1862

RS

RIGAS TEHNISKA
UNIVERSITATE

Svetlana Raita

SKRININGA METODE
UZLABOTAI VIENSUNU PROTEINA
RAZOSANAI

Promocijas darba kopsavilkums

RTU lzdevnieciba
Riga 2025




RIGAS TEHNISKA UNIVERSITATE

Dabaszinatnu un tehnologiju fakultate
Vides aizsardzibas un siltuma sistému institats

Svetlana Raita

Doktora studiju programmas "Vides inZenierija" doktorante

SKRININGA METODE UZLABOTAI
VIENSUNU PROTEINA RAZOSANAI

Promocijas darba kopsavilkums

RTU Izdevnieciba
Riga 2025

Zinatniskie vaditaji

Ph. D. KRISS SPALVINS
docents Dr. chem.
KARLIS VALTERS
Zinatniskais konsultants
Dr. chem. TARAS MIKA



Raita S. Skrininga metode uzlabotai viensanu proteina
razo$anai. Promocijas darba kopsavilkums. Riga:
RTU Izdevnieciba, 2025. 38 Ipp.

Publicéts saskana ar promocijas padomes "RTU P-19",
2024. gada 28. augusta lemumu, protokols Nr. 208.

Promocijas darbs izstradats Latvijas Zinatnes padomes finanséta fundamentalo un lietiSko
pétijumu projekta Nr. LZP-2022/1-0126 "Herbicidi ka lidzeklis €damu, proteiniem bagatu
mutantu selekcijai". Atbalstu sniedza arT Eiropas Socialais fonds projekta Nr. 8.2.2.0/20/1/008
"Rigas Tehniskas universitates un Banku augstskolas doktorantu un akadémiska personala
stiprinasana strat€giskas specializacijas jomas".

'.|'II-|'-.I-' . FLPP EEEEuropean Union
H*I: * FUNDAMENTAL AND ; * £
. .mT.' APPLIED RESEARCH * * uropean

. . PROJECTS fo s

Latvian Council of Science Social Fund

Vaka attéla autore Svetlana Raita

https://doi.org/10.7250/9789934371547
ISBN 978-9934-37-154-7 (pdf)



PROMOCIJAS DARBS IZVIRZITS ZINATNES DOKTORA GRADA IEGUSANAI
RIGAS TEHNISKAJA UNIVERSITATE

Promocijas darbs zinatnes doktora (Ph.D.) grada iegiiSanai tiek publiski aizstavéts
2025. gada 27. februari plkst. 14 Rigas Tehniskas universitates Dabaszinatnu un tehnologiju
fakultate, Azenes iela 12/1, 607. auditorija.

OFICIALIE RECENZENTI

Profesors Dr. sc. ing. Ainis Lagzdins,
Latvijas Biozinatnu un tehnologiju universitate, Latvija

Profesore Dr. chem. Elena Bartkiene,
Lietuvas Veselibas zinatnes universitate, Liectuva

Profesore Ph. D. Tiina Alamée,
Tartu Universitate, [gaunija

APSTIPRINAJUMS

Apstiprinu, ka esmu izstradajusi o promocijas darbu, kas iesniegts izskatiSanai Rigas
Tehniskaja universitaté zinatnes doktora (Ph. D.) grada iegiiSanai. Promocijas darbs zinatniska
grada iegliSanai nav iesniegts neviena cita universitate.

SvetlanaRaita ....................ooi (paraksts)
Datums: ..........coooiiiiiiin. .

Promocijas darbs ir uzrakstits anglu valoda, taja ir ievads, tris nodalas, secinajumi, 13 attéli,
22 tabulas, devini pielikumi, kopa 219 lappuses, ieskaitot pielikumus. Literatiiras saraksta ir
354 nosaukumi.



Darba izmantotie saisinajumi..........
16Vads ...

SATURS

Promocijas darba aktualitate
Promocijas darba merkis un UZdevUumi .........ccceeiiiiiiiiiiii e 7
IZVIrZItA DIPOLEZE ......eevieeeeieie ettt e nnes 7
ZINANISKA NOVILALE ...

Praktiska vertiba
Promocijas darba struktlira ..........cccccoviiiiiiiiiicn

Promocijas darba zinatniska aprobacija...........cc.ccevene.

1. Literatlras apsKats .......cccocerirereienineeenene e
1.1. Vien$inu proteinu potencials akvakultiiras bariba............
1.2.  Eksperimentalam petfjumam izveleta rauga suga .............

2. MEtOdOLOZHA . cveverieieiieeie et

2.1. Daudzkriteriju lémumu pienemsanas analize .......

2.2. SagatavoSanas pétfjuma eksperimentalajai dalai..........ccooreiiiiniiecinee
Barotnu un SkTdumu SagatavoSana..........ccccviiiiieciiiise i
Mikroorganisma celms un inokulatu sagatavosana
MULAZENEZE ...t
Stinu skaita un augSanas dinamikas noteik3ana............

Aminoskabju biosintézes inhibitora koncentracijas noteikSana
Mutantu skrinings
Kultivésana kolbas

2.3.  Analitiskas metodes biomasas NOVEIESANAL........c..cervreriiiiiiiiii e
Kopprotemna satura NOtEIKSANA .........ccviriiiiiiieeieciee et
Aminoskabju profila NOteIKSANA .........ccovireiiiriree s
Viensiinu proteina kvalitates NOVEItESANA. .........cccueviciiiiiiiiii s
Astaksantina satura NOtEIKSANG ........ccvevrireeiiirireee e s
StatiStiSKAS ANAITZES ... .ecveiieeieieiiereee e

3. Rezultati un diSKUSIJA .....eieiiiiiiiiiiieie e

3.1.  Aminoskabju biosintézes inhibitoru daudzkriteriju lemuma pienemsanas analizes

JES7401 1215 OO OSSP O PP PR UPOPTP 19

3.2. Phaffia rhodozyma augsanas inhibicijas eksperimenti..........ccocooervreerinreencniennenen. 20
S-(2-aminoetil)-L-cisteina ictekme uz Phaffia rhodozyma aug8anu ............ccccceeevieniennns 20
Glufosinata amonija ietekme uz Phaffia rhodozyma augsanu............c.coccoveiinccnnennn. 21
Metionina sulfoksimina ietekme uz Phaffia rhodozyma augsanu ..........ccccceoevnciinnennn 23

3.3, Atlastto Mutantl ANALTZE ........ccuevvererieieiisiee e 25
Glicerina-sals barotn€ izaudz&tu mutantu analize............cceceveninieienininc e 25
Glicerina-peptona barotn€ izaudz&tu mutantu analize.........ccocovvreeiereneniieneneseeie e 27

SECINATUIM ..ttt ere et n e e se e nr e s e r e r e nrenreneas 32

1ZMANtOTA TIEETATITA .....vvveeee ettt et b e r e 33



DARBA IZMANTOTIE SAISINAJUMI

AAS — aminoskabju raditajs

AEC — S-(2-aminoetil)-L-cisteins

Ala — alanins

Arg — arginins

Asp ac — asparaginskabe

ATX — astaksantins

BCA - bicinchoninskabes tests

Cys — cisteins

EAA — neaizstajamas aminoskabes

EAAI — neaizstajamo aminoskabju indekss

Em. — emisija
EMS — etilmetansulfonats
EX. — ierosme

FAOQ — Partikas un lauksaimniecibas organizacija
g — smaguma spéks, relativa centrb&dzes spéka mérvieniba
GA — glufozinata amonijs

Gly — glicins

Glu ac — glutaminskabe

GPM - ar glicerina-peptona barotne

GSM - glicerina-sals barotne

His — histidins

lle —izoleicins

YM - rauga barotne

YNB — rauga slapekla baze bez aminoskabeém
Leu — leicins

Lys — lizins

M — mols

MCDA — daudzkritériju [émumu analize

Met — metionins

MSO - L-metionina sulfoksimins

n/a — nav analiz&ts

NEAA — aizstajamas aminoskabes

OD - optiskais blivums

Phe — fenilalanins

Pro — prolins

rpm — apgriezieni minité

SCP — viensiinu proteins

Ser — serins

Thr — treonins

Tyr — tirozins

TOPSIS — metode, kas lauj alternativam noteikt relativas tuvibas koeficientu idealajam risinajumam
Val — valins

Saisinajumi, kas lietoti mutantu apziméjumam (GA6/5-1; GA7/4-3; AEC2/1-2; AEC3/9-1
utt.).
Pirmie burti norada mutantu skrininga izmantoto aminoskabju biosintgzes inhibitoru, nakamais

cipars atbilst inhibitora koncentracijai, cipars p&c slipsvitras norada mutanta s€rijas numuru,
cipars pec defises norada subkultiiras skaitu.



IEVADS

Promocijas darba aktualitate

Akvakultiira ir kluvusi par vienu no nozimigakajiem globalas partikas razoSanas sektoriem,
tomér $1 izaugsme rada nopietnus izaicinajumus, ipasi attieciba uz baribas nodro$inasanu. Viens
no biitiskakajiem jautajumiem ir zivju miltu plasa izmantoSana ka primarais proteinu un lipidu
avots akvakulttiras bariba, kur Sie milti galvenokart tiek iegiiti no savvalas zivju nozvejas. Katru
gadu vairak neka 30 miljoni tonnu zivju tiek novirziti nepartikas vajadzibam, no kuriem 80 %
tiek izmantoti akvakultiiras baribas razoSanai, radot ievérojamas problémas saistiba ar savvalas
zivju krajumiem [1], [2]. Sojas miltu izmanto$ana akvakultliras bariba dalgji aizstaja zivju
miltus, tomér §ads risinajums radija akvakultiiras nozares atkaribu no lauksaimniecibas. Lidz
ar ko patlaban pastav augsta nepiecieSamiba pé&c ilgtsp€jigiem alternativiem proteinu avotiem,
kas nekonkure par resursiem ar partikas nozari [3], [4].

Viens no tadiem alternativiem proteinu avotiem ir vien$tinu proteini (anglu val. single-cell
protein, SCP). SCP ir sausa mikroorganismu biomasa, galvenokart mikroalgu, bakteriju,
pelgjuma sénu un raugu, kas bagata ar proteiniem. SCP tehnologijai ir daudz prieksrocibu,
salidzinot ar tradicionalo proteinu raZoSanu, jo ta ir videi draudzigaka (pateré mazak Gdens, tai
ir nepiecieSamas mazakas zemes platibas, to neietekmé klimatiskie apstakli, to var razot no
agroripniecibas blakusproduktiem) [5]-[7]. Palielinot SCP izmantoSanu akvakultiiras bariba
un lopbariba, varétu samazinat lauksaimniecibas zemes un komercialas nozvejas noslogu,
vienlaikus pildot vides stratégiju prasibas, pieméram, samazinot o nozaru siltumnicefekta gazu
emisijas [8], [9].

SCP razoSanas tehnologijas ir plasi pétitas gadu desmitiem [10], un ir produkti, ko
veiksmigi izmanto ka partikas piedevu cilvéku un dzivnieku baribai [11]. Patlaban SCP tiek
razoti ar dazadiem komercialiem nosaukumiem, pieméram, Brovile®, AlgaVia®, Quorn®,
Vitam-R®, Pruteen®, Marmite®, FermentIQ™u. c. [11], [12]. Lai gan dazi no tiem jau ir tirgi,
tie joprojam ir niSas produkti, kas nav plasi pieejami vai patéréti [13]. EsoSie ierobezojumi,
pieméram, nepietickama parstrades un razosSanas jauda, nepietickami attistita infrastruktiira,
augstas izmaksas, izdevumi u. c., kavé tehnologijas paplasina$anu un komercialas dzivotspg&jas
sasnieg8anu [14]. Tapéc ir svarigi veikt pétijumus, kuru mérkis ir uzlabot SCP tehnologijas.
Mikroorganismi ir $o tehnologiju pamata, un to produktivitate un kvalitate ir galvenie faktori,
kas ietekmé tehnologijas konkurétsp&ju. Uzlabojot un radot celmus ar labakam pasibam, var
palielinat SCP konkurétspgju tirgl. Patlaban génu inzenierija ir vienigais veids, ka uzlabot
proteinu biosintézi mikroorganismos [15], [16]. Tomér Eiropas valstis gen&tiski modific&tus
mikroorganismus ir aizliegts izmantot partika un bariba bez nekaitiguma apstiprinajuma. Sadu
mikroorganismu nekaitiguma apstiprinasana ir apgriitinats process dazadu sarezgitu noteikumu
un likumdo$anas skérslu del [14], [17], [18].

Promocijas darba pétita jauna pieeja radit mikroorganismus ar uzlabotu aminoskabju
profilu. Tiek ierosinats, ka sakuma mikroorganisma $tnas tiek paklautas nejausai mutagenézei,
kam seko mutantu skrinings selektiva barotné. Sis koncepts ir labi zinams, veidojot tadus
mikroorganismu mutantus, kuriem mérka metabolita biosint€zes cela inhibicija uzlaboja
taukskabju un karotinoidu sintézi [ 19]-[21]. Interesanti, ka nejauso mutagen&zi plasi izmantoto,



lai uzlabotu mikroorganismu vélamas 1pasibas, tomér §1 metode netiek izmantota proteinu
sintézes uzlabosanai. Promocijas darba pétiti aminoskabju biosintézes inhibitori ka selektiva
spiediena lidzeklis, lai atlasTtu rauga mutantus ar uzlaboto aminoskabju profilu. Tika pienemts,
ka mutagengzei paklautas rauga $tinas, kas spgj augt barotn€ ar aminoskabju biosintézes
inhibitora devu, kas inhib& 100 % savvalas tipa $iinas, ar lielu varbiitibu sinteze lielaku
aminoskabju daudzumu.

Lai gan kopgja proteina koncentracija celmu biomasa ir nozimigs faktors, neaizstajamo
aminoskabju koncentracija nosaka ieglita proteina kvalitati. Neaizstadjamas aminoskabes,
pieméram, lizins, metionins, treonins un triptofans, ir svarigas zivju bariba, jo tradicionalajos
protelna avotos, piem&ram, soja, tas ir pieejamas limit§josa daudzuma [22], [23]. Tadgjadi,
radot SCP mutantus, ir svarigi palielinat neaizstajamo aminoskabju Ipatsvaru mikroorganismu
biomasa.

Promocijas darba mérkis un uzdevumi

Promocijas darba mérkis ir izstradat metodi mikroorganismu mutantu skriningam ar
uzlabotu neaizstdjamo aminoskabju biosintezi. Skrininga metode ir balstita aminoskabju
biosint€zes inhibitoru izmantosana, lai identific€tu mutantus, izmantojot selektivo spiedienu.
Merka sasniegSanai defin@ti vairaki galvenie uzdevumi.

Novertét vienstinu proteina sintézes uzlabosanas stratégijas.
Izveidot aminoskabju biosintézes inhibitoru datubazi.
Veikt aminoskabju biosintézes inhibitoru daudzkriteriju Iemuma pienemsanas analizi.

i

Veikt eksperimentalu petfjumu, lai raditu mutantus ar uzlabotu neaizstajamo aminoskabju
biosintézi.

