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LUHENDID

B46, B. breve B46 — Bifidobacterium breve B46

EFSA — European Food Safety Authority, Euroopa Toiduohutusamet

F44, L. plantarum F44 - Lactobacillus plantarum F44

F8, L. paracasei F8 - Lactobacillus paracasei F8

FAO — Food and Agriculture Organization, Toidu ja P6llumajadusorganisatsioon
FOS — fructooligosaccharides, fruktooligosahhariidid

FOSin — inulin-type fructooligosaccharide, inuliini-tiitipi fruktooligosahhariidid

FOSin (HSI) — inulin-type fructooligosaccharide (High Solubility Inulin), inuliini-titpi
fruktooligosahhariidid (korge lahustuvusega inuliin)

GOS - galaktooligosaccharides, galaktooligosahhariidid

HPLC — High Pressure Liquid Chromatography — Korgsurvevedelikkromatograafia
IDF — International Dairy Federation, Rahvusvaheline Piimaliit

IMC — Isothermal Microcalorimetry — Isotermiline mikrokalorimeetria

WHO — World Health Organization, Maailma Tervishoiu Organisatsioon



SISSEJUHATUS

Toitumine mdjutab inimese enesetunnet, tuju, tervist ja iildist elukvaliteeti. Inimorganism ei
suuda ise seedida ja omastada koiki vajalikke toitaineid, seega vajab ta soolestiku bakterite

abi, kellel on vajalikud ensiitimid keeruliste sahhariidide lagundamiseks.

Kui soolestiku mikrofloora tasakaal on hiirunud, on probiootikumide ja prebiootikumide
manustamisel tdestatud positiivne mdju tervisele. Veelgi efektiivsem voib olla nende koos

manustamine, mida nimetatakse siinbiootiliseks lahenemiseks.

Peamised kasutatavad probiootilised tiived kuuluvad perekondadesse Lactobacillus ja
Bifidobacterium, kelle elutegevuse ja metabolismi kdigus toodetakse inimorganismile
kasulikke tihendeid. Prebiootilised substraadid, mida probiootilised bakterid fermenteerivad
on peamiselt madala seeduvusega siisivesikud, mida leidub naturaalselt toidus. Neli

kasutatavamat tdestatud mojuga prebiootikumi on inuliin, FOS, GOS ja siinteetiline laktuloos.

Uuritakse erinevaid kombinatsioone probiootikumidest ja prebiootikumidest, et leida parimaid

lahendusi inimese tervise parandamiseks.
Antud t60 eesmirgiks oli

- uurida Lactobacillus plantarum F44, Lactobacillus paracasei F8 ja Bifidobacterium breve
B46 kasvu ja ainevahetust kahel erineval inuliini-tiiipi fruktooligosahhariidil vordluses

gliikoosiga
- méadrata inuliini-tiitipi FOS-ide tarbimise ulatus nende tiivede poolt ja ainevahetusproduktid

- uurida L. plantarum F8 ja B. breve B46 segakultuuri diinaamikat inuliini-tiitipi FOS-iga

soo0tmes

Magistritod on valminud Biotehnoloogia projekti ,,Funktsionaalse toidulisandid“ (ERF
projekti No.  3.2.0701.12-0041) raames Tallinna Tehnikaiilikoolis ja  Toidu-ja

Fermentatsioonitehnoloogia Arenduskeskuses.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Soolestiku mikrofloora ja probiootikumid

Peale enda genoomi, sisaldab inimene ka geneetilist materjali mikroorganismidelt, kes
elutsevad meie soolestikus ja teistes organites (Fang, Evans, 2013). Inimese mikrobioomi
uuringud on ndidanud meie keha pinnal ja sees mitmekesist mikrobioloogilist elustikku.
Mikrobioloogilistest 6kosiisteemidest kdige suurem prokartiootide rakkude tihedus on inimese

soolestikus, kust vdib leida lausa 1011 rakku grammi soole sisu kohta (Whitman et al, 1998).

rRNA jirjestusel pdhinevad meetodid on voimaldanud kindlaks méérata inimese soolestiku
mikroobe. Tervete inimeste soolestiku limaskestadelt ja fekaalidest leitud bakteritest kuulub
ile 90% hoimkondadesse Firmicutes voi Bacteroidetes. Viiksemas koguses on leitud
baktereid hdimkondadest Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacteria ja Verromicrobia
(Eckburg et al, 2005). rRNA jirjestusel pohinevate meetodite korval on keeruliste
mikrobioloogiliste siisteemide tuvastamiseks hea alternatiiv metagenoomi jirjestamine

(Riesenfeld et al, 2004).

Peale bakterite on inimese soolestikust leitud arhebaktereid, kes kuuluvad peamiselt fiilotiitipi
Methanobrevibacter smithii (Eckburg et al, 2005). Veel on leitud arhebaktereid
perekondadest ~ Methanosphaera, = Thermogymnomonas, Thermoplasma  (hdimkond
Euryarchaeota) ja perekonnast Nitrososphaera (hdimkond Thaumarchaeota) (Hoffmann et
al, 2013). Samuti on tuvastatud viiruseid ja eukariiootseid organisme, kellest enamik on

parmid (Reyes et al, 2010).

Inimese soolestiku bakterite liigid variceruvad. Kuigi on leitud pohilisi liike, mis eksisteerivad
iga tdiskasvanud inimese soolestikus nagu Faecalibacterium prausnitzii, Roseburia
intestinalis ja Bacteroides univormis (Qin et al, 2009), erineb ka nende arvukus indiviidide
vahel suurel mééral, mistdttu kontseptsioon n.d soolestiku mikrobioomi tuumikbakteritest on

iisna ebatdendoline (Lozupone et al, 2012)

Individuaalse mikroobikoosluse médaravad mitmed faktorid: vanus, keskkond, geneetika ja
toitumine (Lozupone et al, 2012). Varasemad uuringud on nididanud anacroobide ja

bifidobakterite liikide vihenemist ning enterobakterite liikide arvukuse suurenemist vanusega.



Uuemad uuringud, mis pohinevad molekulaarsetel meetoditel néditavad vanurites soolestiku
mikrofloora liikide suuremat mitmekesisust (Tiihonen et al, 2010). Uuring, mis vordles
véljaheidetest isoleeritud baktereid tervetes noortes tdiskasvanutes ja vanurites, leidis
vanurites Bacteroidese liikide suurema mitmekesisuse, kuid bifidobakterite liike oli neis
vihem (Hopkins, Macfarlane, 2002).

Toitumisel on vdga suur modju soolestiku mikrofloora koosseisule ja metabolismile.
Mairavaks on teiste faktorite hulgas erinevate toitainete — rasvad, siisivesikud, valgud — kogus
ja tliip. Toitumine mojutab soolestiku mikrobioloogilist koosseisu siinnist saati (Scott et al,
2013). Imikutel, kes toituvad emapiimast, on domineerivateks bifidobakterid, kuid neil,
kellele antakse imikutoite, on soolestiku mikrofloora mitmekesisem, sisaldades suuremal
hulgal fakultatiivseid anaeroobe, klostriide ja bakteroide. Kahe aasta jooksul peale siindi
muutub liikide mitmekesisus ja populatsioonide profiil sarnaseks tdiskasvanu omaga (FoxX-

Orenstein, Chey, 2012).

Imetajate genoom ei kodeeri enamikku ensiilimidest, mida oleks vaja, et lagundada taimede
struktuuri moodustavaid poliisahhariide, aga imetajate soolestiku bakteritel on vdga suur arv
geene, mis kodeerivad ensiitime nagu gliikosiidi hiidrolaasid, poliisahhariidide liiaasid ja
stisivesikute esteraasid, mis vOimaldavad lagundada keerulisi sahhariide ja toota nendest
energiat. Kuigi soolestiku mikroorganismide elutegevuse kdigus tekkiv energia moodustab
vaid viéikese osa kogu energiavajadusest, on sealsetel mikroobidel suur moju tervisele ning
soolestiku bakterite koosseisu ja elutegevust mojutab suuresti just siisivesikute sisaldus toidus

(Flint et al, 2012).

