedz gandriz identiskus maksimalos
raditajus, kuri gan atpaliek no cita tipa B barotnes gustamajiem rezultatiem.

Tris LAB kulttru augéana pie 379C RTS iekarta Tris LAB kultGru aug8ana pie 42°C RTS iekart3
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LAB kulturu augsanas dinamika un pienskabes veidosana uz sukalu
bazes veidotas Skidrajas barotnes.
Eksperimenta apstakli aprakstiti iepriekseja slaida
Aeracijas intensitate maz iespaido MKK 4 kultiras augsSanu B2 barotné pie 37°C, mazliet kavé pie 42°C

Pastiprinatas aeracijas iespaids uz LAB MKK 4
aug;sanu pie dazadam temperaturam RTS iekarta
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LAB kultiru augsanas dinamika un pienskabes veidosana uz sukalu

bazes veidotas skidrajas barotnes.

Eksperimenta apstakli aprakstiti
iepriekséja slaida

No LAB kultaram paraugi laktozes
SkelSanas produktu analizei ar HPLC
nemti vienlaikus ar atskaidisanu., kuras
rezultata laktozes koncentracija
samazinas, bet pienskabes koncentracija
barotheé tomeér saglabajas  bdutiski
nemainiga, kas apliecina laktozes talaku
izmantoSanu.

o

Paraugs t Glikoze |Pienskabe Etikskabe
MKK 4 37 0 4.02 1.01
MKK 4 42 0 3.78 0.99
IND 2 37 0 10.55 2.69
IND 2 42 0 8.17 3.07

AUT 42 37 0 9.16 2.83
AUT 42 42 0 5.64 2.33
MKK 4 aer 37 0 4.54 1.27
MKK 4 aer 42 0.14 2.31 0.58

48 h 2x atsSkaida un audze vél 24 h

MKK 4 37 0 6.92 1.47
MKK 4 42 0 5.89 1.51
IND 2 37 0 7.34 1.58
IND 2 42 0 5.33 1.67
AUT 42 37 0 6.35 1.67
AUT 42 42 0 5.60 1.67
MKK 4 aer 37 0 5.10 1.32
MKK 4 aer 42 0 3.69 1.14




LAB kulturu augsanas dinamika un pienskabes veidosanauz Nun B
sukalu bazes veidotas skidrajas barotnes RTS iekarta

Kulturas audze identiskos LAB augSanas dinamika N barotné RTS iekarta
cikliskas rotacijas/ miera 12

stavokla atkartojumu rezima

(aprakstits ieprieks). 11 TPTOTITVEL L apd 4. L M
N barotne augstakais )

sakotnéjais augSanas atrums 10

ir AUT 13 kulturai, kura ieguta
no uznemuma CP
pasterizetam koncentretam
sukal;am.

Kultdras MKK 3 un IND 2 7
lidzigu augsSanas tempu I

sasniedz pec diennakts 6
adaptacijas
Sakotnéja barotnes >
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LAB kulturu augsanas dinamika un pienskabes veidosanauzNun B
sukalu bazes veidotas skidrajas barotnes RTS iekarta

Audzesanas rezims
veidu «zaga zobu»
profiku augSanas likné
(i»ezoomets» fragments)
Arn B barotne AUT 13
kultarai ir liel\akais
augsanas sakuma
atrums, kuram netiek
lidzi ne MKK 4, ne IND 2,
lai gan Sis kultlras péc
120-130 stundam
sasniedz tadu pasu OD
(ap 12) ka AUT 13.

MKK 3 sak augt tikai pec
apm 90 stundam.
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LAB kulturu biomasa un (iespejams) barotnes nogulsnes pec 132 h
augsanas N un B barotnes RTS iekarta

Kulturas centrifugetas pie 13 000
rom, 120C, 15 min.

Augséjais attéls: N barotne,
apaksa - B.

No kreisas:

MKK 3

MKK 4

IND 2

AUT 13

Kontrole, endogenas floras
klatbltne + proteina precipitacija

B barotnes nocetrifugeto masivo
nogulSnu mitra masa =2,5-2,7 ¢
no apm.35 ml kulturas. Citur —
tipiskiap 0,5 g.