Izvirzita hipotéze
Aminoskabju biosintézes inhibitoriem (aktivam herbicidu vielam) ir potencials bt
skrininga rikam, lai atlasitu mutantus ar uzlabotu aminoskabju profilu.

Zinatniska novitate

Promocijas darba pétita jauna pieeja, ka atlasit mikroorganismu mutantus ar paaugstinatu
neaizstajamo aminoskabju biosinteézi. Darba gaita tika izstradata aminoskabju biosintezes
inhibitoru datubaze, darba zinatnisko novitati veido fakts, ka §is kimiskas vielas ka proteinu
sintez€joso mutantu skrininga riks tika apliikotas pirmo reizi. Lidz ar to vienuviet tika apkopoti
pieejamie zinatniskie raksti par aminoskabju biosintézes inhibitoru ietekmi uz
mikroorganismiem.

Eksperimentalajam pétfjumam ir augsta zinatniska novitate, jo tas apraksta mutantu
radiSanas un skrininga metodi, ka arT metodes specifikas nianses un nepilnibas. Turklat raditie
mutanti validé jaunu riku mutantu atlas€, kas liek pamatus §is metodes talakai attistibai
zinatniskaja sabiedriba. Izstradata metode ir elastiga un piemérojama dazadu aminoskabju
grupu biosintézes uzlaboSanai dazados mikroorganismos.

Nozimigs promocijas darba rezultats ir rauga Phaffia rhodozyma mutantu radiSana. Sis
raugs ir izmantojams nelielos daudzumos ka astaksantina piedeva akvakultiiras bariba. S1rauga



proteinu analize paradija, ka tas ka SCP razotajs lidz Sim ir nepietickami novertets. Raditie
mutanti ar bitiski palielinatu lizina, metionina, fenilalanina, izoleicina un triptofana sintézi
uzradija labaku proteinu kvalitati, salidzinot ar tradicionalajiem SCP razojosajiem raugiem. Sis
atklajums paver jaunas iesp€jas izstradat tehnologiju, vienlaikus razojot divus mikrobialus
produktus, Phaffia rhodozyma gadijuma — astaksantinu un proteinu.

Praktiska vértiba

Saskana ar Partikas un lauksaimniecibas organizacijas (FAO) pazinojumu [24] SCP
tehnologiju attistiba ir svariga, lai samazinatu slogu tradicionalajam baribas proteinu raZo$anas
nozarém. Tapec uzlaboti komerciali celmi, kas bagati ar aminoskab&m, 1pasi izcelot lizinu un
metioninu, varétu kalpot ka ilgtsp&jigi alternativo proteinu avoti akvakultiiru bariba.
Izstradatajai un eksperimentali apstiprinatajai metodologijai ir tie$s praktisks lietojums
biotehnologijas, kur produktivi celmi var ievérojami palielinat SCP raZoSanas efektivitati un
samazinat izmaksas. P&tnieki un zinatnieki SCP razoSanas joma var izmantot promocijas darba
sniegtos datus un metodologiju, lai raditu uzlabotus celmus komercializacijai vai validétu
jaunus celmus, kas ieprieks nav izsverti ka viensiinu proteinu potencialie razotaji.

Promocijas darba struktira

Promocijas darbs ietver Cetrus galvenos posmus (I. att€ls). Pirmaja posma (S1) tika
apskatitas divas SCP raZoSanas uzlabojosas stratégijas — mikrobialas fermentacijas apstaklu
optimizacija (pirma publikacija — P1) un nejau$d mutagenéze, lai raditu uzlabotus SCP
razojoSus mutantus (tre$a publikacija — P3). Otraja posma (S2) tika izveidota herbicidu
datubaze, kura apkopoti herbicidu veidi, mérka aminoskabes, iespgjamas blakusparadibas (otra
publikacija — P2), ka ari apkopoti pétfjumi par mikroorganismu inhibicijas pakapi,
izmantotajam devam un specifiskajiem lieto§anas nosactjumiem (P3). Tre$aja posma (S3) tika
veikta herbicidu daudzkritériju analize (MCDA), lai izvélétos piemérotakos aminoskabju
biosintézes inhibitorus (ceturta publikacija — P4) turpmakai eksperimentalai izp&tei. Pedgja
posma (S4) tika veikti eksperimentalie darbi, lai raditu mutantus ar uzlabotu neaizstajamo
aminoskabju biosintezi, kas ietver mutagenézi, selektivu mutantu skriningu un atlasito mutantu
proteinu analizi (piekta publikacija — P5). Galvenie sagaidamie rezultati bija izstradata
skrininga metodologija (R1) un raditie mutanti (R2).



Mutanti ar uzlaboto
aminoskabju sintézi

Mutantu skiThinga

R1
metode
Mikroorganismu Herbicidu Herbicidu  Eksperimentalais
uzlabosanas datubdze multikritgriju darbs
P1 stratégijas P2, P3, P4 P4 analize P5

1. attels. Promocijas darba struktiira. Burti S, P un R apzimé€ solus, publikacijas un rezultatus.
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1. LITERATURAS APSKATS

1.1. VienSiinu proteinu potencials akvakultiiras bariba

Akvakultiiras bariba parasti satur vairaku proteina avotu kombinaciju un vajadzibas
gadijuma tiek papildinata ar tiram aminoskab&m, lai nodrosinatu nepiecieSamo aminoskabju
lidzsvaru [25]. Parsvara akvakultiras baribas sastava izmanto zivju miltus, pakSaugus, ellas
augus, dzivnieku blakusproduktus, véZzveidigo un algu miltus [26], [27]. Katram no $iem
avotiem ir atseviSkas neaizstdgjamas aminoskabes limitgjosa daudzuma. Augu izcelsmes
proteinos parasti ir mazak metionina, triptofana, lizina un cisteina. Dzivnieku izcelsmes
proteinos, iznemot zivju miltos, triikst treonina, metionina, cisteina, izoleicina un tirozina [26],
[27]. Algu proteina ir mazak histidina un metionina [28]. Savukart zivju miltus uzskata par
lidzsvarotaku neaizstajamo aminoskabju avotu zivju uztura. Zivju miltus parsvara razo no
mazam pelagiskam baribas zivim, pieméram, makrelém, silkém, sardiném, anSoviem, un
nelielu dalu no zivju blakusproduktiem un atkritumiem [24], [29]-[31].

Sakotngji zivju miltus izmantoja ka efektivu un 1&tu proteiniem bagatu baribas sastavdalu
akvakulttras audz&tajam sugam. Toméer nozvejas produktivitates samazinasanas un zivju miltu
pieprasijuma pieaugums izraisija ievérojamas cenu izmainas [31]. Zivju miltu cena p&dgjo
20 gadu laika ir palielingjusies no 599 EUR/t 2013. gada lidz 1673 EUR/t 2023. gada, un
paredzams, ka ta turpinas pieaugt [24], [32]. Paslaik vairak neka 80 % (86 % 2020. gada) zivju
miltu tiek izmantoti, lai razotu baribu akvakultiiru sugu, galvenokart garnelu, lasu un citu jiiras
zivju, piemeram, juras asaru, audz&€$anai [24]. Zivju milti ir galvena sastavdala zivju baribas
sastava. Varaviksnes forelu bariba ir 30—68 %, savukart Atlantijas lasu bariba ir 28,8-60,5 %
zivju miltu kopgja bariba atkariba no zivs augsanas stadijas [26], [33]. Akvakultiras nozares
paplasinasanai ir jaizstrada papildu ekonomiski un ekologiski dzivotsp&jigi risindjumi, lai
apmierinatu pieaugoso pieprasijumu p&c baribas. Tapéc ilgtspgjigai akvakultiras audzeésanai ir
jasamazina atkariba no zivju miltiem, aizstajos tos ar alternativiem proteinu avotiem [24], [34],
[35].

Viensinu proteini (SCP) ir daudzsolosa alternativa zivju miltiem un augu izcelsmes
proteiniem [36], [37]. SCP ir ar proteiniem bagata zavéta mikroorganismu biomasa no,
piem@ram, algém, baktérijem, pelgjuma séném, raugiem un protistiem [38], [39]. Masdienas
razotaji zivju baribas sastava veiksmigi izmanto tadu mikroorganismu biomasu ka Chlorella
vulgaris, Nannochloropsis gaditana, Schizochyrium sp., Saccharomyces cerevisiae, Candida
utilis, Kluyveromyces marxianus, Wickerhamomyces anomalus, Spirulina maxima,
Methylococcus capsulatus, Methylophilus methylotrophus un Methylobacterium extorguens
[25], [40]. Nesenie eksperimentalie baro$anas izméginajumi liecina, ka ar rauga SCP var aizstat
no 15 % lidz 60 % zivju miltu zivju bariba, kas atbilst [idz 345 g rauga uz kg baribas [37], [41]—
[43]. Piem@ram, pétijuma [41] rezultati liecina, ka S. cerevisiae var aizstat 1idz pat 40 % zivju
miltu varaviksnes forelu bariba, nepasliktinot zivs augSanas raditajus, baribas vielu uzstksanos
vai veselibu. W. anomalus izmantoSana varaviksnes forelu bariba 20 % apjoma uzlaboja fosfora
uzsiikSanos zarnu trakta, vienlaikus samazinot fosfora patérinu [41]. Interesanti, ka piem&rotais
S. cerevisiae biomasas daudzums bariba ir atkarigs no zivju sugas. Tadgjadi Sis raugs var aizstat
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50 % zivju miltu bariba jiiras asariem un taiminiem, 20 % — sarkanam jiiras karisam un 15 % —
Nilas tilapijam bez negativas ietekmes uz augSanu. Turklat p&tijuma tika uzlabota baribas
konversija zivs dzivsvara [37]. SCP var veiksmigi izmantot ar zivju baroSanai agrina dzives
cikla. Saja perioda zivim bariba ir nepieciesams vairak proteina, jo notiek intensivs kermena
svara pieaugums [44], [45]. Lidzigi ka ar raugiem, bakteriju SCP izmantoSana varaviksnes
forelu mazulu bariba aizstaja 50 % zivju miltu un uzlaboja baribas konversijas koeficientu,
salidzinot ar standarta baribu [44].

1.2. Eksperimentalam pétijumam izvéléta rauga suga

P&tfjumam, kas aprakstits promocijas darba eksperimentalaja dala, tika izvéléts sarkanais
raugs Phaffia rhodozyma. P. rhodozyma jeb tas teleomorfs Xanthophyllomyces dendrorhous ir
labi zinams karotinoidus sintez€joSs raugs, ko izmanto ka dabigu astaksantina piedevu
lagveidigo zivju baribai (pieméram, Aquasta® un RedStar®)[41], [46]. Sis raugs ir pétits pedgjos
50 gadus, lai izstradatu konkurétsp&jigu dabiga astaksantina raZoSanas tehnologiju [47].
Interesanti, ka P. rhodozyma biomasa tika skatita ka astaksantina avots, bet netiek nemts veéra
ta protenu un taukskabju saturs. Normativajos dokumentos, kas apstiprina P. rhodozyma
biomasas izmantoSanu akvakultiiras baribas sastava, ir noraditas pielaujamas astaksantina
koncentracijas un nekaitiguma kritériji piedevai [48]. Saskana ar Eiropas regulu 2015/1415
astaksantina saturs nedrikst parsniegt 100 mg/kg gatavas baribas, vienlaikus astaksantina
koncentracijai P. rhodozyma biomasa jabiit augstakai par 0,5 % [48]. Pamatojoties uz Siem
nosacijumiem, rauga P. rhodozyma biomasu ka baribas piedevu iesp&jams izmantot aptuveni
20 g uz 1 kg gatavas baribas. Petfjumi, ka $1 rauga biomasa lielaka daudzuma pie zemakam
astaksantina koncentracijam kaité lagveidigo vai citu dzivnieku veselibu, netika atrasti. Zivs
baroSanas eksperimentalais petfjums zino, ka 100 g/kg P. rhodozyma biomasas varaviksnes
forelu uztura nodrosinaja lidzigu zivs augSanas atrumu, salidzinot ar lidzvertigu daudzumu SCP
rauga papildinatu uztura devu [49]. Kopuma P. rhodozyma proteinu un aminoskabju sastavs ir
maz pétits. 19. gadsimta 80. un 90. gadu pétijjumos zinots, ka P. rhodozyma biomasa satur
aptuveni 25-47 % proteina, sabalans€tu aminoskabju profilu un augstu taukskabju daudzumu
[50]-[52].

Pie nosacijuma, ka P. rhodozyma biomasa ir apmierino$s proteina saturs (30-50 %) un
mérens astaksantina saturs (0,02—0,05 %), ta var klut par lielisku baribas sastavdalu lasveidigo
sugam. Pienemot, ka rauga biomasu var pievienot 200-350 g uz 1 kg baribas bez negativas
ietekmes uz zivs veselibu, ta var dal€ji aizstat tradicionalos proteinu avotus, vienlaikus
nodro§inot nepieciesamo astaksantina daudzumu bariba. Sada pieeja, iegistot SCP no
P. rhodozyma, lautu palielinat tehnologijas konkurétsp&ju un izstradat jaunu produktu baribas
tirgum. Promocijas darba tika apskatiti un salidzinati P. rhodozyma savvalas celma un mutantu
aminoskabju profili ar tradicionalajam SCP raugu sugam.
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2. METODOLOGIJA

2.1. Daudzkritériju lemumu pienemsanas analize

S1 pétijuma mérkis bija atrast un salidzinat labakos aminoskabju biosintézes inhibitorus
uzlaboto mutantu selektivajam skriningam. Lai identificétu pieme&rotakos aminoskabju
biosintézes inhibitorus baktériju un sénu skriningam, tika izmantota daudzkriteriju [émumu
pienemsSanas analizes (MCDA) TOPSIS (anglu val. a technique for order preference by
similarity to ideal solution) metode un AHP (anglu val. analytic hierarchy process). TOPSIS
riks tika izmantots, lai aprékinatu aminoskabju biosintézes inhibitoru alternativam relativas
tuvibas koeficientu idealajam risinajumam, proti, nosakot labako alternativu atkariba no
krit€rijiem. Relativas tuvibas koeficients vienmer ir no 0 [idz 1, kur 1 ir idealais vért&jums [53].
AHP riks tika izmantots, lai pieskirtu krit€rijiem svarus (2.1. tabula) péc ekspertu viedokla un
matematiskiem aprékiniem, izvert€jot viena kritérija nozimi attieciba pret citu. AHP aprekinos
iegitie krit€riju svari tika integréti TOPSIS aprekinos, lai palielinatu iegiito rezultatu ticamibu
[54].

Petijuma tika novertetas $adas aminoskabju biosintézes inhibitoru alternativas: glifosats;
metsulfuronmetils; sulfometuronmetils; hlorsulfurons; tribenuronmetils; imazapirs; imazapiks;
imazetapirs; imazamokss; imazametabenzs; imazakvins; glufozinatamonijs; L-metionina
sulfoksimins; DL-propargilglicins;  L-a-(2-aminoetoksivinil)glicins; ~ S-(2-aminoetil)-L-
cisteins; amitrols.