Peamised siisivesikud, mis on kéttesaadavad soolestiku bakteritele on seedeensiiiimide toimel
mittelagunev tirklis, mittetirkliselised poliisahhariidid ja oligosahhariidid (Flint et al, 2012).
Nende keeruliste poliisahhariidide fermentatsioonil tekivad lithikeseahelalised rasvhapped
(SCFA) ja ndrgad happed atsetaat, propionaat ja vdihape. Vodihape on soolestiku
epiteelrakkudele peamiseks energiaressursiks, propionaat viiakse maksa, kus seda kasutatakse
gliikogeneesiks ja atsetaati kasutatakse lipogeneesil (Scott et al, 2008). Taime rakuseinte
metabolismil vdivad tekkida ka fiitokemikaalid, millel on potentsiaalne pdletikuvastane ja

antioksiidatiivne moju (Russell et al, 2008)

Mikroobid fermenteerivad peale slisivesikute rasvu ja proteiine, mille tulemusena vdivad
tekkida kahjulikud iithendid nagu nitrosamiinid. Peale selle metaboliseerivad soolestiku

mikroorganismid endogeenseid substraate nagu peremeesorganismi ensiiiimid, soolestiku

9



surnud rakud ja gliikkostileeritud proteiinid (limaskesta mutsiin).  Nende iihendite
metaboliseerimine aitab bakteritel ellu jadda, kui toiduga saadavaid substraate ei ole piisavas

koguses (Scott et al, 2013).

Soolestiku mikrofloora manipulatsioon probiootikumidega on vdimalus parandada patsientide
olukorda, kellel on haiguseid, mis tulenevad sellest, et soolestiku mikrofloora tasakaal on
héirunud (Foxx-Orenstein, Chey, 2012).

1.1.1 Probiootikumid

Probiootikumid on WHO definitsiooni jdrgi elusad mikroorganismid, mis manustatuna
piisavas koguses, mdjuvad peremeesorganismi tervisele kasulikult (FAO/WHO, 2002).
Probiootikume ei saaks pidada leiutiseks, sest selliste funktsioonidega mikroobid on olnud
juba kaua aega osa traditsioonilisest toidust nagu jogurt ja eri tiilipi juustud (Amara, 2012).
Inimesed on teinud aastakiimneid fermenteeritud toitu ning erinevad bakterid on olnud osa
sellest protsessist. Peale bakterite kasutatakse probiootikumidena ka hallitusi ja parmseeni

(Amara, 2012; Amara, Shibl, 2013).

Probiootikumid peavad olema inimesele ohutud ja vastama EFSA QPS (Qualified
Presumption of Safety) staatusele, mis pohineb neljal punktil: identiteedi mé&iramine,
info/teadmised, voimalik patogeensus ja 10ppkasutus (EFSA, 2007). Selleks, et tiive nimetada
probiootiliseks, peavad olema tdidetud (tdestatud) paljud kriteeriumid nagu ohutus tarbijale ja
kasulik toime. lIga tiivi peab olema kontrollitud in vivo katsetes. Testitakse nende stabiilsust
tootmisel ja hoiustamisel, genotiiiibi ja fenotiiiibi stabiilsust, silisivesikute ja valkude
16hustamise mustreid, vastupidavust hapetele ja sapile, ellujddvust ja kasvu, vastupidavust
antibiootikumidele, tuntud soolestiku patogeenide inhibeerimist, antimikroobsete iihendite

tootmist ja immunogeensust (Tuomola et al, 2001).

Enamik inimorganismist isoleeritud kasulikest bakteritest kuuluvad piimhappebakterite hulka,
millest tuntumad on Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp., Enterococcus spp. Samuti
kasutatakse tiivesid liikidest Escherichia coli, Bacillus spp. ja Streptococcus spp (Mikelsaar
et al, 2011).

10



Perekonnast Lactobacillus on probiootikumina kasutusel liigid: L. acidophilus,L. sporogenes,
L. plantarum,L. rhamnosum, L. delbrueckii, L. reuteri, L. fermentum, lactis, cellobiosus,
brevis, casei, farciminis, paracasei, gasseri, crispatus. Bifidobacteriumi hulgast voiks vélja
tuua: B. bifidum, B. infantis, B. adolescentis, B. longum, thermophilum, breve, lactis,
animalis. Veel on olulised liigid Streptococcus: S. lactis, S. cremoris, S. alivarius, S.
intermedius, S. thermophilus, S. diacetylactis; Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus,
Propionibacterium, Bacillus, Enterococcus, Enterococcus faecium. Seentest ja hallitustest on
kasutusel: Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces boulardii, Aspergillus niger,
Aspergillus oryzue, Candida pintolopesii. Seoses uurimustodga antud vallas, uueneb see
nimekiri pidevalt (Amara, Shibl, 2013).

Probiootikumid parandavad inimese tervist, toetades peremeesorganismi fiisioloogilist
aktiivsust voi vihendades haiguste riski. Probiootilised bakterid aitavad seedida organismile
vajalikke toitaineid, osalevad secedesiisteemi epiteclirakkude valmimises, mojutavad
fiisioloogilisi parameetreid, inhibeerivad inimesele kahjulikke mikroobe ja stimuleerivad

immuunsiisteemi (Mikelsaar et al, 2011).

Eksogeenne manustamine on iiks viis parandada patsientide olukorda, kellel on probleeme
soolestikuga. Leitud on nditeks positilvne mdju patsientidele, kellel on &rritunud soole
stindroom (IBS). Samuti on probiootikumid efektiivsed diarrda ennetamises ja ravis (Foxx-
Orenstein, Chey, 2012). Parim ja odavam viis selleks on igapéevaselt tarbida probiootikume
toiduga. Neid saab tarbida ka tablettidena vdi muudes sobivates vormides (Amara, Shibl,

2013).

1.1.2 Kooslused vs puhaskultuurid

Probiootikumide mdju on uuritud ka in vivo ehk inimkatsetes, vordlevalt iihe liigi iihest
tiivest, sama liigi mitmest tiivest ja mitmeliigiliste kombinatsioonide puhul, et vorrelda nende
funktsionaalset toimet. Kombineeritud kultuurid voivad sisaldada baktereid, kes aitavad kaasa
tiksteise elutegevusele ja metabolismile ning selle tagajérjena voimendavad kasulikke efekte
peremehe tervisele. On analiilisitud kombinatsioone erinevatest tiivedest perekondadest
Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Bifidobacterium ja Propionibacterium.

(Timmerman et al, 2004).
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1.1.3 Lactobacillus

Hoimkonda  Firmicutes kuuluv  perekond Lactobacillus holmab  suurt rithma
piimhappebakteritest (Ljungh, Wadstrom, 2009), kes on Gram-positiivsed kokobatsillid voi

pulgakujulised bakterid, kes ei moodusta spoore (Hammes, VVogel, 1995).

Piimhappebakteritel on voime fermenteerida mitmesuguseid stisivesikuid nagu laktoos,
gliikkoos, maltoos, fruktoos, ning nendega sarnaseid tihendeid, kusjuures peamine produkt on
piimhape. Toodetud happe pdhiline mdju on keskkonna pH alandamine, mis inhibeerib teiste
organismide  kasvu. Laktobatsillidel on  hea  kohanemisvdime  erinevates
keskkonnatingimustes ning vdime muuta oma ainevahetust vastavalt oludele. (Ljungh,

Wadstrom, 2009).

Laktobatsillid saab suhkrute fermentatsiooni jérgi jagada kolme peamisesse gruppi:
obligatoorsed homofermentatiivsed, fakultatiivsed homofermentatiivsed ja obligatoorsed
heterofermentatiivsed laktobatsillid. Gliikoosi fermentatsioon toimub kahe peamise raja jirgi:
Embden-Meyerhoff-Parnas rada voi pentoosfosfaadi rada. . Gliikoliiiisirada kasutavad
homofermentatiivsed piimhappebakterid, kus tihest molekulist gliikoosist toodetakse 2 mooli
piimhapet ja 2 ATP molekuli energiat. Heterofermentatiivsed bakterid kasutavad
pentoosfosfaadi rada, kus toodetakse iihe gliikoosi molekuli kohta 1 mool piimhapet 1 mool

etanooli ja 1 mool siisihappegaasi ning 1 ATP molekul energiat (Ljungh, Wadstrém, 2009).