LAB kultiru augsanas dinamika un pienskabes veidosana uz Nun B
sukalu bazes veidotas skidrajas barotnées RTS iekarta

Barotne [Inokulats |Glikoze |Pienskabe|Etikskabe Barotne |Inokulats |Glikoze |Pienskabe|Etikskabe
MKK 3 12.6 20.6 1.9 MKK 3 3.3 4.5 0.4

MKK 4 13.1 21.5 1.8 MKK 4 3.4 4.7 0.4

B+ stac [IND 2 12.9 22.5 2.0 N +stac |[IND 2 3.6 4.3 0.3
AUT 1 0.0 24.0 0.7 AUT 1 0.0 5.2 0.2

Kont AUT 0.0 7.5 0.0 Kont AUT 0.0 3.5 0.2

MKK 3 13.0 22.6 1.9 MKK 3 0.0 14.8 0.9

MKK 4 12.8 23.4 2.2 MKK 4 3.1 15.0 1.1

Bstac |[IND2 13.2 21.5 1.5 N stac |IND 2 2.8 14.7 0.9
AUT 1 0.0 25.9 0.8 AUT 1 3.3 16.4 0.8

Kont AUT 0.0 17.5 1.1 Kont P 0.0 5.3 0.7

MKK 3 21.0 10.0 1.2 MKK 3 4.1 16.1 0.6

MKK 4 20.6 20.2 1.1 MKK 4 4.2 14.1 0.9

B-RTS [IND 2 20.8 26.5 1.0 N-RTS |IND 2 4.2 13.9 0.9
AUT 1 0.0 21.0 0.8 AUT 1 0.0 5.3 0.9

Kont AUT 0.0 23.2 0.8 Kont AUT 0.0 4.6 0.2

LAB neinokulétas kontroles barotnes audzétas stacionari pie 370C, Falcon mégenés ar uz RTS audzétajjiem
stobriem identisku barotnes sastavu un tilpumu.

Eksperimenta vérojama liela glikozes daudzuma uzkrasanas lidz ar pienskabi MKK3, MKK 4 un IND 2 kulttras.
AtSkiriba no tam AUT 13, kam raksturiga pati intensivaka augSana, veido tikai pienskabi. lespéjams, ka paraugos, kas
nemti no kultdram, kuras vél turpina augt, glikoze vel nav pilnigi izmantota, bet AUT 13 jau ir stacionara. Tas gan
nevaréetu bt tik izteikti atSkirigas glikozes koncentracijas iemesls N barotné.



X-Gal skelsanas produkti dazada sastava ‘MKK4 un AUT 13 kultiru
alikvotos no N barotnes.

Faktora F ietekme uz indola uzkrasanu, Skelot X-gal

1.20 Faktora F ietekme uz indola uzkrasanu, skelot X-gal
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0,2 ml alikvoti nemti no 48 h audzétam N kultidram, turpmak kultiveti 96 laucinu PCR platés divos atkartojumos ,
pievienojot katram laucinam 2 ul X-Gal bazes Skidumu. Vina plate pirms kultlras ieneSanas apstradata ar UV
starojumu, kas var veicinat lokalu ROS veidoSanos — F faktors,

Tumsi zilo krasu veido 5-bromo-4-hloro-3-hidroksindigo, kas rodas no hromogéna substrata X-gal
(5-bromo-4-hloro-3-indolil-B-D-galaktopiranozida) laktozi Skelosa enzima, beta-galaktozidazes (b-Gal) iedarbiba.
Krasu veidojoSais savienojums ilgstosas inkubacijas rezultata izbalé oksireductazu, peroksidazu un monooksigenazu
darbibas rezultata, adsorbéjoties uz Sunam, vai tiekot transportéts sSunas.