Aminoskabju biosintezes inhibitori tika verteti pec Cetriem kriterijiem — inhibitora cena,
inhibicijas efektivitate, inhib&to neaizstajamo aminoskabju Tpatsvars un drosiba (2.1. tabula).

2.1. tabula
TOPSIS izmantotie kritériji un AHP svari
Nr.  Kriteriji Megrvieniba Svars
Cl  Aminoskabju biosintézes inhibitora cena* €/100 mg 0,17
C2  Inhibicijas efektivitate - 0,28
C3  Inhib&to neaizstagjamo aminoskabju Tpatsvars % 0,47
C4  Kopgjais veselibas un vides apdraud&jumu skaits - 0,08
z 1

* Aminoskabju biosintézes inhibitoru cenas tika noteiktas péc vietgjo kimisko vielu piegadataju
aptaujas.

2.2. SagatavoSanas pétijuma eksperimentalajai dalai

Barotnu un Skidumu sagatavoSana

P. rhodozyma inokulats tika kultivéts Skidra rauga barotné (YM), kas sastav no 10 g/L
glikozes, 5 g/L peptona, 3 g/L iesala ekstrakta un 3 g/L rauga ekstrakta. Eksperimentala
glicerina-sals barotne (GSM) sastavéja no 40 g/L glicerina, 4,83 g/ NH4Cl, 1 g/L
K2HPO4-3H20, 0,88 g/L. MgS04-7H20, 0,2 g/L CaCl2-2H20, 20 g/L CsHsKOa, 1,7 g/L rauga
slapekla bazes (YNB) bez aminoskabém, pH 6,0 + 0,1). Glicerina-peptona barotne (GPM) tika
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izmantota eksperimentu talaka posma, un ta sastav no 70 g/L glicerina, 32 g/L sojas peptona,
10 g/L rauga ekstrakta, 1,7 g/L YNB, pH 5,0 £ 0,1.

Glufozinatamonijs (CAS 77182-82-2) tika iegadats no Combi-Blocks (ASV). S-(2-
aminoetil)-L-cisteina hidrohlorids (CAS 2936-69-8) un L-metionina sulfoksimins (CAS 15985-
39-4) tika iegadats no Sigma-Aldrich (ASV). Herbicidu-udens Skidumi tika sterilizéti caur
0,22 pm poru izméru §lirces filtru un lidz eksperimentiem uzglabati 8 °C temperatiira.

Mikroorganisma celms un inokulatu sagatavo§ana

Rauga kulttira P. rhodozyma DSM 5626 tika iegadata no Vacijas Mikroorganismu un §tinu
kultiru kolekcijas Leibnicas institiita. Pirms eksperimentiem svaigu rauga kultiira tika
uzglabata 4 °C temperatiira uz YM agara plates (2.1. A att€ls). Pirms eksperimenta uzlik$anas
inokulats tika kultivets 50 mL koniskaja kolba 20 mL YM barotnes divas dienas
250 apgriezienos/min 22 °C.

400 x palielinajuma (B).

Mutagenéze

P. rhodozyma DSM 5626 $tnu mutagenézei tika izmantots etilmetansulfonats (EMS, Sigma
Aldrich) 4 % koncentracija. EMS koncentraciju, kas izraisa 50-95 % P. rhodozyma DSM 5626
§tnu bojaeju, iepriek§ eksperimentali noteica Feldmane [55]. EMS mutagenézes metode tika
balstita literatiiras datos ar modifikacijam [21], [55], [56].

Tsuma, 48 stundu inokulatu $tinas tika ievaktas un divas reizes mazgatas ar 50 mM kalija
fosfata bufer§kidumu (pH 7,0). P&c tam tas tika parnestas 4 % EMS un 50 mM Kkalija fosfata
buferskiduma (EMS $kidums). Saja $kiduma $iinas tika inkubétas 2 h 22 °C uz rotacijas
kratitaja ar atrumu 250 apgriezieni/min. Péc tam, kad EMS tika neitralizéts ar 5 % natrija
tiosulfatu, tas tika ievaktas un divas reizes mazgatas ar kalija fosfata bufer§kidumu, un
nosléguma suspendétas ar YM barotn€ nakts kultivéSanai. Nakamaja diena $tinas divas reizes
tika mazgatas ar kalija fosfata bufer§kidumu, lai izskalotu YM barotni. P& tam S$tnas tika
suspend&tas ar GSM barotni, saskaititas un inokulétas mikroplaté.
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Siinu skaita un augdanas dinamikas noteiksana

Rauga $tinu skaita un augSanas dinamikas noteikSanai tika izmantotas $adas metodes un
aprikojums:

e 30nu skaitiSana zem gaismas mikroskopa (Micros Austria, MCX100LCD) ar 400 x
palielinajumu, izmantojot hemocitometru (4ssistant, Neubauer improved, 0,1 mm
dziluma kamera) (2.1. B att€ls), Stinas/mL;

e kultiiras optiska blivuma (OD) noteik$ana pie 600 nm mikroplasu lasitaja (TECAN
Spark®) un datu apstrade ar SparkControlMagellan™ programmatiiru;

e sausas biomasas daudzuma noteikSana ar termogravimetrisko metodi, g/L;

e specifiska augSanas atruma noteikSana, 1.

Aminoskabju biosintézes inhibitoru mérka koncentracijas noteik§ana

Mikroorganismu inhibicijas eksperimenti tika veikti caurspidigas 48 Stnu mikroplatgs.
GSM Dbarotnei tika pievienoti inhibitori atbilstoSa koncentracija, ka arT inokulats
1,0 x 10 §Ginu/mL koncentracija. Katrai inhibitora koncentracijai tika veikti tris atkartojumi.
AugSanas  inhib&Sanai testeto  herbicidu  koncentracijas bija no 0,1-350 mM
glufozinatamonijam (GA), 0,1-50 mM S-(2-aminoetil)-L-cisteinam (AEC) un 0,01-50 mM
metionina sulfoksiminam (MSO). Mikroplate tika inkubgta Iidz se$am dienam mikroplasu
lastaja (2.2. A attéls) 22 °C temperatiira pie 216 rpm mitruma kaseté (2.2. B attéls), lai
samazinatu barotnes izziiSanu. Papildus OD meérfjumiem katra parauga tripleta $tinas péc
kultivéSanas tika mikroskopétas un saskaititas. Turpmakai mutantu skrininga veikSanai tika
izv€letas minimalas aminoskabju biosintézes inhibitoru koncentracijas, kas izraisa pilnigu
rauga augsanas inhibiciju.

A B y N
2.2. attels. (A) Mikroplasu lasitajs (TECAN Spark®), (B) mikroplate mitruma kasete.

Mutantu skrinings

Mutagenézei paklautas P. rhodozyma S$inas 2,0 x 10° §inu/mL koncentracija tika
inokulétas 48 siinu mikroplates, kas saturgja barotni ar dazadam aminoskabju biosintézes
inhibitoru koncentracijam. Kontroles paraugi bija savvalas tipa celms barotng bez inhibitora,
savvalas tipa celms barotné ar inhibitoru un mutagenézei paklautas $Gnas bez inhibitora.
Eksperimentiem bija atSkirigs kultiv@Sanas ilgums — no 91 h Iidz 150 h — atkariba no mutantu
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augSanas atruma mikroplate. Katram paraugam tika veikta mikroskop&Sana un Stinu skaitiSana.
Mutanti, kuriem augSana bija labaka neka kontroles §tinam savvalas tipa celmam inhibitora
barotng, tika atlasiti subkultiirai jauna mikroplafite. 0,1 mL mutantu $tnu suspensijas tika
parnestas uz jaunu mikroplati, kas satur 0,4 mL GSM barotnes ar atbilstoSo inhibitoru. Mutanti
tika kultiveti identiskos apstaklos. Péc katras subkultiiras mutanti ar lielako §tinu skaitu tika
kultivéti 50 mL kolbas 15 mL YM barotné bez inhibitora. Kultiiras, kas sasniedza Stinu
koncentraciju 1,0 x 10 $anu/mL un vairak, tika izvél&tas par inokulatiem mutantu kultiveéSanas
testiem kolbas.

KultiveSana kolbas

Pirmaja kolbu testa potencialie mutanti un savvalas tipa celms tika inokul&ti ar sakotn&jo
Stinu koncentraciju 1,0 x 10° §iinu/mL 20 mL GSM barotng, inkubgjot 11 dienas. Otraja kolbas
testa inokulata $tnu koncentracija tika dubultota, un GSM barotnes tilpums tika palielinats lidz
25 mL, lai iegiitu pietickamu biomasas daudzumu analizém. TreSais un turpmakie testi tika
veikti, izmantojot inokulatus ar §tinu koncentraciju 1,0 x 10° §tinu/mL 25 mL GPM barotng,
inkubgjot septinas dienas. Pirms katra testa inokulati tika divreiz skaloti sterila tideni, un §iinu
suspensija tika Skaidita eksperimentalaja barotn€ pirms skaitiSanas. Visi kolbu testi tika veikti
250 mL kolbas ar starpsienam trijos atkartojumos 22 °C temperatiira, izmantojot orbitalas
rotacijas kratitajus (Elmi, DOS-20L) pie 250 rpm.

2.3. Analitiskas metodes biomasas novértésanai

Kopproteina satura noteikSana

Kopproteina koncentracija sausa rauga biomasa tika noteikta ar biciklinskabes (BCA) testu.
Stinu lizésanas metode tika balstita pétijuma [57] ar nebitiskam modifikacijam. BCA tests tika
veikts, izmantojot BCA protelnu analizes komplektu (Millipore, Nr. 71285-3). OD mérTjumi
tika veikti ar UV-Vis spektrofotometru (ThermoFisher, BioMateTM 160), izmantojot
programmu "Protein BCA".

Aminoskabju profila noteik§ana

Aminoskabju identifikaciju un kvantitativo noteikSana tika veikta, izmantojot Skidruma
hromatografiju (HPLC). HPLC analize tika veikta HPLC Shimadzu Nexera s€rija, izmantojot
YMC-Triart C18 kolonnu (150 mm x 3,0 mm, 3 um), tada pasa tipa aizsargkolonnas gradienta
rezima. Hromatografijas apstakli bija §adi [58]: A mobilas fazes eluents acetonitrils: metanols:
H20 = 45:40:15 (v/v/v) un B eluents 20 mM Kkalija fosfata buferSkidums pH 6,9; plismas
atrums — 0,7 mL/min; kolonnas temperatiira — 35 °C, parauga ievadiSanas tilpums — 0,3 pL.
Gradienta eliicijas programma bija 11 % B un 89 % A 03 min, 22 % B un 78 % A 12 min, 28 %
Bun 72 % A 14 min, 30 % B un 70 % A 23 min, 65 % B un 35 % A 27 min, 75 % B un 25 %
A 34 min un 100 % B 35 min. Fluorescences UV-Vis detekteSana tika veikta divos kanalos:
Ex. 350 nm un Em. 450 nm (029 min); prolinam Ex. 266 nm un Em. 350 nm (29-35 min) [58].
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P&ttjuma triptofans netika noteikts, jo tam nepiecieSami atSkirigi hromatografijas apstakli
(salidzinot ar citam aminoskab&m) un proteina hidrolize sarmaina vidg, jo skabes hidrolizes
laika (6 M HCI vidg) tas tiek iznicinats [59], [60].

Viensiinu proteina kvalitates noverteSana

Rauga protetna kvalitate tika novert€ta, izmantojot divus svarigus proteina kimiskos
parametrus — aminoskabju raditaju (44S) un neaizstajamo aminoskabju indeksu (EAAI). AAS
noverte atseviSku neaizstajamo aminoskabju saturu test€jama proteina attieciba pret references
proteinu vai mérka dzivnieka di€tas prasibam [28], [61]. A4S, kas ir zemaks par 100 %, liecina
par limitejosam aminoskabem testetaja protena [62]. EAAl novert€ protetna kvalitati,
izmantojot neaizstagjamo aminoskabju vidéjo geometrisko vertibu attieciba pret references
proteinu vai mérka dzivnieka di€tas prasibam [28], [61]. Proteina kvalitate tiek verteta pec sada
FEAAI sadalijuma: 70 % — zema, no 70 % lidz 89 % — vidg&ja, virs 90 % — augsta [61], [63]. Par
references protelnu tiek pienemts tads proteins, kas satur visas neaizstdjamas aminoskabes
nepiecieSamos daudzumos, lai apmierinatu mérka dzivnieka vajadzibas saskana ar FAO [62].

Astaksantina satura noteik§ana

Karotinoidu ekstrakcijas metode tika balstita Luna-Flores et al. p&tijuma [21] ar nelielam
izmainam. Astaksantina saturs biomasa tika noteikts, izm@rot parauga absorbciju pie vilpu
garumiem 474 nm un 452 nm, izmantojot UV-Vis spektrofotometra (ThermoFisher,
BioMateTM 160) "Multi-wavelength" programmu. TukSajam mérfjumam (Blank) tika
izmantots heksana un etilacetata Skidums proporcija 1:1. Astaksantina un B-karotina
daudzums paraugos tika aprékinats pec [64].

Statistiskas analizes

Kultiiru optiska blivuma, biomasas sausa svara, kopproteina un astaksantina satura dati ir
paraditi ka trTs atkartojumu vidgja vertiba. Rauga proteina aminoskabju masas rezultati ir divu
atkartojumu vidgjie mérjjumi. Kultliras optiska blivuma vertibu rezultati mikroplate tika
analiz@ti, izmantojot vienvirziena dispersijas analizi (ANOVA), kam sekoja Dunkana
daudzkarSoSanas tests. Biomasas, kopproteina, astaksantina un aminoskabju daudzumu tira
proteina rezultati tika analizeti, izmantojot vienvirziena ANOVA, kam sekoja Tukey nozimigas
atSkiribas (HSD) tests, izmantojot SPSS programmatiiru (29.0 versija). Korelacijas analize tika
veikta ar Spirmena korelacijas analizi nenormaliz&tiem datiem un Pirsona korelacijas analizi
normaliz&tiem datiem, izmantojot Real Statistics Resource Pack for Excel (Rel 8.9.1 versija).
Vidgjas vertibas, kuru p—vértiba bija mazaka par 0,05, tika uzskatitas par statistiski nozimigam.
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3. REZULTATI UN DISKUSIJA

3.1. Aminoskabju biosintézes inhibitoru daudzkritériju lemuma
pienemsSanas analizes rezultati

Baktgrijam un séném izveleto aminoskabju biosint€zes inhibitoru TOPSIS rezultati att€loti
3.1. un 3.2. att€la. S-(2-aminoetil)-L-cisteins, L-metionina sulfoksimins un glufozinatamonijs
ieguva lielako vértgjumu, salidzinot ar pargjiem inhibitoriem baktériju un sénu inhibicijai. Sada
prioritate varétu but skaidrojama ar lielaku svarigo neaizstdjamo aminoskabju Ipatsvara
inhibiciju, salidzinot ar pargjiem herbicidiem. S-(2-aminoetil)-L-cisteins inhibé Met, Lys, Thr,
Ile biosintezi un L-metionina sulfoksimins un glufozinatamonijs inhib& Arg, Lys, Met, Thr, Ile
un divu aizstdjamu aminoskabju biosintézi. Papildus tam So inhibitoru cenas ir 10,86—
33,86 EUR/100 mg, kas ir daudz zemakas neka 117,94 EUR/100 mg par imazamoksu vai
2231,72 EUR/100 mg par L-0-(2-aminoetoksivinil)glicinu.