Mitmeid Lactobacilluse liike kasutatakse probiootikumina. Laktobatsillid toodavad
bakteriotsiine, lithikese ahelaga rasvhappeid, vitamiine ja ensiilime, vdistlevad patogeenidega
retseptorite ja toidu parast (Ljungh, Wadstrom, 2009). Immunoloogiliselt mojutab peremehe
organismi piimhappebakterite pdletikuvastane, immunostimuleeriv toime, mis aitab kaasa ka
homoostaasi loomisele (Ljungh, Wadstrom, 2009). Laktobatsillid ja teised piimhappebakterid
voivad aidata kaasa laktoosi seedimisele laktoositalumatusega indiviididel, vdhendavad

kdhukinnisust, aitavad voidelda infektsioonide vastu ja leevendada &rritunud soole siidroomi

(Manning, Gibson, 2004).
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1.1.4 Bifidobacterium

Bifidobakterid on Gram-positiivsed, pulgakujulised, sealjuures tihti hargnenud, anaeroobsed
ja litkumatud bakterid (McClanahan, 2013).

Bifidobakteritel on lai valik ensiilime siisivesikute fermenteerimiseks. 6,5% nende geenidest
on seotud siisivesikute metabolismiga (Flint et al, 2012). B. longum subsp longum geenidest
on 8% seotud siisivesikute metabolismiga. Bifidobakterites on identifitseeritud kahte tiitipi -
fruktofuranosidaase: need, mis on aktiivsemad B(2,1) gliikoos-fruktoos sidemete 10hkumisel,
vabastades ainult terminaalseid gliikoosijaédke, ja need, kes on aktiivsemad B(2,1) fruktoos-

fruktoos sidemete 10hkumisel (Flint et al, 2012).

Palju on uuritud inuliini ja inuliini-tiitipi fruktaanide tarbimist bifidobakterite poolt. Katses,
kus testiti 55 bifidobakteri tiive, oli ainult 5 tiive voimelised kasvama pikaahelalistel inuliini
molekulidel. Koik kontrollitud tiived kasvasid hasti FOS-del (Flint et al, 2012).

On leitud, et bifidobakterite ja teiste liikide vahel toimub ka nn rist-toitumine. Niiteks voib
tuua rist-toitumise vodihapet tootvate bakterite ja bifidobakterite vahel, kus viimased
vabastavad oligo- ja monosahhariide keerukatest substraatidest (Flint et al, 2012; Belenguer et
al, 2006). Sellisel juhul bifidobakterite toodavad siisivesikutest piimhapet ja see
fermenteeritakse teiste liikide poolt vdihappeks ja siisihappegaasiks.

Bifidobakterid lagundavad vidga efektiivselt korge amiiloosisisaldusega tarklist. Enslitimide
toimele mittealluva tirklise (resistentne tdrklis) ja pullulaani lagundamine on seotud kindlate
liikidega nagu B. breve ja B. adolescentis. On leitud, et B. brevel on suur raku pinnale
ankurdatud ensiitim, mis sisaldab eraldiseisvaid o(1,4) amiilaasi ja tiiip 1 pullulanaasi

domeeni koos mitmete siisivesikuid siduvate molekulidega (Flint et al, 2012).
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1.2 Kiudained inimese toidus ja prebiootikumid

Taimse toiduga saab inimese organism palju kiudaineid, mille moodustavad peamiselt
mittetdrkliselised siisivesikud ja ligniin (Turner, Lupton, 2011). Umbes 20-60 g
seedeensiiimide poolt mdjutamata siisivesikuid jouab pdevas jamesoolde. Peamise 0sa
moodustavad ensiiiimide toimele mittealluv térklis (resistant starch RS), taimede rakuseina
poliisahhariidid ja mitteseeduvad oligosahhariidid, kuigi ka mdnede di- ja monosahhariidide
(nt suhkuralkoholide) seedimine ja imendumine on piiratud (Flint et al, 2012). Imetajad ei
tooda ensliime, mis kiudained peensooles monomeerideks hiidroliilisiks, kuid soolestikus
(jdmesooles) elavatel bakteritel on vajalikud ensiitimid kiudainete fermentatsiooniks, seega on

soolestiku mikroflooral oluline roll meie toidu seedimisel (Turner, Lupton, 2011).

Kdikides eluvormidest on leitud 130 perekonda gliikosiidide hiidrolaase, 22 poliisahhariidide
liaase ja 16 siisivesikute esteraase, millest suur osa kodeeritakse mikroorganismide
genoomides (Flint et al, 2012; Cantarel et al, 2009). Need sisaldavad kataliiiitilisi domeene,
mis lagundavad taimede strukturaalseid poliisahhariide (tselluloos, B-gliikkaan, ksiilaan,

mannaan ja pektiin), varusiisivesikuid ja limaskesta gliikaane (Joonis 1) (Flint et al, 2012).

A Starch (amylopectin) B Cellulose
a amylase [GH13] a-glucosidase endoglucanase [GHS, GH8, GH, GH44, GH48] B-glucosidase [GH1,GH2, GH4]
6-6-6Y6-6-6Y6-6-6-() [GH4, GH13, GH31, GH63, GH97] ¢
————————— n,
G~G~G~G~G~G~G~G~G~(n) GGG
Z<—Type1 pullulanase [GH13] G-G-G-G
6-G-6-G-G-(n) exocellulase (cellobiohydrolase) [GH48]
Inulin Arabinoxylan
inulinase [GH32], inulin lyase [GH91] [&»fructofilranosidase [GH32] xylanase [GH5, GH10,GH11]  arabinofuranosidase [GH43, GH51]
GoFwFaFaFeuFuF%FonFeFoFe(n) GuEsFuf
A A Gluu
| | | «——— a-glucuronidase [GH67, GH115]
Pectin (homogalacturonan) X~ X~XmXn XXX~ X~ X~ X~ X~ X~ X (n)
: : |
polygalacturonase [GH28] acetyl esterase [CE12] Fac o A feruloyl esterase [CE1]
FA

ac ac me acetyl xylan esterase
[CE1, CE2, CE4, CE6, CE7]

GalU - GalU - GalU - GalU - GalU - GalU - GalU - GalU - (n)

me me

p-xylosidase [GH3, GH43] ~ p-(1-4) linkage
| a-(1-2) or &t -(1-3) linkages
= a-(1-4) i : ester linkage
pectin methyl esterase [CE8]  pectin, pectate lyases [PL1, PL9] 2 ;:((: g)) l‘;:::g: X~X~X~X 9
» f-(2-1) linkage

: ester linkage

Joonis 1. Toiduga saadavad siisivesikud ja mikroorganismide siisivesikuid lagundavate
ensiiimide aktiivsused. GH — gliikosiidi hiidrolaasid, PL — poliisahhariidi liaas, CE —
stisivesikute esteraas, G — glitkoos, F — fruktoos, X — ksiiloos, A — arabinoos, GalU —
galakturoonhape, GlaU — glukuroonhape (Flint et al, 2012)
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Lisades iikskoik millist mitteseeduvat, kuid fermenteeritavad siisivesikut toidule, tGuseb
soolestiku mikroorganismide fermentatiivne aktiivsus, mille tulemuseks on happe tootmine.
See vdhendab pH-d, mis omakorda mdjutab mikrofloora koosseisu ja mikrobioloogiliste
metaboliitide tasakaalu (Flint et al, 2012).

Siisivesikute fermentatsioonil tekkivate liihikesehaelaliste rasvhapete kontsentratsiooni tous
suurendab teatud mineraalide nagu kaltsiumi lahustuvust ning parandab kaltsiumit-siduvate
proteiinide imendumist ja ekspressiooni (Flint et al, 2012; Duncan et al, 2009). Soolestiku
mikroorganismid vdivad modjutada peremeesorganismi  peptiidide ja hormoonide
ekspressiooni tootes lithikeseahelalisi rasvhappeid, mis md&jutab organismi energia
metabolismi ja sodgiisu (Flint et al 2012; Sleeth et al, 2010). Propionaat tdstab
kiillastustunnet ja parandab gliikoosi homdostaasi (Flint et al, 2012,; Arora et al, 2011).
Voihappel on poletikuvastased ja védhivastased efektid, kuid see osaleb ka teistes organismi

funktsioonide regulatsioonides (Flint et al, 2012; Canani et al, 2011).

Keerulised toiduga saadavad stisivesikud vdhendavad potentsiaalselt kahjulike metaboliitide
taset, mis tulenevad proteoliiiitilisest aktiivsusest jamesooles (Flint et al, 2012, Russel et al,
2011). In vitro uuring nditas, et kui fruktaane lisati kasvusootmesse, Siis see stimuleeris
sahharoliiiitilist fermentatsiooni ning langetas toksiliste peptiidide fermentatsioonil tekkivate

metaboliitide taset (Flint et al, 2012; De Preter et al , 2010).