X-Gal skelsanas produkti dazada sastava ‘MKK4 un AUT 13 kultiru

1 e alikvotos no N barotnes.
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legutas liknes faktiski parada sakotnéjo krasvielas akumulaciju un tas talakas metaboliskas konversijas intensitati,
kas ari var but LAB biomasas biologiskas aktivitates raditajs. Maksimalo krasvielas uzkraSanas intensitati var
apréekinat, ekstrapoléjot lejupejoso likni un atrodot krostpunktu ar taisni, kas savieno koordinatu sakuma punktu ar
pirmé meérijuma rezultatu. Tas paradits, izmantojot iepriekS$éja slaida redzamo divu liknu pieméru.




3. BAP frakcijas veidosanas novertejums,
izmatojot kapilaras elektroforezes (KEF) analizi



BAP frakcijas veidosanas novertejums, izmatojot kapilaras
elektroforezes un HPLC analizes

Lai novertetu BAP frakcijas apjomu un

sastavu ar Kapilaras elektroforézes (KEF) MWCO Fraction A280 260/280 Prot..mg/ml Perservedvol.
un augstspiediena kidrumu Lactobacillus johnsonii MSC 1277
hromatografijas ( HPLC) metodém, 100 KDa Retentate 17.89 0.97 17.9 500 L
nepiecie$ams sakotnéji atbrivoties no 100 KDa Filtrate 3.56 1.02 3.6 500 pLx2
augstmolekularajiem proteinu 10 KDa Rgtentate 1.06 0.96 1.1 500 L
. .= - - 10 KDa Filtrate 3.12 1.03 3.1 500 uL x2

komponentiem fermentetajas sukalas ar
diferencialas ultrafiltreSanas palidzibu. > Kba Retentate 3.33 1.05 3.3 S00 L

L L . . 5KDa Filtrate 3.31 1.04 3.3 500 L x2
IzmalthJam Millipor un Sartorius firmu 2KD3 Retentate 3.07 103 31 500 L
ultrafiltrus ar molekulmasas 3KDa Filtrate 2.96 1.02 3.0 500 pLx 2
caurlaidibas limeniem ( MW cutofff, Kluyveromyces marxianus MSC 286
MWCO) 100kDa, 10 kDa, 5 kad un 3kDa.  [75,yp, Retentate 21.90 0.99 21.9 500 pL
Pirms ultrafiltréeSanas fermentéto sukalu 100 KDa Filtrate 4.03 115 4.0 500 L x 2
paraugi tika atbrivoti no iespéjamajiem 10 KDa Retentate 1.21 1.11 1.2 500 pL
piemaisijumiem, izmantojot 10 KDa Filtrate 3.40 1.16 3.4 500 pLx 2
membr;anas filtru ar 0,45 um poru 5KDa Retentate 3.59 1.17 3.6 500 L
diametru. 5KDa Filtrate 3.41 1.18 3.4 500 uLx 2
Spektrofotometrijas dati paradija, ka 3KDa Retentate 3.35 1.18 3.4 500 pL
filtretajos paraugos varéetu but 3KDa Filtrate 3.23 1.16 3.2 500 pLx2

saglabajies analizei pietiekams proteina

daudzumes. Tabula noraditie paraugi nodoti HPLC analizei



Sterilas MRS barotnes proteinu un peptidu KEF analize,

L 4 L 4

EOF, 60 cm, 75 um diam. kapilars ,Efosféta buff., UV detektors,

6 8 10 12 14 16 18 20

min



MKK celms #547 kultivets barotne MRS, proteini un peptidi supernatanta

Analizes apstakli ka ieprieks
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MKK celms #51277 kultivets barotne MRS, proteini un peptidi supernatanta
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Analizes apstakli ka iepri¢k§
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Autklaveta un caur
membranu filtru filtreta
NPW proteinu un peptidu
analize, uzglabajot
preparatu bez inokulacijas
370C temperatura.

Inkubejot pazeminas sukalu
pH, piki nobidas. Pakapeniski
uzkrajas EOP lenak elugjosies
minori peptidu piki (dzeltena
elipse).

Lielie piki atbilst laktalbumina
un laktglobulina frakcijam
sukalas.

Ot

24h
48h l

120h




Kluyveromyces
marxianus 286
kulturas
supernatanta KEF
analize.