O Amitrole | SOODOOODNDDOONE o 0,438

B S-(2-aminoetil)-L-cisteins T 0,752
L-0-(2-aminoetoksivinil)glicins 0,495

@ DL -propargilglicins

B L-metionina sulfoksimins
& Glufozinatamonijs

£ Imazakvins
Imazametabenzs

@ Imazamokss

&= Imazetapirs

@ Imazapiks

@ Imazapirs

& Hlorsulfurons

m Sulfometuronmetils
Metsulfuronmetils

B Glifosats

Aminoskabju biosintézes inhibitori

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Relattvais tuvums idedlajam risindjumam
3.1. attels. Aminoskabju biosintezes inhibitoru TOPSIS rezultati attieciba uz bakterijam.

Sulfonilurinvielas (metsulfuronmetils, sulfometuronmetils, hlorsulfurons) un glifosata
TOPSIS rezultati seneém sasniedza 0,533-0,581, kas ir ievérojami sliktaki neka iepriek§ min&to
inhibitoru rezultati (3.2. att€ls). Attieciba uz baktérijam sulfonilurinvielu rezultati ir nedaudz
augstaki par imidazolinoniem, glifosatu un DL-propargilglictnu, sasniedzot 0,605-0,648
vienibas variacijas koeficientu. Sulfonilurinvielu inhibitorus var izmantot ka nakamos
inhibitorus bakt@riju un sénu skrininga, lai atlasttu mutantu celmus ar palielinatu Ile, Leu un
Val sintézi. Tuvak vissliktakajam risinajumam bija amitrole, kas sasniedza vidgjas vertibas
0,438 bakterijam un 0,462 seéném.
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O Amitrole

& S-(2-aminoetil)-L-cistens
L-o~(2-aminoetoksiviml)glicins 0.519
DL-propargilglicing

B L-metionina sulfoksimins
8 Glufozindtamonijs

g 0.817
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0 Sulfometuronmetils
B Metsulfuronmetils
B Glifosats

Aminoskabju biosintézes inhibitori

0,0 0,2 0.4 0,6 0,8 1,0

RelatTvais tuvums idealajam risinajumam
3.2. att. Aminoskabju biosintézes inhibitoru TOPSIS rezultati attieciba uz séném.

Lai palielinatu inhibicijas efektivitati un inhib&to neaizstajamo aminoskabju skaitu, dazus
inhibitorus var kombin&t selektivaja barotné. Pieméram, kombinacijas glifosats +
metsulfuronmetils un glifosats + DL-propargilglicins, teor&tiski izraisttu selektivo spiedienu uz
Phe, Trp, Tyr + Ile, Leu, Val un Phe, Trp, Tyr + Met biosintézi.

3.2. P.rhodozyma augsanas inhibicijas eksperimenti

S-(2-aminoetil)-L-cisteina ietekme uz P. rhodozyma augSanu

Lai noteiktu savvalas tipa celma P. rhodozyma DSM 5626 inhibicijas pakapi, tika testetas
septinas S-(2-aminoetil)-L-cisteina (AEC) koncentracijas no 0,1 mM lidz 50 mM. Sim
inhibitoram bija speciga inhib&josa iedarbiba uz raugu. 0,1 mM AEC ieveérojami inhibgja
P. rhodozyma augSanu, 0,5 mM un augstakas koncentracijas samazingja kultiras OD 2,5—
3 reizes, salidzinot ar kontroli bez inhibitora (3.1. tabula).

3.1. tabula

P. rhodozyma OD veértibas pie dazadam AEC inhibitora koncentracijam

AEC Kultivésanas laiks, h
P k tracij

araugs mOI\I;ICCH racija, 0 24 48 73 2 116

Kontrole 07 0,069 0,231 0,467 0,612 0,723 0,818
AEC1 0,1° 0,051 0,189 0,378 0,472 0,472 0,463
AEC2 0,5° 0,048 0,133 0,202 0,287 0,350 0,321
AEC3 2,5¢ 0,047 0,114 0,155 0,210 0,270 0,294
AEC4 5¢ 0,048 0,115 0,154 0,203 0,262 0,289
AEC5 7,5¢ 0,048 0,114 0,153 0,203 0,265 0,311
AEC6 10¢ 0,049 0,117 0,157 0,206 0,268 0,304
AEC7 50° 0,046 0,108 0,146 0,190 0,239 0,272

Piezime. Atskirigi burti norada statistisko nozimibu starp AEC koncentracijam saskana ar Dunkana
daudzkartgjo diapazonu testu 5 % limeni (p < 0,05).
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OD rezultatu analize paradija, ka kontroles parauga vidéja vertiba statistiski nozimigi
atSkiras no paraugiem ar AEC inhibitoru, savukart starp inhibitoru koncentracijam bija tikai
viens paraugs, kam bija statistiski nozimiga atskiriba. Lai apstiprinatu pilnigu rauga inhibiciju,
katrs paraugs tika mikroskopéts, parbaudot $tinu proliferaciju péc peédeja OD radijuma 116 h.
P&c tam tika saskaitits $tiinu skaits vienam paraugam no katra tripleta (3.3. attels).
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2 1,7% 107 .
% N
.S,03,0 % 105

g

g 2,0 x 105
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0 o1 05 25 5 7.5 10 50
AEC koncentracija, mM

3.3. attéls. Stinu skaits paraugos ar dazadam AEC koncentracijam péc 116 h kultivésanas.
Horizontala Iinija att€lo sakotn&jo $tinu koncentraciju paraugos.

Rauga $tinu skaits pec 116 h ilgas kultivéSanas 0,1 mM AEC klatbiitn bija vairak neka
divas reizes lielaks, 0,5 mM AEC parauga tas bija vienads ar sakotn&jo inokulatu, un $tinu
daliSanas netika nov@rota. Sakotngja §iinu skaita samazinaSanas uz pusi ar autoliz&to §tinu
dalinu klatbtitni tika noverota paraugos ar 2,5 mM un lielaku koncentraciju. Korelacijas analize
paradija statistiski nozimigu korelaciju starp pe€d&jo OD merjjumu un saskaitito $iinu daudzumu
(p < 0,05). Sano un Shiio [65] zinoja par Bacillus subtilis un Escherichia coli 100 % inhibiciju,
pievienojot barotnei 5 mM AEC, savukart Brevibacterium flavum 50 % inhibicijai bija
nepieciesams 15 mM AEC. Promocijas darba petijuma P. rhodozyma uzradija lielaku jutigumu
pret So aminoskabju biosintézes inhibitoru.

Turpmakajiem eksperimentiem tika izvélétas AEC 0,5 mM un 2,5 mM koncentracijas, lai
atlasttu potencialos protenu sintez€joSos mutantus, kas sp&j vairoties 100 % inhibicijas devas
klatbatné.

Glufosinatamonija ietekme uz P. rhodozyma augSanu

Inhibitors glufosinatamonijs (GA) tika testéts divas reizes. Pirmaja testa tika izmantotas GA
koncentracijas no 0,1 mM Iidz 100 mM, no kuram ieverojama inhibicija radas divas augstakajas
koncentracijas (3.2. tabula). Zemakas koncentracijas 0,1-1 mM neuzradija statistiski nozrmigu
inhibiciju. Savukart 5-10 mM lidz 96 h kultivéSanai izraisija augSanas inhibiciju, bet testa
beigas OD bija augstaks neka kontrolei. Paraugu mikroskopéSana un $tinu skaitiSana atklaja
interesantu iezimi, ka P.rhodozyma $unu skaits bija lielaks paraugos, kas saturgja GA
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koncentracijas no 0,1 mM lidz 10 mM, salidzinot ar kontroli (3.4. att&ls). Daudzos petfjumos ir
aprakstita herbicidu augsanu veicino$a ietekme uz daziem mikroorganismiem. Ir zinots, ka
glifosats, hlorsulfurons, imazakvins un imazapirs noteiktas koncentracijas stimulé
mikroorganismu augsanu, bet par glufozinata amoniju ir maz datu [66]-[70].

3.2. tabula
P. rhodozyma OD vértibas dazadas GA inhibitora koncentracijas

GA B Kultivésanas laiks, h
Paraugs  koncentracija, o, 43 73 95 120 144 165

mMm
Kontrole ~ 0° 70,006 0075 0349 0623 0738 0819 0876 0,916
GA1L 0,18 0012 0075 035 0614 0715 0781 0828 0875
GA2 0,5% 0038 0055 0232 057 0706 0776 0823 0,859
GA3 1% 0045 0047 0181 0525 0716 0802 0847 0,890
GA4 e 0043 0034 0105 0281 0605 0749 0853 0,921
GA5 10° 0039 0031 0081 0201 0481 0699 0855 0,956
GA6 509 0016 0027 0043 0075 0141 0219 0303 0,364
GA7 100° 0012 0026 0036 0046 0059 0081 0104 0,121

AtSkirTgi burti norada statistisko nozimibu starp GA koncentracijam saskana ar Dunkana daudzkartgjo diapazonu
testu 5 % limeni (p < 0,05).

Interesanti, ka P. rhodozyma ir izturigaka pret GA neka S. cerevisiae un Aspergillus niger,
kam 0,05 mM un 0,15 mM GA klatbiitne izraisTja biitisku auganas inhibiciju [71], [72]. Saja
petijuma 100 mM GA bija pilniga inhib&josa iedarbiba, un $tinu skaits nedaudz samazinajas,
salidzinot ar inokuléto daudzumu. Korelacijas analize starp OD un saskaititajam Stinam testa
pédgja diena uzradija korelacijas koeficientu 0,52. ST korelacija nebija statistiski nozimiga. Lai
parliecinatos, ka 100 mM ir 100 % inhib&osa koncentracija, tika veikts jauns tests ar GA
koncentraciju no 50 mM lidz 350 mM.

2,1 %107

— Inokulats

1,6 x 107

inu skaits/mL

1,1 x 107

Acija, T

6,0 x 105

1,0 x 106

Siinu koncentr

0 01 05 1 5 10 50 100
GA koncentracija, mM

3.4. attéls. Stinu skaits paraugos, kas satur dazadas GA koncentracijas, kultivéjot 165 h.
Horizontala Iinija att€lo sakotn&jo $tinu koncentraciju paraugos.
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Otrais tests neatklaja statistiski nozimigu OD atskiribu starp septiniem paraugiem ar GA
koncentraciju no 50 mM lidz 350 mM un pieauguma soli 50 mM. Siinu skaitiSana vienam
paraugam no katra tripleta paradija, ka 50 mM GA bija specigaka inhib&josa iedarbiba uz raugu
neka ieprieksg€ja testa, un stnu proliferacija netika konstatéta (3.5. attels).
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3.5. attéls. Stinu skaits paraugos, kas satur dazadas GA koncentracijas, kultiv&jot 116 h.
Horizontala linija att€lo sakotn&jo $iinu koncentraciju paraugos.

So rezultatu var izskaidrot ar testa laika ierobezojumu 116 h, salidzinot ar pirmo testu, kas
bija 165 h. Tomér tas neietekmé secinajumu, ka 100 mM un augstakas koncentracijas izraisa
tuvu 100 % P. rhodozyma $tinu inhibiciju. To apstiprina §iinu skaita samazinasanas un autolizes
§tinu dalinu klatbiitne paraugos. Korelacija starp pedgjo OD mérfjjumu un saskaititajam $tinam
nebija statistiski nozimiga.

Turpmakajiem eksperimentiem tika izvéletas 50 mM un 100 mM GA koncentracijas, lai
atlasitu potencialos proteinu sintez€joSos mutantus, kas spg@j vairoties aptuveni 100 %
inhibicijas devas klatbiitne.

L-metionina sulfoksimina ietekme uz P. rhodozyma augSanu

Lidzigi ka GA inhibitors, L-metiontna sulfoksimins (MSO) tika testéts divas reizes. Pirmaja
testa tika parbauditas septinas MSO koncentracijas no 0,1 mM Iidz 50 mM, no kuram visas
inhibitora koncentracijas tika noveérots specigs rauga kultiras OD samazinajums, salidzinot ar
kontroli. OD rezultatu statistiska analize paradija, ka kontroles parauga vidgja vertiba statistiski
nozimigi at$kiras no paraugiem ar MSO inhibitoru. Taja pasa laika starp inhibitora
koncentracijam nebija statistiskas atSkirTbas. Paraugu mikroskopija un $oinu skaiti$ana paradija
pilnigu rauga augsanas inhibiciju visam testétajam MSO koncentracijam p&c 138 h kultivéSanas
(3.6. attels). Korelacijas koeficients starp ped&jo OD mérfjumu un saskaititajam S$tinam bija
0,32, kas nebija statistiski nozimigs (p > 0,05). Tika nolemts atkartot testu ar zemakam
inhibitora devam, lai noteiktu minimalo koncentraciju 100 % $iinu inhib&Sanai.
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Gan GA, gan MSO pieder pie glutamina inhibitoru grupas [73]-[75]. GA tiek uzskatits par
efektivaku herbicidu, un mikroorganismu inhib&$anai nepiecieSamas mazakas devas neka
MSO [72], [76]. Piem&ram, 0,05 mM MSO inhib& 50 % Mycobacterium tuberculosis §tinu, bet
GA ir tada pati iedarbiba pie 0,0015 mM. [72]. Sis rezultats atbilst citam p&tijumam, kurd 2 mM
MSO nebija inhib&josas iedarbibas uz 4. niger, bet 0,15 mM GA nozimigi inhib&ja [76]. Esosa
petijuma P. rhodozyma bija jutigaka pret MSO klatbiitni neka pret GA.
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3.6. attéls. Siinu skaits paraugos, kas satur dazadas MSO koncentracijas, kultivgjot138 h.
Horizontala linija att€lo sakotn&jo Stinu koncentraciju paraugos.
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3.7. attéls. Stinu skaits paraugos, kas satur dazadas MSO koncentracijas, kultivjot 97 h.
Horizontala Iinija attélo sakotngjo $iinu koncentraciju paraugos.



Otraja MSO inhibicijas eksperimenta tika parbauditas piecas koncentracijas no 0,01 mM
lidz 0,1 mM. Visos paraugos 97 h kultivéSanas laika palielingjas OD, un paraugu saskaititas
$tnas parada rauga augSanas atkaribu no MSO inhibitora koncentracijas (3.7. attéls). Soreiz
0,1 mM koncentracija neizraisija pilnigu $iinu inhibiciju, ka tas notika pirmaja testa. Korelacijas
analizg tika noteikts korelacijas koeficients (0,99) starp pedejo OD merfjumu un saskaitito Stinu
skaitu. Korelacija bija nozimiga (p < 0,05). Visu paraugu OD bija lidzigs kontroles paraugam
(p > 0,05). Tapec javeic papildu tests 0,05-0,5 mM diapazona, lai apstiprinatu minimalo
koncentraciju, kas nepiecieSama pilnigai rauga inhibicijai (papildu tests nav ieklauts $aja
darba).