1.2.1 Prebiootikumid

Prebiootikumid on defineeritud kui ,,mitteseeduvad toidukomponendid, mis toovad kasu
peremeesorganismile, stimuleerides teatud soolestikubakterite kasvu ja aktiivsust* (Gibson,
Roberfroid, 1995). 2004 aastal uuendati seda definitsiooni: prebiootikumid on ,,selektiivselt
fermenteeritavad komponendid, mis kutsuvad esile teatud muudatusi soolestiku mikrofloora
koostises ja/voi aktiivsuses, mille tagajirjeks on kasulik moju peremeeorganismi tervisele ja

heaolule* (Gibson et al, 2004).

Mitte koik kiudained pole prebiootikumid. Et klassifitseerida mitteseeduvaid siisivesikuid
prebiootikumiks on vaja tiita jargnevad tingimused: vastupidavus mao happele ja imetajate
ensiilimidele; substraadiks soolestiku bakterite fermentatsiooniks; voime tosta kasulike

mikroorganismide elujoulisust ja aktiivsust (Rastall, Gibson, 2006).
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Praegu kasutatavad prebiootikumid on peamiselt madala seeduvusega siisivesikud, mida
leidub naturaalselt toidus (Flint et al, 2012). Ainult nelja maailmas turustatava prebiootikumi
moju on piisavalt toetatud inimkatse tulemustega. Need on fruktaanid — inuliin, FOS, GOS ja
stinteetiline disahhariid laktuloos (Rastall, 2010). Peale nende kasutatakse veel laktosukroosi,
isomaltooligosahhariide, sojaoa oligosahhariide, ksiilooligosahhariide, gentio-oligosahhariide.
Uuritakse erinevaid taime rakukesta poliisahhariide kui potentsiaalseid prebiootikume nt
arabinogalakto-oligosahhariide, ramnogalakturono-oligosahhariide  ja  galakturono-
oligosahhariide (Rastall, Maitin, 2002).

Prebiootilised oligosahhariidid on suhkrute kombinatsioonid, millel on erinev
poliimerisatsiooniaste. Prebiootilisi oligosahhariide saab toota kolmel erineval meetodil:
eraldamisel taimedest, mikrobioloogilisel siinteesil voi enslimaatilisel teel ja poliisahhariidide

enstimaatilisel degradatsioonil (Wang, 2009).

1.2.2 Inuliin ja fruktooligosahhariidid

Inuliin ja fruktooligosahhariidid tdidavad koiki eelpoolt nimetatud ndudeid prebiootikumidele.
Inuliin on poliisahhariid tildvalemiga Glu al-2[f Fru 1-2]n, kus n > 10 (Rastall, 2010).
Inuliini-titipi  fruktaanid on lineaarsed poliimeerid, mis koosnevad [(2,1)-seotud
fruktoosijadkidest, terminaalsete glilkoosijadkidega (Flint et al, 2012). Inuliini leidub palju
sibulas, kiiiislaugus, sparglis, porrus, nisus ja artitSokis, kdige rohkem aga siguris. Struktuurilt
on inuliiniga sarnased frukto-oligosahhariidid (FOS), millel on vidiksem molekulmass/
poliimerisatsiooniaste. Frukto-oligosahhariide saadakse kas inuliinist hiidroliiiisi teel voi

stinteetiliselt sukroosist (Rastall, 2010).

Inuliinist hiidrolitisitud FOS on ildvalemiga Glu ol-2[ Fru 1-2]n, kus n=2-9.
Sukroosistsaadud FOS-d on segu kolmest oligosahhariidist 1-kestoos (Glu-Fru2), 1-niistoos
(Glu-Fru3), and 1F-B-fruktofuranosiiiilniistoos (Glu-Fru4) ja nende vidikse molekulmassi tottu
kutsutakse neid tavaliselt lithikeseahelalisteks FOS-deks (sc-FOSs) (Rastall, 2010).

Katsed, kus fekaalseid koosluseid inkubeeriti inuliini, FOS-de, tarklise, poliidekstroosi,
fruktoosi ja pektiiniga 12 tundi (Rastall, 2010; Wang, Gibson, 1993), niitasid, et koige

rohkem suurenes bifidobakterite arvukus FOS-de ja inuliini puhul, mis nditas nende
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prebiootilist iseloomu. Hilisemad katsed on tdestanud bifidobakterite arvukuse kasvu FOS-de

abil (Rastall, 2010).

Bakteriaalne fruktaanide lagundamine vajab p-fruktofuranosidaase. Erinevad bakterite -
fruktofuranisodaasid 16ikavad P(2,1) sidemeid sukroosis, FOS-des ja inuliinis, vabastades
monomeerseid fruktoosi molekule, mis transporditake rakku (Flint et al, 2012; Warchol et al,
2002).

1.3 Siinbiootikumid

Kui prebiootikume kasutatakse koos probiootikumidega, nimetatakse seda siinbiootiliseks

lahenemiseks (Flint et al, 2012).

Stimbiootilises 1dhenemises valitakse prebiootikum, mis stimuleeriks spetsiifiliselt valitud
probiootilise bakteri ellujddvust ja kasvu peremeesorganismis (Kolida, Gibson, 2011)
Stinbiootikumid on ndidanud voimendatud kasulikku moju vorreldes prebiootikumide ja
probiootikumide eraldi manustamisega. Néiiteks vanurites, kellele anti segu, mis sisaldas
probiootilisi baktereid B. bifidum ja B. lactis koos inuliini ja FOS seguga, leiti, et
prebiootikumid parandasid bifidobakterite eluvdimet ja suurendasid soolestikus leiduvate
bifodobakterite arvukust (Flint et al, 2012; Bartosch et al, 2005).
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2. EKSPERIMETAALNE OSA

2.1 Materjalid ja meetodid

2.1.1 Tuved

Magistritdds kasutati jirgmisi bakteritiivesid, mis olid saadud Lundi Ulikoolist (Rootsi), LMG
— Culture collection of Lund University and Bacteria Collection of BCCM/LMG

e Lactobacillus plantarum F44 (LMG P-26120)

e Lactobacillus paracasei F8 (LMG P-26118)
¢ Bifidobacterium breve B46 (LMG P-26117)

Séiilituskultuuride valmistamine

Petri tassilt eraldatud kolooniad kiilvati vedelso6tmesse ning inkubeeriti 37°C juures 66pdeva.
Seejarel pipeteeriti kultuur steriilsesse tuubi ja tsentrifuugiti 10 minutit 20000 RPM ning
eemaldati supernatant. Pohjas olev bakterimass suspendeeriti 0,5 ml MRS vedelsd6tmes, mis

sisaldas 50% gliitserooli. Tuubid asetati siigavkiilma -20 °C juurde.

2.1.2 Substraadid, s66tmed ja kasvutingimused

Substraadid

e Inuliini-tiiiipi FOS, HSI (keskmine DP <10, koostises ~12% gliikkoos, fruktoos, sukroos),
Orafti, Tienen, Belgia

e Inuliini-tiitipi FOS (koostises ~5% gliikoos, fruktoos, sukroos) , Orafti, Tienen, Belgia

e Gliikoos vordluseks

Fiisioloogiline lahus

Fiisioloogiline lahus, mida kasutati lahjenduste tegemiseks ja bakterirakkude pesemiseks

valmistati jargnevatest komponentidest:NaCl (Sigma Aldrich, Taani) — 8,5 g/L; Bakteriaalne
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peptoon (LABM, Lancashire, UK) — 1 g/L. Komponendid kaaluti tehnilistel kaaludel, lisati
vajalik kogus destilleeritud vett ning autoklaaviti (autoklaav D-150 Systec, Sveits) 121 °C

juures 3 minutit.

Modifitseeritud MRS vedelsdode

Biomassi ettevalmistamiseks kasvatati kultuure modifitseeritud MRS s66tmes, mille koostis
oli jargmine: glikkoos — 10 g/L, parmiekstrakt — 3 g/L, NHj-citrate — 2 g/L, Tween 80 — 1 g/L,
MgSQO, x 7H,0 — 0,2 g/L, MnSO,4 x H20 - 0,2 g/L, Cys-HCI 0,5 g/l — lisati vahetult enne
katse ldbiviimist sootmetesse, kus kasvatati bifidobaktereid, 1M puhverlahus K;HPO, — 1,8
ml/100 ml, 1M puhverlahus KH,PO4 — 3,2 ml/100 ml.