MRS barotnes
supernatants filtrets
caur membranu filtru un
talak frakcuin;ets ar
MWCO iltriem.

KEF sadalijums, analizejot
aizvien mazaka MWCO
filtratus it ka «izstiepjas».
Dazi piki pie zemaka
MWCO tomeér nav
atrodami.

3 kDa
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Lactobacillus
johnsonii MKK 1277
kulturas
supernatanta KEF
analize.

MRS barotnes
supernatants filtrets
caur membranu filtru un

talak frakcionéts ar MWCO

filtriem.

KEF sadalijums, analizéjot
aizvien mazaka MWCO
filtratus it ka «izstiepjas».
Piki Skietami paliek tie
pasi.

marxianus 286

3 kDa
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5 kDa




4. Publikacijas manuskripta sagatavosana
Kopsavilkums un galvenie atteli



Variability of Lactobacilli Metabolic Performance at Cheese Whey Fermentation: Response Surface
Analysis for Two Strains.

Abstract

Fermentation of cheese whey provides versatile opportunities for valorization applications because of its
abundance in production lines, the high but poorly exploited value of its nutritional components, and the
existing but insufficiently explored potential of active microorganism strains. In this study we (1)
screened the lactic acid bacteria (LAB) from Microorganism Strain Collection of the University of Latvia
(MSCL), which originated local environments and according to APl analysis have been assigned to
species with a documented propensity of the production of biologically active substances (BAS); and (2)
explored " the factors influencing the growth and activity of the enzymes reflecting the capacity to
produce BAS in two strains: Lactobacillus johnsoniiMSCL S1277 (S1277) and Lacticaseibacillus
paracasei MSCL S547 (S547). LAB were propagated in MRS or whey-containing medium, and used for
fermentation of sterilized primary cheese whey (PW) and reverse-osmose concentrated whey (CW)
supplemented with glucose and yeast extract at 30, 37, 45 °C. The activity of hydrolytic enzymes
(fluorescein diacetate hidrolysis, FDA); oxidoreductases (reduction of tetrazolim salts by dehidrogenase,
DHA, and quinone by quinone reductase, QR); free-radical scavenging (imhibition of 2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl, DPPH, decoloration) as well as protein (Bradford staining) and a-amino group containing
compound (amino acids and peptides, AGCC, nynhydrin reaction) concentration were estimated after 4,
17, 24, 48 h of fermentation. Viable cell count was determined at the end of fermentation.

Response surface analysis revealed a complex relationship between fermentation conditions and time,
LAB strain type, and biomass enzymatic activity, supporting the need to develop and apply a tailored
optimization approach to achieve specific goals at whey fermentation.



Experimental Evaluation of Lactobacilli Strains in Diverse
Media and Fermentation Conditions
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.Boxplots of the
median performance
and variance in DHA
(A); FDA hydrolysis (B);
QR (C); DPPH
scavenging activity
(D); Bradford assay
(E); Ninhydrin assay
(F) during whey
fermentation by
Lactobacillus
johnsoniiMSCL 1277
and Lacticaseibacillus
paracasei MSCL 547
in dependence on
strain (l), temperature
(1), inoculum medium
(1), and fermentation
medium (IV).
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Dim 2 (11.86%)

Dim 2 (11.86%)

A. Ferm enta_tion mgt!ium
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D. Strain

' Dim 1 (13.47%)

B. Fermentation period

C. Temperature

Dim 1 (13.47%)
E. Inoculum medium o

Dim 1 (13.47%)

F. Inoculum volume
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Factor analysis of mixed data (FAMD) for datasets of six variables. A - Fermentation medium; B -
Fermentation period; C — Temperature; D — Strain; E - Inoculum medium; F - Inoculum volume.