3.3. Atlasito mutantu analize

Glicerina-sals barotné izaudzétu mutantu analize

Pirmie divi eksperimenti tika veikti kratiSanas kolbas ar GSM barotni. Gan savvalas tipa
celms, gan atlasitie mutanti auga 1&ni, un to biomasa un kopproteina koncentracija bija
salidzinosi zema. Sadi rezultati bija sagaidami savvalas tipa celmam, jo iepriekigjie barotnu
eksperimenti paradija, ka P. rhodozyma DSM 5626 ir ierobezota sp&ja izmantot neorganiska
slapekla avotu — amonija hloridu. Tomér citi slapekla avoti, pieméram, amonija sulfats un kalija
nitrats, P. rhodozyma audzgSanai bija mazak piemeroti neka amonija hlorids (dati nav sniegti).
Savvalas tipa celma biomasas iznakums, kopproteina un astaksantina koncentracija bija
10,83 g/L, 19,07 % un 0,049 %, kas bija lidziga trim GA6 mutantiem, kas tika atlastti no pirmas
mikroplates subkultiiras (3.3. tabula). SGinu mutagenéze un subkultivé$ana GSM barotng, kas
satur GA inhibitorus, neietekmgja astaksantina biosintezi.

3.3. tabula
P. rhodozyma savvalas tipa celma salidzinajums ar GA mutantiem no pirmas subkultiiras
Celms* Biomasa, g/L Kopproteins, g/L  Kopproteins, % AXT, %
Savvalas celms 10,83+ 0,972 2,07 £0,23% 19,07 £ 0,53% 0,049 + 0,005%
GA®6/1-1 13,77 £ 0,59 2,45+0,172 17,80 £ 0,60% 0,051 £+ 0,005%
GA6/3-1 12,97 +0,15% 2,29 +0,15% 17,69 +1,08% 0,052 + 0,003*
GA6/5-1 11,90 +1,42% 2,28 +0,272 19,13 + 0,60% 0,053 + 0,008?

Piezime. * P. rhodozyma savvalas tipa celms un GA mutanti tika kultivéti kolbas GSM barotng un
analiz&ti 11. diena. Vertibas viena kolonna ar dazadiem augsrakstiem btiski atskiras (p < 0,05).

Nakamaja eksperimenta tika izmantots palielinats inokulata un barotnes daudzums, ka
aprakstits iepriek§ metodologijas nodala. Tas uzlaboja savvalas tipa celma augSanu. No otras
subkultiiras atlasitajiem pieciem mutantiem nebija statistiski nozimigu atSkiribu biomasas un
kopproteina daudzuma no savvalas tipa celma (3.4. tabula). Tapéc no abiem testiem tika
nolemts atlasit seSus mutantus ar augstaku biomasas vai kopproteina saturu, salidzinot ar
savvalas tipa celmu, un analiz&t to aminoskabju profilus.
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3.4, tabula

P. rhodozyma savvalas tipa celma salidzinajums ar GA mutantiem no otras subkulttras

Celms* Biomasa, g/L Kopproteins, g/L  Kopproteins, % ATX, %
Savvalas celms 14,20 + 0,40° 291+0,17° 20,49 £1,50% 0,054 £ 0,004%
GA6/1-2 13,83 +0,572 3,16 +0,19° 22,89 +1,52° 0,054 + 0,002°
GA6/2-2 13,90 £ 0,62° 2,71+0,13° 19,47 £0,132 0,054 + 0,003?
GAG6/3-2 13,97 +0,31* 2,84 +0,15° 20,33+0,87° 0,052 + 0,010?
GA6/4-2 14,23 +0,35% 3,01 +0,22° 21,11 +1,09° 0,053 + 0,002°
GAT7/4-2 14,23 + 0,06* 2,92 +0,05° 20,49 +0,28° 0,056 + 0,003°

Piezime. * P. rhodozyma savvalas tipa celms un GA mutanti tika kultivéti kolbas GSM barotné un
analizeti 11. diena. Veértibas viena kolonna ar dazadiem auggrakstiem butiski atSkiras (p < 0,05).

Savvalas tipa celms kalpoja ka kontrole, lai novertétu mutantu aminoskabju profila izmainas
katra testa. Analiz€jot aminoskabju profilus, tika konstatéts augsts Arg saturs visos testétajos
celmos, kas raugam nav raksturigs. Savvalas tipa P. rhodozyma satur&jano 14,23 glidz 16,54 g
Arg uz 100 g kopprotetna, GA6 mutanti — no 14,08 g Iidz 19,24 g Arg uz 100 g kopproteina,
kas bija 35 reizes vairak, neka literattira minéts P. rhodozyma un SCP raugu sugam [37], [49],
[51]. Visos paraugos tika noverota augstaka Ile un Leu koncentracija un zemaka Lys
koncentracija, kas atSkiras no citos petijumos iegiitajiem rezultatiem [49], [51]. Glutaminskabes
(GIu/E), glutamina (GIn) un prolina (Pro) saturs P. rhodozyma mutantu kopproteina promocijas
darba pétijuma ari bija augstaks. lesp&jams, ka $ads netipisks aminoskabju profils gan savvalas
tipa celmam, gan potencialajiem mutantiem ir kultivéSanas sekas ar GSM barotni. Par barotnes
ietekmi uz aminoskabju profilu zinots Ezekiel petijuma [77], kur Met saturs C. utilis biomasa
atSkiras atkariba no substrata pirmapstrades veida. Tap&c turpmakie testi tika veikti uz glicerina
un peptona bagatas barotnes. Tika pienemts, ka labveligos apstaklos audzétu raugu
aminoskabju profils biis sabalans&taks.

3.5. tabula

P. rhodozyma GA mutantu aminoskabju profils no pirmas subkulttiras
Celms* Savvalas celms GAG6/1-1 GA6/3-1 GA6/5-1
Tirais proteins, % 16,82 + 0,20 17,94 +0,31 16,96 + 0,23 16,92 + 0,22
EAA, g/100 g tira proteina
His 2,32+0,04° 2,21+0,14° 2,38+ 0,02 240+0,13"
Thr 4,83 £0,13° 4,37 £0,01° 4,42 +0,01%® 4,66 + 0,05
Arg 16,13 £ 0,29% 16,65 + 0,54% 17,02 £0,12° 15,69+ 0,132
Val 5,24 £ 0,05 5,34 +0,07% 5,33 + 0,05%® 5,51 +0,00°
Met 0,96 1,12 1,03 1,25
Izméginiet n/a n/a n/a nla
Phe 3,83 £ 0,04® 3,73 £0,04° 3,73 0,02 3,89+0,03°
Ile 4,30 £0,27° 4,23 £0,02% 4,24 +0,07° 4,26 + 0,05
Leu 7,26 + 0,05 7,00 £0,15° 7,08 £0,14° 7,31 +0,03°
Lys 4,63 +0,01° 4,80+0,17° 4,64 +0,00° 4,70 + 0,10

NEAA, g/100 g tira proteina
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3.5. tabulas turpinajums

Asp ac 9,39 +0,47%® 8,82 £0,15° 9,93 +0,14° 9,64 +0,12%®
Glu ac 15,25 + 0,44° 15,49 +1,03* 15,21 £ 0,10° 14,68 £0,19°
Ser 5,04 +£0,31° 4,22 +0,14° 4,21 +0,06° 4,84 +0,19%
Gly 4,72 +0,06° 4,82 +0,08° 4,91 +0,09° 4,75+0,10°
Ala 6,50 + 0,15° 5,98 £ 0,05 6,03 +0,06% 6,27 + 0,02%
Tyr 3,30 £0,012 3,19+0,17° 3,17 £ 0,042 3,27 £ 0,042
Cys 0,23+0,49 2,19+0,04 0,92 +£0,05 0,77+ 0,00

Pro 6,07 £0,15° 5,84 +0,38° 5,73 £0,33° 6,12 + 0,42°

Piezime. * P. rhodozyma savvalas tipa celms un GA mutanti tika kultivéti kolbas GSM barotn& un
analizeti 11. diena. Veértibas viena rinda ar dazadiem auggrakstiem butiski atSkiras (p < 0,05).

Analiz&jot aminoskabju profilus, atklajas, ka tikai GA6/5-1 mutantu celmam ir biitiski
lielaks Val saturs, salidzinot ar savvalas tipa celmu (3.5. tabula). Trim GA mutantu celmiem
aminoskabju profils no otras subkultivétas mikroplates butiski neat$kiras no savvalas tipa
celma.

Mutantu analize, kultivéjot glicerina-peptona barotné

Tresais un ceturtais eksperiments tika veikts kratiSanas kolbas ar GPM barotni. GA un AEC
mutantu celmi tika atlastti attiecigi no tre$as un pirmas mikroplates subkultiiras. P&c tresas GA
mutantu subkultivacijas uz mikroplates bija iespgams izaudz&t pietickamu daudzumu
inokulata, lai kolbas eksperimenta ieklautu GA7 mutantus. Biomasas un proteinu
koncentracijas ieveérojami palielinajas, savukart astaksantina koncentracijas samazinajas visiem
test€tajiem celmiem uz glicerna-peptona bagatas barotnes (3.6. un 3.9. tabula). Astaksantina
koncentracijas samazinaSanas biomasa, kas audzeta labveligos apstaklos baribas vielam bagata
barotn€, bija sagaidama. Karotinoidu biosintézes uzlaboSanas notiek stresa apstaklos, ko
izraisija iepriek§ izmantota GSM barotne [47]. GA mutanti neuzradija statistiski nozimigas
atSkiribas biomasas, proteinu, astaksantina un kopg&jo karotinoidu vertibas, salidzinot ar
savvalas tipa celmu. No otras puses, starp daziem mutantiem tika novérota butiska atskiriba
biomasas veértibas un kopproteina koncentracija.

3.6. tabula

P. rhodozyma savvalas tipa celma salidzinajums ar GA mutantiem no tre$as subkultiiras
Celms* Biomasa, g/L Kopproteins, g/L Kopproteins, % AXT, %
Savvalas celms 39,43 £0,67% 12,22 + 0,09 30,98 £ 0,41% 0,029 +0,002*
GAG6/1-3 40,20 + 1,01 12,22 +0,30° 30,40 + 1,54 0,030 +0,003%
GA6/2-3 38,10 +1,08° 11,93 £1,34° 31,33 £2,60% 0,030 = 0,001?
GAG6/3-3 40,33 £ 0,68% 12,34 £ 0,43° 30,62 + 0,54 0,034 +0,003?
GA6/4-3 39,57 £ 1,07% 11,95 +1,13° 30,22 + 2,012 0,029 + 0,002?
GA7/4-3 40,90 + 0,56° 13,33 £ 0,62° 32,58 £1,11% 0,028 + 0,0012
GA7/5-3 40,53 + 0,40 14,15 + 0,79 34,89 + 1,90 0,028 + 0,002°

Piezime. * P. rhodozyma savvalas tipa celms un GA mutanti tika kultivéti kolbas uz GPM barotnes un
analizeti septitaja diena. Vertibas viena kolonna ar dazadiem augsrakstiem batiski atskiras (p < 0,05).
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Uz GPM barotnes kultivéto rauga celmu aminoskabju profila analize paradija uzlabotu
aminoskabju saturu. Arg koncentracija savvalas tipa un mutantu celmu proteinu daudzums
samazinajas vairak neka divas reizes, un tas saskangja ar citu petfjumu [36]. Turpretl citu
neaizstajamo aminoskabju koncentracija proteina palielinajas. Tris GA mutanti uzradija batiski
augstaku Lys (GA6/3-3) un Met (GA6/4-3 un GA7/5-3) koncentraciju, salidzinot ar savvalas
tipa celmu (3.7. tabula). Trim celmiem — GA6/1-3, GA6/2-3 un GA7/4-2 — nebija butisku
atskirtbu aminoskabju profila, salidzinot ar savvalas tipa celmu.

3.7. tabula

P. rhodozyma GA mutantu aminoskabju profils no tresas subkultiiras
Celms* Sizlvrf]lsas GA6/3-3 GA6/4-3 GA7/4-3 GA7/5-3
Tirais protelns,
% 30,27 £ 0,12 29,44 +1,04 30,28 +0,41 29,24 +0,34 29,36 + 0,26
EAA, g/100 g tira proteina
His 2,46 £ 0,142 2,48 £ 0,092 2,52 £ 0,252 245+£0,03% 241+0,16%
Thr 5,51 £ 0,262 4,93 £0,242 5,38 £ 0,092 513+£0,122 543+0,12%
Arg 6,77 £0,26%° 7,41 +0,07° 7,19 + 0,05 6,10 +£0,02*° 6,38 +0,06®
Val 5,94 +0,02® 6,02 +0,04%® 5,72 + 0,092 6,08 +0,02° 5,80 +0,02%
Met 1,24 + 0,092 1,23+0,022 1,70 +£0,05° 1,41+0,12a® 1,56 +0,09°
Trp nla n/a nla nla n/a
Phe 4,34 +0,10% 4,24 + 0,272 4,41 +0,032 4,49 +0,062 4,43 +0,06%
lle 5,14 + 0,212 5,40 £ 0,212 4,96 + 0,032 5,36 £ 0,08 4,99 +0,09%
Leu 8,38 £0,10% 8,19+£0,10% 8,08 £ 0,192 8,38+£0,08% 8,34+0,07%
Lys 4,90 0,127 5,60 +£0,13° 5,20 + 0,18 490 +0,09° 4,94+0,022
NEAA, g/100 g tira proteina
Asp ac 10,70 £0,39* 10,82 + 0,302 11,07 +0,15* 10,74+0,13* 10,51 +0,09?
Glu ac 14,93 £0,01* 14,83+0,58° 1458 £0,26* 14,97 +0,17% 1491+0,13
Ser 5,60 £ 0,382 481+0,112 5,55+0,072 472 +0,38* 5,63+0,08
Gly 579+0,01® 6,01 +0,03® 5,59 £ 0,162 6,19+0,13° 5,67 +0,08®
Ala 7,450,222 7,24 0,042 7,26 £ 0,042 7,28+0,060 7,34+0,08
Tyr 3,79+0,13% 3,72+ 0,002 3,70 £ 0,052 3,79+0,04%  3,69+0,032
Cys 0,31+1,80 0,16 £ 0,66 0,81 +£0,02 1,27 £ 0,08 1,39 + 0,04
Pro 6,81 + 0,222 6,93 + 0,362 6,33 + 0,242 6,56 +0,01* 6,51 +0,412

Piezime. * P. rhodozyma savvalas tipa celms un GA mutanti tika kultivéti kolbas GPM barotng. Vertibas
viena rinda ar dazadiem augsrakstiem butiski atskiras (p < 0,05).