Puhverlahuseid kasutati so6tme pH viimiseks MRS (LABM, UK) sarnase pH juurde (pH
6,4+/-0,2).

Sootme komponendid kaaluti analiititilistel kaaludel (Mettler Toledo), seejdrel lisati
automaatpipetiga puhverlahused ja vastav kogus destilleeritud vett, segati tdieliku
lahustumiseni magnetsegajal (MSH Basic, Yellow Line) ning autoklaaviti 121 °C juures 3

min.

S60de oligosahhariidide tarbimise méiaramiseks

Oligosahhariidide tarbimise madramiseks katseklaasides ja mikrokalorimeetria abil valmistati
s60de jargmise koostisega: triiptoon - 2,5 g/l, parmiekstrakt 1,25 g/l, K;HPO, 1M
puhverlahus— 1,8 ml/100 ml, KH,PO,4 1M puhverlahus — 3,2 ml/100 ml, MgSO4xH,0 - 0,1
g/l, Tween 0,25 g/l, Cys-HCI 0,5 g/l — lisati vahetult enne katse 1dbiviimist s66tmetesse, kus
kasvatati bifidobaktereid. Mikrokalorimeetri katses kasutati kaaliumfosfaate vastavalt:
K,HPO, -6 g/L, KH,PO, -5 g/L.

Stisinikuallikat lisati s66tmesse kontsentratsioonis 2,5 g/l.

Ained kaaluti tehnilistel kaaludel, puhverlahused lisati automaatpipeti abil. Pérast
destilleeritud vee lisamist segati lahus magnetsegaja abil (MSH Basic, Yellow Line) téieliku
lahustumise saavutamiseks. Jirgnevalt so6tmed autoklaaviti (autoklaav D-150 Systec, Sveits)

121 °C juures 3 min.
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Substraat lahustati deioniseeritud vees ning saadud 5% lahus filtreeriti steriilsete filtrite abil

(0,2 um, FP 30/0,2 CA-S, Whatman). Filtreeritud lahus lisati autoklaavitud so6tmele.

Modifitseeritud MRS agarsdodde

Mikroorganismide kolooniate loendamiseks kasvatati kultuure eelnevalt vélja toodud

baaskoostisega tardso6tmel, millesse oli lisatud 1,2 % agarit (LABM, UK).

2.1.3 Katsed oligosahhariididega

Katseklaasikatsed

Tiivede iseloomustamiseks kasvatati neid modifitseeritud MRS vedelsd6tmes ning mdddeti

OD ja pH iga tunni jérel (esimesed 10 t) ja 24. tunnil.

Kultuuride ettevalmistamiseks kiilvati séilituskultuurist 5 ml modifitseeritud MRS
vedelsootmesse kiilviaasatdis kultuuri ning inkubeeriti 37°C juures 24 h. Laktobatsille
inkkubeeriti aeroobsetes tingimustes, bifidobaktereid kasvatati anaeroobsetes purkides,
hapniku elimineerimiseks keskkonnast lisati purki anaeroobne iimbrik (Oxoid, UK). Ules
kasvanud kultuuridest tehti teine timberkiilv (1 %) 5 ml s66tmesse ning inkubeeriti 24 h 37°C
juures. Saadud kultuuri kasutati katsetes inokulumina (kiilvimaterjalina). Rakke kiilvati edasi
kaks korda, et aktiveerida kiilmas sdilinud bakterirakud enne katset ning iihtlustada

katsetingimused.

Inokulumi valmistamiseks tsentrifuugiti kasvanud bakterirakud 5 ml s66tmest pohja ( 1 min,
13 500 RPM) ning valati vana sddde pealt dra, jargnevalt suspendeeriti rakud 5 ml

fiisioloogilises lahuses. T60 teostati aseptiliselt laminaari all.

50 ml tsentrifuugitopsidesse, milles oli 40 ml baassdddet, lisati frukto-oligosahhariidi voi
gliikoosi 5% lahust nii, et siisinikuallika Idppkontsentratsioon so6dtmes oleks 2,5 g/L,
kontrolls66tmesse lisati substraadi asemel samasugune kogus steriilset vett. Jargnevalt kiilvati
sootmetesse 1% inokulumi (400 mikroliitrit 40 milliliitrisse) ning jagati see 5 ml kaupa

steriilsetesse katseklaasidesse, mis asetati 37°C juurde.
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Igas kontrollpunktis voeti 37°C juurest katseklaasid uuritavate proovidega ning moddeti
sootme OD ja pH katse alguses, 24 tunnil, 48 tunnil ning 120 tunnil. Koik katsed teostati

kahes paralleelis.

Katse algusest ja 16pust voeti proovid suhkrute ja orgaaniliste hapete maidramiseks HPLC-ga

ja katse 1opust voeti proovid tiivede puhtuse kontrolliks PCR-ga.

Mikrokalorimeetri katsed

Ettevalmistus Kkatseks teostati sarnaselt katseklaasikatsetega. Substraadina kasutati selles
katses ainult FOSin. 3 ml soodet koos substraadi ja bakteritega (puhas ja segakultuurid)
pipeteeriti aseptiliselt (laminaari all) 3.3 ml mahuga kalorimeetri ampulli. Ampullid suleti
hermeetiliselt ning inkubeeriti 37 °C juures isotermilises mikrokalorimeetris TAM III (TA
Instruments, Delaware, US), mis salvestas automaatselt soojusvood bakterite kasvul. Katse

alguses ja lopus voeti proovid HPLC, pH ja OD modtmiste jaoks.

2.1.4 Analiiiitilised meetodid

pH mootmine

Kultuuride pH maéérati pH-meetriga (Mettler Toledo MP125 pH Meter).

OD mootmine

OD mootmiseks kasutati OD-meetrit (WPA biowave CO8000 Cell Density Meter).
Modotmised teostati spetsiaalsetes kiivettides. Enne moOtmist segati proove Vortexil.

Vordluseks kasutati destilleeritud vett, mille OD = 0,00.
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Mikrobioloogilised analiiiisid

Bakterite arv s60tmes maérati véljakiilvi meetodiga. Kiilvideks lahjendati proovid vastavalt
IDF-standardile ja kiilvati agars6otmele. Laktobatsillidega Petri tasse inkubeeriti 37 °C juures
48 h. Bifidobakteritega Petri tasse inkubeeriti 37 °C juures 72 h anaeroobsetes tingimustes.

Arvutati kolooniaid moodustavate tihikute arv 1ml proovi kohta.

Kuivkaalu mddramine

Kuivkaalu, optilise tiheduse ja rakkude arvu vaheliste korrelatsioonikoefitsentide leidmiseks

médrati iga tiive biomassi kuivkaalud.

Kuivkaal méérati neljas korduses (2 otse ja 2 kaks korda lahjendatud kultuurist) kasutades
mikrofiltreid (S-Pak™ Membrane Filters white gridded 0,45 um @ 47mM/ Millipore Glass
Fiber Filters without binder APFF 0,7 um @ 47mM) jargnevalt :

1. Filtrid mérgistati ja kuivatati 105°C ahjus 1 h
2. Filtritel lasti eksikaatoris jahtuda >1h
3. Jahtunud filtrid kaaluti analiiitilistel kaaludel (Mettler Toledo) tipsusega 0,01 mg

4. Voeti vajaminev arv 15 ml tsentrifuugi tuube ja kaaluti need koos korgiga analiiiitilistel

kaaludel (Mettler Toledo) tapsusega >0.1mg

5. 15 ml analiilisitavat proovi (bakterite biomass koos s66tmega) pipeteeriti automaatpipeti
abil eelnevalt kaalutud 15 ml tsentrifuugitopsidesse ja kaaluti uuesti analiiiitilistel kaaludel ()

tapsusega >0.1mg. Tsentrifuugimisel vois topside kaalu erinevus olla <0.1 g.
6. Proove tsentrifuugiti 11 500 rpm 1 min

7. Seati {iles filtratsioonisiisteem (Millipore, Saksamaa), mis iihendati vaakumpumbaga

(Welch Rietschle Thomas 2515)

8. Tsentrifuugitud proov kanti tdielikult filtrile ja pesti veega,
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9. Filtrid koos biomassiga kuivatati kuivatuskapis 105 °C juures 24 h

10. Filtritel lasti eksikaatoris jahtuda ning kaaluti analiiiitilistel kaaludel (Mettler Toledo)

tapsusega 0.01 mg. Saadud andmete pdhjal arvutati bakterite kuivkaalud.