A. Lacticaseibacillus paracasei MSCL S547

*p<0.05 *"p<0.01, " p<0.001
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B. Lactobacillus johnsonii MSCL S1277

*p<005 "p<0.01, *p<0.001

&0 \'»\ > &
& < b\
Q 8 e A0 O
& ST s LSS
Temp 000 o000 017 024 -030 013 009 016
Inoculum 000 006 002 005 002 005 007
Fermentation 016 030 504 .001 002 015
Pearson
FDA 007 %23 002 004 -006 "
m
QR 035 02 014 -009 -
00
DHA 005 o004 010 . o
10
Bradford 001 012
Ninhydrin -0.08

Pearson correlation between six variables. A - Lactobacillus johnsoniiMSCL 1277; B -
Lacticaseibacillus paracasei MSCL 547; C — both strains.



5. GALVENIE REZULTATI: APKOPOJUMS

5.1. Nemot vera projekta paredzeto intelektuala ipasuma aizsardzibas dokumentu
sagatavosanu, Seit un turpmak izmantotie

mikroorganismu celmi,

fermentacijas barotnes modifikacijas un

izmantotie kultivesanas apstakli
tiks apzimeéti ar numuriem un indeksiem, neatklajot So apziméjumu saturu, kas
varetu apdraudét intelektuala ipasuma tiesibu iegusanu.
5.2. Detalizeti raksturota sesu ieprieks atlasito LAB celmu speja augt dazada
sastava uz siera sukalu bazes veidotas barotnés. Vértéjot, augsanas atrumu,
biomasas uzkrasanu un pienskabes veidoSanas intensitati, kas norada uz
intensivu sukalu proteolizi, ka ar1 kulturu konkuretspeju merogota fermentacija
turpmakajam darbam atlasitas kulturas MKK 3 un MKK 4. Ka references kultura
izveléta viena no uznemuma «Cesvaines Piens» izmantotajam ierauga kulturam,
IND 2, un viena, iespéjams no rupnieciskajiem ieraugiem celusies kultura, kura
izoleta no vairakkartigi termiski apstradatiem sukalu paraugiem, AUT 13.



5.3 LAB kultdru augsanas dinamika un pienskabes veidosana uz sukalu
bazes veidotas skidrajas barotnes raksturota ka stacionaros, ta ari
daudzkanalu programmejamas kultiveSanas rezima iekarta RTS-8.
Raksturota LAB un LFY kultiru augsanas dinamika, atlasitas barotnes
variants, kas efektivak izmantojams LAB kultivesanai stacionaros
apstaklos un islaicigas rotésanas un miera stavoklu mainas ciklos
sasniedzot lielu LAB biomasas iznakumu. Barotnu, laktozes, monocukuru
un skabju sastavs raksturots ar HPLC hromatografiju. Pienskabe lidz
pH3,5-3,7 sasniegsanai butiski nekave atlasito LAB augSanu, tacu talak
nepiecieSama skabes titresana. Pilnigakai laktozes noardisanai barotné
nepieciesama atkartota papildu baribas vielu pievienosana kultivésanas
procesa. Katram no turpmakajai izpetei izveletajiem celmiem raksturigi
specifiski optimalie augsanas apstakli un barotne, kas perspektiva dod
iespéjas variet veidojamo BAP spektru.



5.4 BAP frakcijas veidosanas novertejumam apguta kapilaras
elektroforezes analize , izmantojot «Capel-205» iekartu elektroosmotiskas
plismas veidota sadalijuma rezima. Raksturots proteinu un peptidu
sakotnéjais sastavs LAB kultivéSanas barotnés un termiski apstradatas
siera sukalas. lzstradata darbplusma analizejamo preparatu sakotnejai
frakcionésanai ar membranu filtresanas un secigas ultrafiltrésanas
palidzibu, izmantojot centrifugejamas MWCO filtru kasetes. leguti pirmie
dati par 10, 5 un 3 kDa mazaku proteina dabas savienojumu klatbutni un
koncentraciju LAB un LFY barotnes.

5.5. Sagatavots zinatniskas publikacijas manuskrippts «Variability of
Lactobacilli Metabolic Performance at Cheese Whey Fermentation:
Response Surface Analysis for Two Strains» kas atspogulo projekta izpildes
gaita gutos rezultatus. Posma parskatam pievienots sagatavotas
publikacijas kopsavilkums un galvenie attéeli.
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