Negaidtti atklajas, ka P. rhodozyma DSM 5626 aminoskabju profils nav sliktaks par trim
labakajiem SCP razotajiem — C. utilis, S. cerevisiae un K. marxianus, iznpemot Lys un dalgji
Met [37]. Visiem testetajiem celmiem bija mazaks Lys daudzums — 5,41 guz 100 g kopproteina,
salidzinot ar 6,95 g, 6,19 g un 6,51 g Lys uz 100 g kopproteina C. utilis, S. cerevisiae un
K. marxianus [37]. Tomér mutanti GA6/4-3 un GA7/5-3 uzradija statistiski nozimigu Met
satura pieaugumu par 37 % un 26 % attiecigi. Sis uzlabotais Met saturs mutantos bija lielaks
neka trim SCP rauga sugam, rekinot uz 100 g kopproteina [37]. Tom&r SCP komercialajiem
rauga celmiem ir augstaka kopprotena koncentracija biomasa (3.8. tabula), tadgjadi P.
rhodozyma ir zemaks aminoskabju saturs Iidzvertiga biomasas daudzuma.
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3.8. tabula
AAS un EAAI salidzinajums P. rhodozyma GA mutantiem no tresas subkultiiras

Celms Sizlvélsas GA6/3-3 GA6/4-3 GA7/4-3 GA7/5-3 | CU  SC KM
(I)Z"ppr"tems’ 31 31 30 33 35 56 46 51
AAS, %

His 100 99 113 93 89 82 71 76
Thr 125 110 125 110 105 | 111 104 98
Arg 118 127 131 98 97 83 75 73
Val 107 107 108 102 91 84 75 73
Met 38 2 55 a5 47 45 5 41
Phe 104 99 108 98 91 | 101 90 80
lle 107 110 106 102 89 0 8 73
Leu 108 104 106 99 92 91 80 72
Lys 61 69 69 58 53 89 8 79
EAAL % 74 75 80 71 66 69 64 59

Piezime. CU — Candida utilis, SC — Saccharomyces cerevisiae un KM — Kluyveromyces marxianus ir
tris komerciali SCP rauga celmi (Borregaard ASA, Norvégija) [37].

Saskana ar literatiiras datiem GA inhibitors ietekm& septinu aminoskabju biosintézi [73]—
[75], no kuram piecas ir neaizstajamas aminoskabes, kas nepiecieSamas zivim. Interesanti, ka
Vallejo petijuma vina rauga apstrade ar 0,05 mM GA ievérojami palielinaja Met, Ile, Leu, Phe,
Trp un Tyr sint€zi, salidzinot ar neapstradatam $tinam [71]. Taja pasa laika Phe, Trp un Tyr nav
§1 inhibitora mérka AA, kas var liecinat par blakusparadibam mikroorganisma augsana
herbicida klatbuitng [78].

Ceturtaja kolbu eksperimenta astoniem AEC3 mutantiem un vienam AEC2 mutantam
biomasas, proteinu un astaksantina saturs nebija bitiski lielaks par savvalas tipa celmu
(3.9. tabula). Vairaki mutantu celmi uzradija butiski zemakas biomasas, proteinu un
astaksantina koncentracijas vertibas. Diviem mutantiem biitiski samazinajas astaksantina saturs
biomasa. Tapec, tapat ka ieprieksgjos testos, aminoskabju profils tika analiz€ts mutantiem ar
augstaku biomasas un proteinu koncentraciju.

3.9. tabula
P. rhodozyma savvalas tipa celma salidzinajums ar AEC mutantiem no pirmas un otras
subkultiiras

Celms* Biomasa, g/L Kopproteins, g/lL  Kopproteins, % ATX, %
Savvalas celms 38,95 + 0,35« 11,98 + 0,04 30,75+ 0,15 0,032 + 0,012
AEC2/1-2 38,73 + 1,24« 11,02 + 0,59° 28,45 + 1,28 0,039 + 0,003°
AEC3/1-1 39,70 + 1,56« 10,53 £ 0,76% 26,52 + 1,06° 0,034 + 0,003
AEC3/3-1 40,70 + 0,70¢ 11,65 + 0,43* 28,62 +0,77% 0,032 + 0,003
AEC3/4-1 35,75 £ 0,25% 10,55 + 0,43% 29,51 + 1,20%° 0,019 + 0,001?
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3.9. tabulas turpingjums

AEC3/5-1 39,13 + 0,95« 11,57 £0,79% 29,57 + 1,31%¢ 0,038 + 0,001
AEC3/6-1 37,93 £ 0,32%¢ 11,89 £ 0,64% 31,35+ 1,89 0,027 + 0,002
AEC3/7-1 39,83 + 1,10°« 11,77 £0,53% 29,55 + 1,35%¢ 0,034 + 0,006
AEC3/8-1 40,43 £ 1,12¢ 12,31 +0,55° 30,45 + 1,81%¢ 0,037 £ 0,003
AEC3/9-1 37,30 + 0,26% 12,20 + 0,59% 32,71 +1,78° 0,018 + 0,002°

Piezime. * P. rhodozyma savvalas tipa celms un GA mutanti tika kultivéti kolbas GPM barotné.
Veértibas viena kolonna ar dazadiem augsrakstiem butiski atSkiras (p < 0,05).

Aminoskabju profils tika analizets pieciem mutantu celmiem — AEC2/1-2, AEC3/3-1,
AEC3/5-1, AEC3/8-1 un AEC3/9-1. Visiem testétajiem AEC mutantiem bija zemaks Arg
saturs, salidzinot ar savvalas tipa celmu. AEC2/1-2 mutanta proteins saturja bitiski lielaku
Thr, Phe, Ala un Tyr koncentraciju, savukart AEC3/9-1 mutantam bija butiski lielaks Phe, Ile
un Lys saturs, salidzinot ar savvalas tipa celmu (3.10. tabula). AEC3/9-1 celms saturéja par
35 % lielaku Met un par 24 % lielaku Lys daudzumu, salidzinot ar savvalas tipa celmu.

3.10. tabula

P. rhodozyma AEC mutantu aminoskabju profils no pirmas subkulttiras
Celms* Savvalas celms AEC2/1-2 AEC3/5-1 AEC3/9-1
Tirais proteins, % 30,92 +0,18 26,77 £ 0,40 29,12 £ 0,57 31,35+0,51
EAA, g/100 g tira proteina
His 2,67 +0,04° 2,27 +0,06° 2,40 £0,07° 2,39 £ 0,02
Thr 4,93 +0,13% 5,43 +0,02° 5,23 + 0,06 4,79 +0,19%®
Arg 8,30 + 0,26° 5,85+ 0,10° 7,16 +0,01° 6,59 +0,29°
Val 6,59 + 0,00° 6,66 + 0,04° 6,68 + 0,01° 6,50 + 0,08°
Met 1,23 +0,082 1,34 £0,02° 1,26 +0,06% 1,66 + 0,05°
Trp n/a n/a n/a n/a
Phe 4,17 + 0,05 4,43 £ 0,05° 4,35 + 0,00 4,40 £ 0,04°
Ile 4,88 + 0,05 4,89 + 0,05 4,91 + 0,04 5,27 +0,10°
Leu 7,98 +0,08%® 8,19+ 0,07 8,01 +0,03® 8,18 +0,10°
Lys 5,91 + 0,00° 5,49 £ 0,122 5,60 + 0,28° 7,31+0,17°
NEAA, g/100 g tira proteina
Asp ac 10,39 + 0,05% 11,12 £0,17° 11,17 £ 0,22 10,34 £ 0,17®
Glu ac 15,32 + 0,012 15,45 + 0,032 15,94 + 0,61® 15,52 + 0,29?
Ser 4,87 +0,37® 5,80 +0,10° 5,39 + 0,04%® 4,27 + 0,50
Gly 5,48 +£0,08° 5,44 + 0,09 5,42 +0,14* 5,87 £ 0,10°
Ala 6,68 + 0,022 7,26 £ 0,05° 6,83 +0,01° 6,73 £ 0,08
Tyr 3,49+0,03 3,80 £ 0,06° 3,72+ 0,07° 3,67 + 0,06%
Cys 1,26 £ 0,02 0,64 +0,00 0 0,29+0,01
Pro 5,77 + 0,05 5,91 +0,12° 6,00 + 0,51° 6,28 +0,12°

Piezime. * P. rhodozyma savvalas tipa celms un GA mutanti

Vértibas viena rinda ar dazadiem auggrakstiem butiski atSkiras (p < 0,05).

AEC3/5-1 celms saturgja bitiski lielaku Phe un Tyr daudzumu, salidzinot ar savvalas tipa
celmu. Diviem celmiem — AEC3/3-1 un AEC3/8-1 — nebija butisku atSkiribu aminoskabju

profila, salidzinot ar savvalas tipa celmu (dati nav noraditi).
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His, Arg, Val, Phe, Ile un Leu E4Al un AAS bija augstaki visos P. rhodozyma celmos,
salidzinot ar trim komercialajiem SCP celmiem (3.11.tabula). No visiem $aja pétijjuma
testétajiem mutantiem vislabakais bija celms AEC3/9-1 ar uzlabotu Lys un Met saturu. Lys
AAS 95,59 % ir augstaks vertejums neka ieprieks zinots tadiem raugiem ka Y. lipolytica [79],
[801, C. jadinii, B. adeninivorans [42], W. anomalus [42], [81], S. cerevisiae [37], [41], [79],
C. utilis [37], [82], K. marxianus [37], [80] un pat augstakas kvalitates zivju miltiem [83], [29].
Interesanti, ka AEC ir Cetru neaizstajamo aminoskabju, Met, Lys, Thr un Ile, biosintézes
inhibitors [84]; tomér Saja petijuma tika konstatéts, ka palielinajas nemérka aminoskabju
biosintgzes inhibitoru biosintéze.

3.11. tabula

AAS un EAAI salidzinajums P. rhodozyma AEC mutantiem no pirmas un otras subkultiiras
Celms Savvalas celms AEC2/1-2 AEC3/5-1 AEC3/9-1 CuU SC KM
Kopproteins, % 31 28 30 33 56 46 51
AAS, %
His 112 92 102 96 82 71 76
Thr 115 120 120 112 111 104 98
Arg 149 98 128 118 83 75 73
Val 123 117 124 115 84 75 73
Met 41 43 41 54 45 51 41
Phe 102 102 106 112 101 90 80
lle 104 98 105 121 90 83 73
Leu 106 102 106 109 91 80 72
Lys 76 68 74 96 89 83 79
EAAI, % 79 73 78 82 69 64 59

Piezime. CU — Candida utilis, SC — Saccharomyces cerevisiae un KM — Kluyveromyces marxianus ir
tris komerciali SCP rauga celmi (Borregaard ASA, Norvegija) [37].

Sis pétijums parada aminoskabju biosintézes inhibitoru potencialu mutantu celmu ar
uzlabotu proteinu razoSanas sp&jam. Selektivas barotnes izmantoSana samazindja p&tamo
mutantu skaitu, kas lava veikt kompaktus testus kolbas. Lai gan mutantu biomasas analize
neuzradija proteina sint€zes pieaugumu, tika sasniegts neaizstdjamo aminoskabju sint€zes
picaugums. Veicot mutagénam paklauto rauga Stinu skriningu uz GA selektivas barotn&s, tika
atlastti divi mutanti ar buitiski uzlabotu Met sintézi un viens mutants ar butiski uzlabotu Lys
sint€zi. Rauga $tnu skrinings uz AEC selektivas barotnes palidzgja atlasiti tris mutantus ar
ievérojami uzlabotu divu Iidz Cetru aminoskabju sintézi. Ipasi vertigs bija pirmo divu rauga
ierobezojoso aminoskabju — Met un Lys — sintézes picaugums. Tas pierada, ka aminoskabju
biosintézes inhibitori ir labs Iidzeklis, lai atlasttu mutantus ar uzlabotu neaizstajamo
aminoskabju sintézi. Lidz ar to tika apstiprinata promocijas darba izvirzita hipotéze.

31



SECINAJUMI

Daudzkriteriju lémumu pienemsSanas analizes rezultati paradija, ka tris aminoskabju
biosintézes inhibitori — glufozinatamonijs, L-metionina sulfoksimins un S-(2-aminoetil)-
L-cisteins — ir labakas alternativas bakteriju un sénu selektivajam skriningam. Tie teor&tiski
inhibé lielu neaizstajamo aminoskabju skaitu, tostarp Met un Lys, kas ir ierobezota
daudzuma augu un raugu izcelsmes protelnos. Propargilglicins, sulfonilurinvielas un
imidazolinona inhibitori uzradija pienemamus rezultatus bakteriju inhibicijai un
sulfonilurinvielas sénu inhibicijai. Labs risinajums vargtu biit kombinét dazus inhibitorus,
pieméram, glifosatu ar metsulfuronmetilu vai citu sulfonilurinvielu un glifosatu, ar
propargilglicinu. Sadas kombinacijas radis selekfivu spiedienu uz plasaku dazadu
svarigako neaizstadjamo aminoskabju biosint€zi un pastiprinds viens otra inhibgjoso
iedarbibu. ST pieeja var biit noderiga, lai raditu mikroorganismu mutantus, kas nav jutigi,
pieméram, uz glufozinatamoniju vai S-(2-aminoetil)-L-cisteinu.

Glufozinatamonija inhibitors ir piemé&rots skrininga riks rauga mutantu atlasei ar
paaugstinatu Met un Lys biosint€zi. Divi mutanti ar biitiski uzlabotu Met biosintgzi tika
atlasti, izmantojot 50 mM un 100 mM glufozinatamonija. Sie uzlabotie mutanti uzradija
vienadu vai lielaku Met saturu kopproteina, salidzinot ar komercialajiem SCP raugiem,
tadiem ka Y. lipolytica, C. utilis, S. cerevisiae un K. marxianus.
S-(2-aminoetil)-L-cisteTna inhibitors veicinaja divu mutantu atlasi ar butiski uzlabotu Thr,
Phe, Ala un Tyr biosintezi, skrininga, izmantojot 0,5 mM S-(2-aminoetil)-L-cisteina, un
Phe, Ile, Lys un Met, izmantojot 2,5 mM S-(2-aminoetil)-L-cistetna. AEC3/9-1 mutants
uzradija augstaku devinu neaizstajamo aminoskabju saturu, tad€jadi parsp&jot komercialu
raugu proteinu.

Glufozinatamonija un S-(2-aminoetil)-L-cisteina izmantoSana mutantu atlasé radija
mutantus ar biitiski uzlabotu Met un Lys sintézi. Mutanti GA6/4-3 un GA7/5-3 uzradija
par 37 % un 26 % augstaku Met limeni, savukart GA6/3-3 bija par 14 % augstaks Lys
Itmenis, salidzinot ar savvalas celmu. Mutants AEC3/9-1 uzradija par 35 % augstaku Met,
par 24 % augstaku Lys, par 8 % augstaku Ile un par 6 % augstaku Phe, apliecinot §is
selektivas atlases pieejas efektivitati neaizstajama aminoskabju satura palielinasana.
Aminoskabju biosintézes inhibitori ir labs riks mutantu atlasei ar uzlabotu neaizstajamo
aminoskabju profilu un proteina kvalitati. Tad&jadi promocijas darba izvirzita hipotéze tika
apstiprinata.