Korgsurvevedelikkromatograafia (HPLC)

HPLC analiiiis viidi 1dbi vedelikkromatograafiga Alliance 2795 (Waters Corp., Milford, MA,
USA), kolonn BioRad HPX-87H (Hercules, CA), isokraatses reziimis voolutiga 0.005 M
H,SO, voolukiirusel 0.6 mL/min 35°C juures. Ained detekteeriti ja kvantifitseeriti
murdumisnditaja (RI, 410 nm, peamiselt suhkrud) ja neeldumise (UV-detektor, orgaanilised
happed) jirgi. Uhte proovi siistiti masinasse 20 pl ja voolutati 25 min. Standardainetena

kasutati analiiiitilise puhtusega aineid, standardite koostis on vélja toodud lisas 1 (LISA 1).

Uhendite identifitseerimiseks ja kvantifitseerimiseks kasutati vordlust standarditega.
Tuvastatavad produktid olid: gliikkoos, fruktoos, laktaat, formiaat, atsetaat, sahharoos,

suktsinaat, etanool.

Proovi ettevalmistus

Kromatograafiliseks analiilisiks proovid sulatati ja tsentrifuugiti bakterid pdhja.
Supernatandist sadestati valgud 10% sulfosalitsiitilhappega vahekorras 1ml proovi + 0.25ml
sulfosalitsiitilhapet. Vajadusel lahjendati proove deioniseeritud veega, et ainete

kontsentratsioonid jadksid standarditega samasse vahemikku.

Tulemuste arvutamine

Orgaaniliste hapete ja suhkrute kontsentratsioonid arvutati piikide kdrguse voi pindala pdhjal,

vorreldes standardite pdhjal tehtud kalibratsioonikdveratega.

Tulemused analiiiisiti programMis Empower Pro (Waters, USA).

PCR ja geelelektroforees

Kultuuride puhtuse hindamiseks kasutati poliimeraasi ahelreaktsiooni (PCR)
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Proovide ettevalmistus

1. Voeti 1 ml iile66 kasvanud puhaskultuuri eppendorfi tuubi.
2. Tsentrifuugiti 10 minutit (10000 RPM).
3. Eemaldati supernatant.

4. Lisati pohja fuugitud bakterimassile 200 ul TE puhverlahust ja suspendeeriti rakud pohjast

ules.

PCR reaktsioon sisaldas: 3 ul MMix (Solis Biodyne, Eesti), 3 ul (GTGS) praimer (5

-GTGGTGGTGGTGGTG-3"), 8 ul deioniseeritud vesi, 1 ul DNA

Igasse tuubi pipeteeriti 14 L valmissegu ning lisati 1 pL DNA-d. Tuubid asetati Eppendorf
Master Cycler PCR-masinasse ning analiiiis viidi 14bi kasutades praimeri seondumiseks nn.
touchdown PCR-i, mille puhul praimeri seondumise temperatuur on alguses kdrgem ja langeb
iga kahe tsiikli tagant. Amplifitseerimiseks kasutati programmi:_ 95 C° — 15 min, 30 tsiiklit: 94
C°—-30s,45C°—-60s, 65 C°- 8 min, edasi 65 C°— 16 min, 4 C°—10 min

Geelelektroforees:

Amplifitseeritud DNA fragmendid lahutati 1,5 % agaroosgeelis. Geelile kanti 5ul proovi.
Kiilgedele kanti markerina 3 pL. 100bp suurusmarkerit (SolisBiodyne, Eesti). Lahutamine
toimus 110 V juures 60 minutit. Geel pildistati kasutades ImageQuant Healthcare 400

siisteemi.
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3. TULEMUSED JA ARUTELU

3.1 PCR ja geelelektroforees

PCR-ga andsid kasutatud puhaskultuurid geelil selgelt erinevad mustrid, mille pd&hjal

kontrolliti ka hiljem katsetes saadud tulemusi. Mustrid on toodud joonisel 1.

Joonis 1. Marker radadel 1 ja 9, radadel 2 ja 3 Lb. plantarum F44, 4 ja 5 Lb. paracasei F8, 6
ja 7 B. breve B46, 8. rajal negatiivne kontroll
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3.2 Kuivkaal

Bakterite kuivkaalu méiaramise tulemused on esitatud tabelis 1. Andmetest saab leida iihe

keskmise bakteri kuivmassi. Meie andmete pdhjal on kdige suurema massiga B. breve rakud

ja kdige viiksema massiga L. paracasei F8 rakud, vastavalt 1,22 x 10! ja 7,77 x 10712

grammi.

Tabel 1. L. plantarum F44, L. paracasei F8 ja B. breve 46 kuivkaal, optiline tihedus (OD) ja
rakkude arv

Biomassi mass | OD | cfu/ml Arvutatud iihe bakteri mass (g) | OD/DW | DW/OD
(9/L)
F44 1,1 4,80 | 6,12 x 108 1,8x 10712 4,363636 | 0,229167
F8 0,8 352 | 1,03x 108 7,77 x 10712 4,395833 | 0,227488
B46 0,235 1,28 | 1,9x107 1,22x 10711 5,446809 | 0,183594

Kirjanduse andmetel on maératud néiteks E. coli ithe bakteriraku mass, mis on suurusjirgus

9,5 x 10713 (Neidhardt, 1996) . Kuna E. coli on antud katses uuritud tiivedest viiksem,

tundub katse tulemus toenéoline.

26




3.3 Kasvukoverad ja pH-koverad
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Joonis 2 . a) L. plantarum F44, L. paracasei F8 ja B. breve 46 optilise tiheduse (OD) muutus
kasvul MRS s66tmes 37 C juures 24 tunni jooksul b) L. plantarum F44, L. paracasei F8 ja B.

breve 46 pH muutus kasvul MRS s66tmes 37 C juures 24 tunni jooksul

Jooniselt 2 on néha, et kdige lithem lag-faas (<5 t) on tiivel L. plantarum F44, k&ige hiljem
algab B. breve 46 kasv. pH muutus on vastupidine OD muutusega, st, OD kasvades pH
langeb, kuna bakterite elutegevuse kdigus tekib happeid. Kui L. plantarumi kultuur jouab 24
tunniga statsionaarsesse faasi, siis teiste tiivede jaoks tundub see aeg neil tingimustel (kiilv
1%) olema liiga lithike, eriti bifidobakterite puhul ja kultuur ei ole veel maksimaalset tihedust
(minimaalset pH-d) saavutanud. Kuna katse 16pus on voetud vaid iiks punkt, siis ei saa seda
paris kindlalt véita, kuid ka hilisemad katsed kinnitavad seda. Lahenduseks oleks olnud

suuremad kiilvinormid voi pikem inkubeerimise aeg.
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3.4 Bakterite kasv ja ainevahetus inuliini-tiitipi FOS-del

3.4.1 Katseklaasikatsed

L. plantarum F44

1,2
a) 7 b)
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Joonis 3. a) OD muutus L. plantarum F44 kasvul inuliini FOS-idega so6tmetes, kolme katse
keskmised, b) L. plantarum F44 kolme katse keskmised pH muutused. Kontrollkultuuris on
substraadi asemel lisatud vett, gliikoos on vordlus-substraat.

Jooniselt 3a on ndha optilise tiheduse jarsku tdusu 24 tunni véltel glitkoosi tarbimisel, palju
vihem touseb OD inuliini-tiiipi FOS-ide puhul. Kontroll bakteri kasvul ilma suhkruta
sO0tmes niitab viikest OD tousu. OD muutused on korrelatsioonis pH muutustega. Jooniselt
3b voib ndha suurt pH langust gliilkoosiga s66tmes 48 tunnini, misjdrel pH jddb stabiilseks.
Inuliini-tiiipi FOS-dega sodtmetes langeb pH 24 tunni jooksul véiga vidhesel mééral, misjarel

jaab stabiilseks.
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HPLC tulemuste pohjal leiti L. plantarum F44 toodetud orgaanilised happed, mis on toodud
joonisel 4.