P. rhodozyma DSM 5626 celma proteina saturs un aminoskabju profils ieprieks nav plasi
pétits. Sis pétijums paradija, ka §im celmam ir vidgjas kvalitates proteins un neaizstajamo
aminoskabju profils ir I1dzigs augstas kvalitates zivju miltiem, iznemot ierobezotu Met un
Lys saturu. P. rhodozyma DSM 5626 proteina kvalitate ir augstaka par daziem citiem
raugiem, tadiem ka C. jadinii, W. anomalus un B. adeninivorans.

32



(1]

[2]

(3]
(4]

[5]
(6]

(7]

(8]
[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[18]

[16]

IZMANTOTA LITERATURA

R. R. Fantatto et al., ‘Exploring sustainable alternatives in aquaculture feeding: The
role of insects’, Aquaculture Reports, vol. 37, p. 102228, Aug. 2024,

doi: 10.1016/j.aqrep.2024.102228.

A. G. J. Tacon and M. Metian, ‘Feed matters: Satisfying the feed demand of
aquaculture’, Reviews in Fisheries Science and Aquaculture, vol. 23, no. 1, pp. 1-10,
Jan. 2015, doi: 10.1080/23308249.2014.987209.

J. Spinelli, ‘Chapter 12. Unconventional Feed Ingredients for Fish Feed’. Accessed:
Dec. 19, 2023. [Online]. Available: https://www.fao.org/3/x5738e/x5738e0d.htm.

J. Yarnold, H. Karan, M. Oey, and B. Hankamer, ‘Microalgal Aquafeeds As Part of a
Circular Bioeconomy’, Trends in Plant Science, vol. 24, no. 10, pp. 959-970, 2019,
doi: https://doi.org/10.1016/j.tplants.2019.06.005.

A.-F. M. El-Sayed, ‘Nutrition and feeding’, in Tilapia Culture, Elsevier, 2020, pp. 135-
172. doi: 10.1016/B978-0-12-816509-6.00007-0.

M. Garcia-Garibay, L. Gémez-Ruiz, A. E. Cruz-Guerrero, and E. Barzana, ‘Single Cell
Protein: Yeasts and Bacteria’, in Encyclopedia of Food Microbiology: Second Edition,
Elsevier Inc., 2014, pp. 431-438. doi: 10.1016/B978-0-12-384730-0.00310-4.

A. Singh and P. Mishra, ‘Microbial production of single cell protein (SCP) and single
cell oil (SCOY)’, Elsevier, vol. 33, no. C, pp. 301-316, 1995,

doi: https://doi.org/10.1016/S0079-6352(06)80051-2.

European Commission, ‘MEMO - Indirect Land Use Change (ILUC)’, Brussels,
MEMO/12/787, 2012.

European Commission, ‘2050 long-term strategy’. Accessed: Dec. 19, 2023. [Online].
Available: https://climate.ec.europa.eu/eu-action/climate-strategies-targets/2050-long-
term-strategy_en.

P&S Intelligence, ‘Protein Extracts from Single Cell Protein Sources Market | Forecast
Report 2023°. Accessed: Dec. 19, 2023. [Online]. Available:
https://www.psmarketresearch.com/market-analysis/protein-extracts-from-single-cell-
protein-sources-market.

R. Kumar, T. Raj, G. Nass, M. Serensen, and V. Dhawan, ‘Opportunities and
challenges in single-cell protein production using lignocellulosic material’, Biofuels
Bioprod Bioref, vol. 18, no. 1, pp. 310-321, Jan. 2024, doi: 10.1002/bbb.2563.

R. Wikandari, Manikharda, S. Baldermann, A. Ningrum, and M. J. Taherzadeh,
‘Application of cell culture technology and genetic engineering for production of future
foods and crop improvement to strengthen food security’, Bioengineered, vol. 12, no. 2,
pp. 11305-11330, Dec. 2021, doi: 10.1080/21655979.2021.2003665.

N. J. Salazar-Ldpez et al., ‘Single-Cell Protein Production as a Strategy to
Reincorporate Food Waste and Agro By-Products Back into the Processing Chain’,
Bioengineering, vol. 9, no. 11, p. 623, Oct. 2022, doi: 10.3390/bioengineering9110623.
European Parliament. Directorate General for Parliamentary Research Services.,
Alternative protein sources for food and feed. LU: Publications Office, 2024. Accessed:
Jun. 18, 2024. [Online]. Available: https://data.europa.eu/doi/10.2861/999488.

Q. Liu, T. Yu, K. Campbell, J. Nielsen, and Y. Chen, ‘Modular Pathway Rewiring of
Yeast for Amino Acid Production’, in Methods in Enzymology, vol. 608, Elsevier,
2018, pp. 417-439. doi: 10.1016/bs.mie.2018.06.009.

Q. Ma et al., ‘Systems metabolic engineering strategies for the production of amino
acids’, Synthetic and Systems Biotechnology, vol. 2, no. 2, pp. 87-96, Jun. 2017,

doi: 10.1016/j.synbio.2017.07.003.

33



[17] ‘Directive 2009/41/EC of the European Parliament and of the Council on the contained
use of genetically modified micro-organisms. Official Journal of the European Union L
125, 21 May 2009, pp. 75-97.” FAO. [Online]. Available:
https://faolex.fao.org/docs/pdf/eur138068.pdf.

[18] ‘Directive 2001/18/EC of the European Parliament and of the Council. Official Journal
L 106, 17.4.2001, p. 1-39°. [Online]. Available: https://eur-
lex.europa.eu/eli/dir/2001/18/qj.

[19] D. Atzmiller, F. Hawe, D. Sulzenbacher, and A. Cristobal-Sarramian, ‘Wheat straw
and lipids: UV-mutagenized Yarrowia lipolytica for the conversion of wheat straw
hydrolysate into lipids’, Agronomy Research, vol. 17, no. 6, pp. 2172-2179, 2019,
doi: 10.15159/AR.19.197.

[20] L. M. Ducrey Sanpietro and M.-R. Kula, ‘Studies of astaxanthin biosynthesis in
Xanthophyllomyces dendrorhous (Phaffia rhodozyma). Effect of inhibitors and low
temperature’, Yeast, vol. 14, no. 11, pp. 1007-1016, Aug. 1998,
doi: 10.1002/(S1C1)1097-0061(199808)14:11<1007::AID-YEA307>3.0.CO;2-U.

[21] C.H. Luna-Flores, A. Wang, J. von Hellens, and R. E. Speight, ‘Towards commercial
levels of astaxanthin production in Phaffia rhodozyma ’, Journal of Biotechnology,
vol. 350, pp. 42-54, May 2022, doi: 10.1016/j.jbiotec.2022.04.001.

[22] W. Al-Marzooqi, M. A. Al-Farsi, 1. T. Kadim, O. Mahgoub, and J. S. Goddard, ‘The
effect of feeding different levels of sardine fish silage on broiler performance, meat
quality and sensory characteristics under closed and open-sided housing systems’,
Asian-Australasian Journal of Animal Sciences, vol. 23, no. 12, pp. 1614-1625, 2010,
doi: 10.5713/AJAS.2010.10119.

[23] R.W. Hardy, B. Patro, C. Pujol-Baxley, C. J. Marx, and L. Feinberg, ‘Partial
replacement of soybean meal with Methylobacterium extorquens single-cell protein in
feeds for rainbow trout (Oncorhynchus mykiss Walbaum)’, Aquaculture Research,
vol. 49, no. 6, pp. 2218-2224, Jun. 2018, doi: 10.1111/ARE.13678.

[24] Towards Blue Transformation. in The State of World Fisheries and Aquaculture.,
no. 2022. Rome: FAO, 2022. doi: https://doi.org/10.4060/cc0461en.

[25] B.D. Glencross, D. Huyben, and J. W. Schrama, ‘The Application of Single-Cell
Ingredients in Aquaculture Feeds—A Review’, Fishes 2020, Vol. 5, Page 22, vol. 5,
no. 3, p. 22, Jul. 2020, doi: 10.3390/FISHES5030022.

[26] ‘FAO. Official website Food and Agricultural Organization of the Inited Nations.
Aquaculture Feed and Fertilizer Resources Information System. Atlantic salmon -
Nutritional requirements’. Accessed: Feb. 06, 2024. [Online]. Available:
https://www.fao.org/fishery/affris/species-profiles/atlantic-salmon/nutritional-
requirements/en/.

[27] A. G.J. Tacon, ‘The nutrition and feeding of farmed fish and shrimp; a training
manual. 1: The essential nutrients’, OOD and Agriculture Organization of the United
Nations, Jun. 1987. Accessed: Feb. 16, 2024. [Online]. Available:
https://www.fao.org/3/ab470e/AB470E02.htm#ch2.6.3.

[28] M. S. Astorga-Espafia, B. Rodriguez-Galdon, E. M. Rodriguez-Rodriguez, and C. Diaz-
Romero, ‘Amino acid content in seaweeds from the Magellan Straits (Chile)’, Journal
of Food Composition and Analysis, vol. 53, pp. 77-84, 2016,
doi: 10.1016/j.jfca.2016.09.004.

[29] S.Janbakhsh, S. S. P. Hosseini, and M. M. Shamsaie, ‘Nutritional value and heavy
metal content of fishmeal from the Southwest Caspian Sea’, Caspian J. Environ. Sci,
vol. 16, no. 4, pp. 307-317, 2018, doi: 10.22124/CJES.2018.3200.

[30] R. Jannathulla, O. Sravanthi, S. Moomeen, G. Gopikrishna, and J. S. Dayal, ‘Microbial
products in terms of isolates, whole-cell biomass, and live organisms as aquafeed

34



[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

ingredients: production, nutritional values, and market potential — a review’,
Aquaculture International, vol. 29, pp. 623-650, 2021, doi: 10.1007/510499-021-
00644-2.

R. S. Cottrell, J. L. Blanchard, B. S. Halpern, M. Metian, and H. E. Froehlich, ‘Global
adoption of novel aquaculture feeds could substantially reduce forage fish demand by
2030, Nature Food, vol. 1, no. 5, pp. 301-308, 2020, doi: 10.1038/s43016-020-0078-
X.

www.indexmundi.com, ‘Commodity price. Fishmeal.” [Online]. Available:
https://www.indexmundi.com/commodities/?commodity=fish-
meal&months=240&currency=eur.

‘FAO. Official website Food and Agricultural Organization of the Inited Nations.
Aquaculture Feed and Fertilizer Resources Information System. Rainbow trout -
nutritional requirements’. Accessed: Feb. 28, 2024. [Online]. Available:
https://www.fao.org/fishery/affris/species-profiles/rainbow-trout/nutritional-
requirements/en/.

R. Jannathulla, V. Rajaram, R. Kalanjiam, K. Ambasankar, M. Muralidhar, and J. S.
Dayal, ‘Fishmeal availability in the scenarios of climate change: Inevitability of
fishmeal replacement in aquafeeds and approaches for the utilization of plant protein
sources’, Aquaculture Research, vol. 50, no. 12, pp. 3493-3506, Dec. 2019,

doi: 10.1111/ARE.14324.

L. Gasco et al., ‘Fishmeal Alternative Protein Sources for Aquaculture Feeds’, in Feeds
for Aquaculture Sector. Current situation and alternatives sources., in SpringerBriefs
in Molecular Science. , Springer, Cham, 2018, pp. 1-28. Accessed: May 02, 2024.
[Online]. Available: https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-3-319-77941-6_1.
B. C. Bratosin, S. Darjan, and D. C. Vodnar, ‘Single cell protein: A potential substitute
in human and animal nutrition’, Sustainability (Switzerland), vol. 13, no. 16, pp. 1-24,
2021, doi: 10.3390/s5u13169284.

M. @verland, A. Karlsson, L. T. Mydland, O. H. Romarheim, and A. Skrede,
‘Evaluation of Candida utilis, Kluyveromyces marxianus and Saccharomyces
cerevisiae yeasts as protein sources in diets for Atlantic salmon (Salmo salar)’,
Aquaculture, vol. 402403, pp. 1-7, 2013, doi: 10.1016/j.aquaculture.2013.03.016.

S. W. Jones, A. Karpol, S. Friedman, B. T. Maru, and B. P. Tracy, ‘Recent advances in
single cell protein use as a feed ingredient in aquaculture’, Current Opinion in
Biotechnology, vol. 61, no. Table 1, pp. 189-197, 2020,

doi: 10.1016/j.copbio.2019.12.026.

R. C. Carranza-Méndez, M. L. Chavez-Gonzélez, L. Sepulveda-Torre, C. N. Aguilar,
M. Govea-Salas, and R. Ramos-Gonzalez, ‘Production of single cell protein from
orange peel residues by Candida utilis’, Biocatalysis and Agricultural Biotechnology,
vol. 40, no. January, pp. 1-9, 2022, doi: 10.1016/j.bcab.2022.102298.

A. Nyyssodla, A. Suhonen, A. Ritala, and K. M. Oksman-Caldentey, ‘The role of single
cell protein in cellular agriculture’, Current Opinion in Biotechnology, vol. 75, pp. 1-7,
2022, doi: 10.1016/j.copbio.2022.102686.

A. Vidakovic et al., ‘Growth performance, nutrient digestibility and intestinal
morphology of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) fed graded levels of the yeasts
Saccharomyces cerevisiae and Wickerhamomyces anomalus’, Aquaculture Nutrition,
vol. 26, no. 2, pp. 275-286, Apr. 2020, doi: 10.1111/ANU.12988.

J. O. Agboola, D. Lapefia, M. @verland, M. @. Arntzen, L. T. Mydland, and J. @.
Hansen, ‘Yeast as a novel protein source - Effect of species and autolysis on protein
and amino acid digestibility in Atlantic salmon (Salmo salar)’, Aquaculture, vol. 546,
p. 737312, Jan. 2022, doi: 10.1016/J.AQUACULTURE.2021.737312.

35



[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

(48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]
[56]

[57]

D. Huyben et al., ‘Effects of dietary inclusion of the yeasts Saccharomyces cerevisiae
and Wickerhamomyces anomalus on gut microbiota of rainbow trout’, Aquaculture,
vol. 473, no. 2016, pp. 528-537, 2017, doi: 10.1016/j.aquaculture.2017.03.024.

A. Zamani, M. Khajavi, M. H. Nazarpak, and E. Gisbert, ‘Evaluation of a Bacterial
Single-Cell Protein in Compound Diets for Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss) Fry
as an Alternative Protein Source’, Animals 2020, Vol. 10, Page 1676, vol. 10, no. 9,

p. 1676, Sep. 2020, doi: 10.3390/ANI10091676.

K. Hua and D. P. Bureau, ‘Estimating changes in essential amino acid requirements of
rainbow trout and Atlantic salmon as a function of body weight or diet composition
using a novel factorial requirement model’, Aquaculture, vol. 513, no. August, 2019,
doi: 10.1016/j.aquaculture.2019.734440.