L. plantarum F44

30,00

25,00

20,00

15,00 M Laktaat

M Atsetaat

10,00

5,00

0,00 -
Kontroll FOSin (HSI) FOSin glc

Joonis 4. Laktaadi ja atsetaadi kontsentratsioonid (mM) L. plantarum F44 kultuuris katse
16pus (120 t), substraatidega katsetest on lahutatud kontrollproovi laktaadi ja atsetaadi
kogused

Joonis 4 nditab suurt orgaaniliste hapete laktaadi ja atsetaadi produtseerimist gliikkoosiga
s66tmes. Inuliini-tiitipi FOS-dega sootmes tekkis laktaati ja atsetaati vdhe, sarnaselt ilma
suhkrulisandita (kontroll) proovidega, mis niitab, et F44 antud substraate arvatavasti ei
metaboliseerinud. Mdnevorra kdrgem hapete sisaldus on ndha HSI-ga sd6tmes, milles vabade
suhkrute (glc, fru, sucr) sisaldus on 12% vorreldes FOSin preparaadiga (vabu suhkruid
vastavalt 5%).

Katses, kus uuriti 13 tiive L. plantarumi FOS fermentatsiooni (sisaldas 5% fruktoosi, sukroosi
ja gliikoosi), leiti et kaheksa neist olid voimelised fermenteerima FOS-1 vihemal voi rohkemal
madral (Cebeci, Giirakan, 2003). Meie katsed nditasid, et L. plantarum F44 inuliini-tiiiipi

FOS-e ei fermenteerinud.
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L. paracasei F8
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Joonis 5. a) OD muutus L. paracasei F8 kasvul inuliini FOS-idega s66tmetes, kolme katse
keskmised, b) L. paracasei F8 kolme katse keskmised pH muutused. Kontrollkultuuris on
substraadi asemel lisatud vett, gliikoos on vordlus-substraat.

Jooniselt 5a voib ndha, et glikkoosiga vorreldes tduseb OD inuliini-tiitipi FOS-de tarbimisel
palju viahem. Peale 24 tundi hakkab OD gliikoosiga s66tmes jarsult langema, kuid FOS-dega

proovides jadb stabiilseks.

pH muutub vastupidiselt OD-le. Jooniselt 5b voib néha suurt pH langust gliikkoosiga s66tmes
48 tunnini, misjarel pH jadb stabiilseks. Molema inuliini-tiitipi FOS-iga s66tmes langeb pH

sarnaselt: 48 tunni jooksul viga vihesel mairal, misjérel jaab stabiilseks.
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HPLC tulemuste pdhjal leiti L. paracasei F8 toodetud orgaanilised happed, mis on toodud
joonisel 6.

L. paracasei F8

35,00

30,00

25,00

W Laktaat
20,00

M Atsetaat
15,00

Suktsinaat

10,00 M Etanool
5,00

0,00 1 . ‘

Kontroll FOSin (HSI) FOSin glc

Joonis 6. Laktaadi ja atsetaadi kontsentratsioonid (mM) L. paracasei F8 kasvusootmes katse
1opus (120 t), substraatidega katsetest on lahutatud kontrollproovi laktaadi ja atsetaadi
kogused

Joonis 6 nditab gliikkoosiga proovides suurt laktaadi produtseerimist. Nii inuliini-tiitipi FOS-
dega so6tmes kui kontrollproovis laktaati ja atsetaati eriti ei tekkinud, mistdttu voib
jareldada,et L. paracasei F8 antud substrate ei metaboliseerinud. Peale laktaadi ja atsetaadi
leiti FOSin ja glc proovides vdhesel mééral suktsinaati ja etanooli, mis ei ole kooskdlas

eelnevate katsetega ja voib viidata kultuuri saastumisele.
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B. breve B46
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Joonis 7. a) OD muutus B. breve B46 kasvul inuliini FOS-idega so6tmetes, kahe katse
keskmised, b) B. breve B46 kahe katse keskmised pH muutused. Kontrollkultuuris on
substraadi asemel lisatud vett, glitkoos on vordlus-substraat.

Jooniselt 7a voib niha, et kdige kdrgem OD tdus saavutatakse gliikoosiga so6tmes. Erinevalt
laktobatsillidest esineb méargatav biomassi (OD) kasv ka inuliini-tiitipi FOS-dega s66tmetes,
mis nditab, et B46 suudab neid oligosahhariide fermenteerida. Gliikoosiga s66tmes 10ppeb
kasv 24. tunniks, FOS-dega so6tmes 48. tunniks. FOS-dega s66tmes proovides 24 tunni
moddudes OD langeb. Inuliini-tiitipi FOS-dega proovides OD tduseb 48 tunni viltel ning

seejdrel langeb.

Jooniselt 7b v3ib ndha suurimat pH langust glitkoosiga proovides 48 tunni jooksul, misjarel
pH jééb stabiilseks. Inuliini-tiitipi FOS-dega proovides langeb 48 tunni jooksul pH véihem,

kuid iisna suurel méairal, misjérel pH piisib katse 10puni stabiilsena.
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HPLC tulemuste pohjal leiti B. breve B46 toodetud orgaanilised happed, mis on toodud

joonisel 9.
B. breve B46
25,00
20,00
15,00 M Suktsinaat
H Etanool
10,00
M Laktaat
5,00 - B Formiaat
[ ]
0,00 - Atsetaat
A\ Q& N
@‘9 <<O°’\ )
B\
<<O

Joonis 9. Laktaadi ja atsetaadi kontsentratsioonid (mM) B. breve B46 kasvusodtmes katse
16pus (120 t)

Jooniselt 9 on néha, et erinevalt F44 ja F8-st, toodab B46 fermentatsiooni kdigus ka vihesel
maidral suktsinaati, formiaati ja etanooli. Kdige rohkem tekib metabolismil laktaati ja atsetaati.
Korgeimat laktaadi (~24 mM) ja formiaadi teket v3ib tuvastada gliikoosiga sd6tmes. Atsetaati
(~12 mM) tekkis koige rohkem FOSin metaboliseerimisel. Suktsinaati, etanooli ja formiaati

on tekkinud koikides proovides sarnases koguses.

Vorreldes erinevaid inuliini-tiitipi FOS-dega proove, on niha, et FOSin proovides on tekkinud
rohkem atsetaati kui FOSin HSI proovides. Laktaati on tekkinud jéllegi rohkem FOSin HSI

proovides. FOSin proovides on tekkinud natuke rohkem etanooli ja formiaati.

Katses, kus uuriti mitmete bifidobakterite tiivede probiootiliste substraatide fermentatsiooni,
leiti, et B. breve B46 fermenteeris FOS-i (6.8% gliikoosi, fruktoosi ja sukroosi, Orafti Tienen,
Belgia), kuid vdiksemal méiéral, kui gliikkoosi (Kondepudi et al, 2012). Lisaks on uuritud teist
B. breve tiive, kes samuti fermenteerib FOS-e (Palframan, 2003).
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HPLC tulemuste pohjal sai vOrrelda kolme bakteri poolt toodetud laktaadi ja atsetaadi
koguseid inuliini-tiiiipi FOS-dega proovides, mis on toodud joonisel 9.

B46+FOSin

B46+FOSin (HSI)

F8+FQOSin
M Atsetaat
F8+FOSin (HSI) M Laktaat
FA4+FOSin

FA4+FOSin (HSI)

0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00

Joonis 9. F44, F8 ja B46 fermentatsiooniproduktid laktaat ja atsetaat

Jooniselt 9 on nidha, et kdige rohkem laktaati ja atsetaati tekkis B46 metabolismil mdlema
inuliini-tiiiipi FOS-iga proovides, millest voib jareldada, et B. breve B46 fermenteeris antud
substraati. Palju vidiksemas koguses tekkis atsetaati ja laktaati F44 ja F8 metabolismil. Kuna
inuliini-tiiiipi ~ fruktooligosahhariidid sisaldasid vabu suhkruid ja so6tmes kasutatud
parmiekstrakt vidheses koguses seotud suhkruid, siis happed F44 ja F8 metabolismil on
arvatavasti tekkinud nende suhkrute fermentatsioonil ning L. plantarum F44 ja L. paracasei

F8 t00s kasutatud substraate ei fermenteeri.
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B. breve B46 FOSin ja FOSin HSI oligomeeride tarbimine

Kuna eelnevatest andmetest (pH, OD, metabolismi produktid) selgus, et B. breve B46

metaboliseeris mdlemat inuliini-tiitipi FOS-1 preparaati, siis analiiiisiti inuliini-tiitipi FOS-de

tarbimist oligomeeride kaupa. Tulemused on toodud joonisel 10. Vastavad analiiiisid teostas

Heiki Vija Keemilise ja Bioloogilise Fiiiisika Instituudist.

FOSin HSI oligomeeride tarbimine B.
breve kultuuris 120 tunniga
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Joonis 10. a) HSI oligomeeride tarbimine B. breve
tarbimine B. breve B46 kasvul 120 tunniga

B46

kultuuris 120 tunniga, b) FOSin

Jooniselt 10 on niha, et B. breve B46 tarbis dra erineva poliimerisatsiooniastmega FOSin ja
FOSin HSI oligomeerid. 120 tunni jooksul tarbiti mdlema substraadi puhul 16puni dra
oligomeerid, mis koosnesid kahest vdi kolmest suhkrujaagist.
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3.3.2 Mikrokalorimeetri katse

Mikrokalorimeetri katses salvestati soojuse eraldumine bakterite kasvul. lga substraadi ja tiive
kombinatsioon annab iseloomuliku soojusgraafiku ajas. Joonisel 11 on toodud B. breve B46 ja

L. paracasei F8 kasvu erikiirused ja soojuse kdverad puhas- ja segakultuuris FOSin s66tmes.
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Joonis 11. L. paracasei F8 ja B. breve B46 kasvu erikiirused ja soojuse kdverad puhas- ja
segakultuuris FOSin s66tmes
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pH sega- ja puhaskultuurides

IMC katse 16pus mdddeti proovide pH, tulemused on toodud joonisel 12.

B46-FOS
B46-glc
B46-w/o 6,46
F8+B46-FOS
F8+B46-glc mpH
F8-FOS 6,44

F8-glc

F8-w/o 6,48

4,00 450 500 550 6,00 6,50 7,00

Joonis 12. pH katse 10pus (120-144 tundi) L. paracasei F8 ja B. breve B46 segakultuurides ja

puhaskultuurides

Jooniselt 12 on ndha, et FOSin s66tmes on pH segakultuuris katse 16puks oluliselt madalam
kui L. paracasei F8 puhaskultuuris, kuid natuke korgem kui B. breve B46 puhaskultuuris.
Gliikoosiga proovides on segakultuuris ndha korgemat pH-d kui B. breve B46 puhaskultuuris

kuid madalamat kui L. paracasei F8 puhaskultuuris.
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L. paracasei F8 ja B. breve B46 metabolismiproduktid puhas- ja segakultuurides

L. paracasei F8 ja B. breve B46 segakultuuride katse FOSin sootmes viidi 1dbi ainul
kalorimeetris. Proove analiitisiti HPLC abil, et leida tekkinud orgaaniliste hapete kogused.

Tulemused on toodud joonisel 13.

F8-FOSin

M Etanool
F8+B46-FOSin
M Formiaat
Laktaat
W Atsetaat
B46-FOSin
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00

Kontsentratsioon mM

Joonis 13. L. paracasei F8 ja B. breve B46 metabolismiproduktid puhas- ja segakultuurides

FOSin s66tmes

Jooniselt 13 on néha, et segakultuuris tekkis palju suurem kogus laktaati kui puhaskultuurides.
Samuti tekkis segakultuuris mérkimisvddrne kogus atsetaati ja formiaati ning véike kogus
etanooli. Produktide muster on kombinatsioon puhaskultuuride omast, kus laktobatsillide
tiilipiline ainevahtussaadus on piimhape ja bifidobakteritel dddikhape ja sipelghape. Kuna L.
paracasei F8 FOSin ise ei fermenteeri ja piimhappe tootmine on iseloomulik just

laktobatsillidele, voib oletada, et segakultuuris B. breve ‘ga saab kasvada ka L. paracasei.
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KOKKUVOTE

Probiootikumide ja prebiootikumide tarbimisel on positiivne mdju inimese seedimisele ja
tervisele. Uuritakse erinevate tlivede puhaskultuure ja segakultuure ning prebiootiliste
substraatide variante, et leida kombinatsioone, millel oleks parim vdimalik kasulik efekt

tervisele.

Antud t66s uuriti Lactobacillus plantarum F44, Lactobacillus paracasei F8 ja
Bifidobacterium breve B46 kasvu ja ainevahetust kahel erineval inuliini-tiitipi
fruktooligosahhariidil vordluses gliikoosiga. Leiti, et koik tiived fermenteerisid paremini
gliikoosi. FOS-e fermenteeris B. breve B46, L. plantarum F44 ja L. paracasei F8 inuliini-
titipi FOS-e ei fermenteerinud ja seega ei ole otstarbekas neid tiivesid antud substraadi puhul

kasutada. Kahe erineva inuliini-tiitiipi FOS-i tulemused tiksteisest palju ei erinenud.

B. breve B46 FOSIin ja FOSin HSI metaboliseerimisel tekkis laktaati ja atsetaati ning lisaks
etanooli, suktsinaati ja formiaati. Hapete produktsioon kinnitab, et B. breve B46 tarbib antud
substraate. FOSin ja FOSin HSI koosnesid erineva pikkusega oligomeeridest, millest B. breve

B46 tarbis 120 tunni jooksul tdielikult dra kahest ja kolmest suhkrujdédgist oligomeerid.

Uurides L. plantarum F8 ja B. breve B46 segakultuuri diinaamikat inuliini-tiitipi FOS-iga
so0tmes, leiti, et segakultuuris tekkis markimisvddarne kogus laktaati, atsetaati ja formiaati,
kusjuures atsetaati ja formiaati tekkis rohkem kui gliikoosiga proovides. Katse tulemus néitab,
et antud bakterite tlived aitavad kaasa iiksteise elutegevusele ja metabolismile, mis annab

aluse potentsiaalse siinbiootikumi vélja arendamiseks.
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RESUME

Consuming probiotics and prebiotics has a positive effect on human health. Investigations are
carried out to find combinations of cultures and new improved substrates in order to get the

most benefit.

The aim of this study was to investigate: 1. the growth and metabolism of three probiotic
strains Lactobacillus plantarum F44, Lactobacillus paracasei F8 and Bifidobacterium breve
B46 on two different types of inulin-type FOS in comparison with glycose, 2. to investigate L.

paracasei F8 B. breve B46 mixed culture dynamics in broth with inulin-type FOS.

In order to investigate these mattes, in vitro studies were carried out in test tubes and using
IMC method. Growth was detected by OD, pH and plate counts. Dry weight analysis was
carried out to find correlations between DW, OD and cfu. Metabolism products organic acids

and sugars were detected by HPLC. The purity of cultures was controlled with PCR.

The results showed that B. breve B46 fermented FOSin and FOSin HSI. That was shown by
changes in OD and acid production in cultures. L. plantarum F44 and L. paracasei F8 did not
metabolise inulin-type fructooligosaccharides. B. breve B46 fermented oligomers with
different DP, prefering the ones with DP of two and three. In culture containing B. breve B46
and L. paracasei F8, large quantities of lactate, acetate and formiate was produced during
growth in broth with FOSin indicating the sunbiotic potential of these two strains together
with FOSin.
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HPLC analuusil kasutatud standardid

Molaamass Kasutarud aine Tootja Kaalutud aine
molasrsuz standardiz
{mmolL)
Glikooz 180,16 D<{=)-CGlucoz= Sigma- 20,9
Aldrich,
Saksamas
Fruktoos 180,16 D-{-}-Fructoz= Mearck, 20,5
Saksamas
Laktaat 112,06 Sodium L-lactats Sigma- 391
Aldrich,
Sak:amaa
Formiaat 46,03 Fomic acid EDH 79.5
Laboratory
Supplisz,
Inglizmas
Atzatast 60,05 Acatic acid Sigma- 80 4
Aldrich,
Sakzamas
Sahharoos 3423 Sucrozs Sigma- 10,1
Aldrich,
Saksamas
Sulktsinast 162,05 Dizodium Salt Sigma- 30,3
Haxahydrate Aldrich,
Sakzamas
Gluitserool 02,09 Glitzarool, Vanemas 208
analttsipubtusaga
Etanool 46,07 Abzolut ethanol (90,5- | Bemer Oy, 1610
2.7 volie) Soome
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