B. Bjerkeng, M. Peisker, K. von Schwartzenberg, T. Ytrestayl, and T. Asgard,
‘Digestibility and muscle retention of astaxanthin in Atlantic salmon, Salmo salar, fed
diets with the red yeast Phaffia rhodozyma in comparison with synthetic formulated
astaxanthin’, Aquaculture, vol. 269, no. 1-4, pp. 476-489, Sep. 2007,

doi: 10.1016/J. AQUACULTURE.2007.04.070.

S. Raita et al., ‘Microbial Carotenoids Production: Strains, Conditions, and Yield
Affecting Factors’, Environmental and Climate Technologies, vol. 27, no. 1, pp. 1027—
1048, 2023, doi: 10.2478/rtuect-2023-0075.

V. Bampidis et al., ‘Safety and efficacy of a feed additive consisting of astaxanthin-rich
Phaffia rhodozyma for salmon and trout (Igene Biotechnology, Inc.)’, EFSA Journal,
vol. 20, no. 2, p. e07161, Feb. 2022, doi: 10.2903/J.EFSA.2022.7161.

G. W. Sanderson and S. 0 Jolly, ‘The value of Phaffia yeast as a feed ingredient for
salmonid fish’, Aquacultum Aquaculture, vol. 124, no. 1-4, pp. 193-200, 1994,

doi: https://doi.org/10.1016/0044-8486(94)90377-8.

E. A. Johnson, T. G. Villa, and M. J. Lewis, ‘Phaffia rhodozyma as an astaxanthin
source in salmonid diets’, Aquaculture, vol. 20, no. 2, pp. 123-134, 1980,

doi: 10.1016/0044-8486(80)90041-1.

E. A.-A. Acheampong, ‘Study of the growth parameters of the yeast Phaffia
rhodozyma and its production of astaxanthin in peat hydrolysates’, Masters Thesis,
Memorial University of Newfoundland, Canada, 1993. Accessed: Feb. 07, 2024.
[Online]. Available: http://research.library.mun.ca/10051/.

A. M. Martin, E. Acheampong, and T. R. Patel, ‘Production of astaxanthin by Phaffia
rhodozyma using peat hydrolysates as substrate’, Journal of Chemical Technology &
Biotechnology, vol. 58, no. 3, pp. 223-230, 1993, doi: 10.1002/jctb.280580304.

G.-H. Tzeng and J.-J. Huang, Multiple Attribute Decision Making: Methods and
Applications. Chapman and Hall/CRC., 2011. [Online]. Available:
https://doi.org/10.1201/b11032.

B. Zlaugotne, L. Zihare, L. Balode, A. Kalnbalkite, A. Khabdullin, and D. Blumberga,
‘Multi-Criteria Decision Analysis Methods Comparison’, Environmental and Climate
Technologies, vol. 24, no. 1, pp. 454-471, Jul. 2020, doi: 10.2478/rtuect-2020-0028.
L. Feldmane, ‘Mutagenesis and property analysis of astaxanthin producing
microorganism Phaffia rhodozyma. Master’s thesis’. RTU, 2023.

F. Winston, ‘EMS and UV mutagenesis in yeast’, Current Protocols in Molecular
Biology, no. SUPPL. 82, 2008, doi: 10.1002/0471142727.mb1303bs82.

P. Guerlava, V. Izac, and J. L. Tholozan, ‘Comparison of different methods of cell lysis
and protein measurements in Clostridium perfringens: Application to the cell volume
determination’, Current Microbiology, vol. 36, no. 3, pp. 131-135, 1998,

doi: 10.1007/PL00006756.

36



[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

GL Sciences, ‘Analysis of Pre-column Derivatized Amino Acids. InertSearch for LC.’
[Online]. Available: https://www.glsciences.com/viewfile/?p=LB088.

M. M. Yust, J. Pedroche, J. Giron-Calle, J. Vioque, F. Millan, and M. Alaiz,
‘Determination of tryptophan by high-performance liquid chromatography of alkaline
hydrolysates with spectrophotometric detection’, Food Chemistry, vol. 85, no. 2,

pp. 317-320, Apr. 2004, doi: 10.1016/J.FOODCHEM.2003.07.026.

S. A. Cevikkalp, G. B. Loker, M. Yaman, and B. Amoutzopoulos, ‘A simplified HPLC
method for determination of tryptophan in some cereals and legumes’, Food chemistry,
vol. 193, pp. 26-29, Feb. 2016, doi: 10.1016/J.FOODCHEM.2015.02.108.

M. Machado, S. Machado, F. B. Pimentel, V. Freitas, R. C. Alves, and M. B. P. P.
Oliveira, ‘Amino Acid Profile and Protein Quality Assessment of Macroalgae Produced
in an Integrated Multi-Trophic Aquaculture System’, Foods 2020, vol. 9, no. 10,

p. 1382, Sep. 2020, doi: 10.3390/FOODS9101382.

A. V. Kurpad, ‘Protein: Quality and Sources’, Encyclopedia of Human Nutrition,

vol. 44, pp. 123-130, 2012, doi: 10.1016/B978-0-12-375083-9.00241-5.

M. G. B. Bunda, B. L. M. Tumbokon, and A. E. Serrano, ‘Composition, chemical score
(CS) and essential amino acid index (EAAI) of the crinkle grass Rhizoclonium sp. as
ingredient for aquafeeds’, AACL Bioflux, vol. 8, no. 3, pp. 411-420, 2015.

H. Ni, G. Q. He, H. Ruan, Q. H. Chen, and F. Chen, ‘Application of derivative ratio
spectrophotometry for determination of B-carotene and astaxanthin from Phaffia
rhodozyma extract’, Journal of Zhejiang University: Science, vol. 6 B, no. 6, pp. 514—
522, Jun. 2005, doi: 10.1631/JZUS.2005.B0514/METRICS.

K. Sano and I. Shiio, ‘Microbial Production of L-Lysine. Ill. Production By Mutants
Resistant to s-(2-Aminoethyl)-I-Cysteine’, The Journal of General and Applied
Microbiology, vol. 16, no. 5, pp. 373-391, 1970,

doi: https://doi.org/10.2323/jgam.16.5_373.

A. S.F. Aratijo, R. T. R. Monteiro, and R. B. Abarkeli, ‘Effect of glyphosate on the
microbial activity of two Brazilian soils’, Chemosphere, vol. 52, no. 5, pp. 799-804,
2003, doi: 10.1016/S0045-6535(03)00266-2.

B. Lozowicka et al., ‘Effect of microorganism on behaviour of two commonly used
herbicides in wheat/soil system’, Applied Soil Ecology, vol. 162, no. August 2020,
2021, doi: 10.1016/j.aps0il.2020.103879.

W. Xuedong, W. Huili, and F. Defang, ‘Biodegradation of imazapyr by free cells of
Pseudomonas fluorescene biotype Il and Bacillus cereus isolated from soil’, Bulletin of
Environmental Contamination and Toxicology, vol. 74, no. 2, pp. 350-355, 2005,

doi: 10.1007/s00128-004-0591-x.

X. Wang, X. Liu, H. Wang, and Q. Dong, ‘Utilization and degradation of imazaquin by
a naturally occurring isolate of Arthrobacter crystallopoietes’, Chemosphere, vol. 67,
no. 11, pp. 2156-2162, 2007, doi: 10.1016/j.chemosphere.2006.12.042.

I. Petrovickij-Angerer, ‘Herbicide-sensitivity of some microorganisms on the basis of
the chlorsulfuron’, PhD Thesis, Hungarian University of Agriculture and Life Sciences,
Godollo, Hungary, 2009. [Online]. Available:
https://archive2020.szie.hu/file/tti/archivum/Angerer_PhD_Thesis.pdf.

B. Vallgjo, C. Picazo, H. Orozco, E. Matallana, and A. Aranda, ‘Herbicide glufosinate
inhibits yeast growth and extends longevity during wine fermentation’, Scientific
Reports 2017 7:1, vol. 7, no. 1, pp. 1-10, Sep. 2017, doi: 10.1038/s41598-017-12794-
6.

M. Ahuja and N. S. Punekar, ‘Phosphinothricin resistance in Aspergillus niger and its
utility as a selectable transformation marker’, Fungal Genetics and Biology, vol. 45,
no. 7, pp. 1103-1110, 2008, doi: 10.1016/j.fgh.2008.04.002.

37



[73]

[74]

[78]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

(82]

(83]

[84]

C. Gong, X. You, S. Zhang, and D. Xue, ‘Functional Analysis of a Glutamine
Biosynthesis Protein from a Psychrotrophic Bacterium, Cryobacterium soli GCJ02’,
Indian J Microbiol, vol. 60, no. 2, pp. 153-159, Jun. 2020, doi: 10.1007/s12088-020-
00858-7.

H. K. Joo, Y. W. Park, Y. Y. Jang, and J. Y. Lee, ‘Structural Analysis of Glutamine
Synthetase from Helicobacter pylori’, Sci Rep, vol. 8, no. 1, p. 11657, Aug. 2018,

doi: 10.1038/s41598-018-30191-5.

S. Mowbray, M. Kathiravan, A. Pandey, and L. Odell, ‘Inhibition of Glutamine
Synthetase: A Potential Drug Target in Mycobacterium tuberculosis’, Molecules,

vol. 19, no. 9, pp. 13161-13176, Aug. 2014, doi: 10.3390/molecules190913161.

G. A. Munoz and E. Agosin, ‘Glutamine involvement in nitrogen control of gibberellic
acid production in Gibberella fujikuroi’, Applied and Environmental Microbiology,
vol. 59, no. 12, pp. 4317-4322, 1993, doi: 10.1128/aem.59.12.4317-4322.1993.
Olufunke O. Ezekiel, Ogugua C. Aworh, James C. du Preez, and Laurinda Steyn,
‘Cultivation of Candida utilis on Cassava Peel Hydrolysates for Single-cell Protein
Production’, Journal of Food Science and Engineering, vol. 2, no. 8, 2012,

doi: 10.17265/2159-5828/2012.08.004.

K. Spalvins, S. Raita, K. Valters, and D. Blumberga, ‘Improving single cell protein
yields and amino acid profile via mutagenesis: review of applicable amino acid
inhibitors for mutant selection’, Agronomy Research, vol. 19, no. Special Issue 3,

pp. 1285-1307, 2021, doi: 10.15159/AR.21.083.

B. Michalik, W. Biel, R. Lubowicki, and E. Jacyno, ‘Chemical composition and
biological value of proteins of the yeast Yarrowia lipolytica growing on industrial
glycerol’, Canadian Journal of Animal Science, vol. 94, no. 1, pp. 99-104, 2014,

doi: 10.4141/CJAS2013-052.

R. Yang, Z. Chen, P. Hu, S. Zhang, and G. Luo, ‘Two-stage fermentation enhanced
single-cell protein production by Yarrowia lipolytica from food waste’, Bioresource
Technology, vol. 361, no. July, p. 127677, 2022, doi: 10.1016/j.biortech.2022.127677.
D. Lapefia et al., ‘Spruce sugars and poultry hydrolysate as growth medium in repeated
fed-batch fermentation processes for production of yeast biomass’, Bioprocess and
Biosystems Engineering, vol. 43, no. 4, pp. 723-736, 2020, doi: 10.1007/s00449-019-
02271-x.

K. S. Marius et al., ‘Production of single cell protein (SCP) and essentials amino acids
from Candida utilis FMJ12 by solid state fermentation using mango waste
supplemented with nitrogen sources’, African Journal of Biotechnology, vol. 17, no. 23,
pp. 716-723, 2018, doi: 10.5897/ajh2017.16361.

N. Felix, K. Manikandan, A. Uma, and S. J. Kaushik, ‘Evaluation of single cell protein
on the growth performance, digestibility and immune gene expression of Pacific white
shrimp, Penacus vannamei’, Animal Feed Science and Technology, vol. 296, no. July
2022, p. 115549, 2023, doi: 10.1016/j.anifeedsci.2022.115549.

F. G. Pearce, A. O. Hudson, K. Loomes, and R. C. J. Dobson, ‘Dihydrodipicolinate
synthase: Structure, dynamics, function, and evolution’, in Sub-Cellular Biochemistry,
vol. 83, 2017, pp. 271-289.

38



Svetlana Raita dzimusi 1990. gadd Ludza. Daugavpils Universitaté ie-
guvusi dabaszinatnu bakalaura gradu biologija (2012), Latvijas Biozinat-
nu un tehnologiju universitaté inzenierzinatnu magistra gradu partikas
zinatnée (2018). No 2017. lidz 2020. gadam paaugstindja profesionalo
kompetenci mikrobiologija Partikas drosibas, dzivnieku veselibas un
vides zinatniskaja institota "BIOR" Mikrobiologijas un patologijas la-
boratorija. Kops 2020. gada ir Rigas Tehniskds universitates Vides aiz-
sardzibas un siltuma sistému institOta pétniece. Zinatniskds intereses
saistitas ar biotehnologijam — mikrobialds fermentacijas optimizaciju,
mikroorganismu 1pasibu uzlaboSanu rupnieciskam lietojumam, agro-
industridalo blakusproduktu biokonversiju, mikrobidlo produktu izstradi
baribas un partikas vajadzibam.



	DARBĀ IZMANTOTIE Saīsinājumi
	Ievads
	Promocijas darba aktualitāte
	Promocijas darba mērķis un uzdevumi
	Izvirzītā hipotēze
	Zinātniskā novitāte
	Praktiskā vērtība
	Promocijas darba struktūra
	Promocijas darba zinātniskā aprobācija

	1. Literatūras apskats
	1.1. Vienšūnu proteīnu potenciāls akvakultūras barībā
	1.2. Eksperimentālam pētījumam izvēlētā rauga suga

	2. Metodoloģija
	2.1. Daudzkritēriju lēmumu pieņemšanas analīze
	2.2. Sagatavošanās pētījuma eksperimentālajai daļai
	Barotņu un šķīdumu sagatavošana
	Mikroorganisma celms un inokulātu sagatavošana
	Mutaģenēze
	Šūnu skaita un augšanas dinamikas noteikšana
	Aminoskābju biosintēzes inhibitoru mērķa koncentrācijas noteikšana
	Mutantu skrīnings

	2.3. Analītiskās metodes biomasas novērtēšanai
	Kopproteīna satura noteikšana
	Aminoskābju profila noteikšana
	Vienšūnu proteīna kvalitātes novērtēšana
	Astaksantīna satura noteikšana
	Statistiskās analīzes


	3. Rezultāti un diskusija
	3.1. Aminoskābju biosintēzes inhibitoru daudzkritēriju lēmuma pieņemšanas analīzes rezultāti
	3.2. P. rhodozyma augšanas inhibīcijas eksperimenti
	S-(2-aminoetil)-L-cisteīna ietekme uz P. rhodozyma augšanu
	Glufosinātamonija ietekme uz P. rhodozyma augšanu
	L-metionīna sulfoksimīna ietekme uz P. rhodozyma augšanu

	3.3. Atlasīto mutantu analīze
	Glicerīna-sāls barotnē izaudzētu mutantu analīze
	Mutantu analīze, kultivējot glicerīna-peptona barotnē


	Secinājumi
	izmantotā literatūra



