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SISSEJUHATUS

Fruktaanid on looduses esinevad fruktoosijadkidest koosnevad pollsahhariidid, mis vdivad
erineda sidemetldbi, molekulmassi ning hargnemiste osakaalu poolest. Lahtudes
fruktoosijaakide vahel olevast sidemetitbist saab fruktaanid jagada kolme suuremasse rihma:

inuliinid, levaanid ja segatuupi fruktaanid.

Kuna mitmed tahtsad pdllukultuurid sisaldavad fruktoosist koosnevaid poliimeere, siis ei puudu
fruktaanid ka meie toidulaualt. Naiteks on neid leitud kaerast, sibulast, nisust ja sparglist. Sellele
vaatamata on need pollsahhariidid suhteliselt vahetuntud ja -uuritud. Tanapaeval nahakse
fruktaanides suurt potentsiaali just funktsionaalsete toidu komponentidena ja tervisetoodetena.
Lisaks voimalikele kasutusaladele toidus, on fruktaanidel muidki potentsiaalseid
kasutusvdimalusi naiteks nanotehnoloogias, kosmeetikas ja meditsiinis. Need biopolimeerid on
valdavalt ilma maitseta, vees suhteliselt hasti lahustuvad, inimestele ja ka loomadele
seedumatud. Avastused bioloogias naitavad, et bakteritele ja ka taimedele on fruktaanid vaga

tdhtsad varuainena, tagavad parema kaitse kuivamise ja muude stressitingimuste vastu.

Inimesed elavad sUmbioosis soolestikus toimetavate bakteritega ning on tdestatud, et
inuliini-ttupi fruktaanid on prebiootiliste omadustega ehk stimuleerivad selektiivselt kasulike
(probiootiliste) bakterite kasvu. Hetkel ainus Euroopa Liidus lubatud prebiootikum on taimne
inuliin. Levaanide kohta on aga tunduvalt vdhem teavet. Levaane ei ole vdimalik olnud

toostuslikus mahus toota ja seetdttu ka erinevateks eksperimentideks kasutada.

Soolestiku  mikroobikoosluse uurimine ja  prebiootikumide kasutamine soovitavate

bakteririhmade stimuleerimiseks on teaduses vaga populaarne uurimisvaldkond. Otsitakse
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erinevate kasulike omadustega ning vdimalikult lihtsalt voi odavalt kattesaadavaid
prebiootikume. Seetbttu on suurt tdhelepanu pddératud mikroorganismidele, kuna neil on olemas
vaga efektiivsed ja stabiilsed enstimid, mis sunteesivad lihtsatest sahhariididest nagu
sahharoos fruktaane. Selle valdkonnaga tegeleb Tartu Ulikooli bakteri- ja parmivalkude
uurimisrihm, kelle juures ma oma uurimistédd tegin. Toéogrupis on eraldatud bakterist
Pseudomonas syringae DC3000 enstim, mis on vaga stabiilne ning toodab tdhusalt nii
polifruktaani, levaani, kui ka lihema ahelapikkusega oligosahhariide. Seega saab selle enstimi
abil edukalt toota levaani ning kasutada seda levaani-tulpi oligosahhariidide sunteesi

lahtematerjalina, et testida levaani prebiootilist potentsiaali.

Uurimistdé eesmark oli hinnata levaani ja levaanist tehtud oligosahhariidide m&ju valitud
probiootiliste ja potentsiaalselt patogeensete bakterite elutegevusele ning maarata, kas ja

millised produktid levaani lagundamisel tekivad.
T60s esitasin jargmised uurimiskisimused:
1) milline bakterite s66de sobib levaani méju hindamiseks erinevate bakteriliikide korral,

2) kas ja kuidas mdjutavad erineva ahelapikkusega levaanid probiootiliste ja potentsiaalselt

patogeensete bakterite kasvu ja kasvudinaamikat ning -kiirust;

3) millised reaktsiooniproduktid tekivad, kui valitud bakterid kasvavad levaani vdi

levaani-FOS-e sisaldavas s66tmes?

To6 alguses pustitati jargmised hipoteesid: i) kdige sobivam sédde bakteritele levaani moju
hindamiseks on MRS sddde; ii) levaani-tilpi fruktaanid soodustavad probiootiliste bakterite
kasvu, kuid ei avalda mdju potentsiaalselt tdvestavatele bakteritele; iii) bakterid lagundavad
fruktaane endo-aktiivsusega enslimidega ning seetdttu tekib reaktsioonis erinevate
ahelapikkusega sahhariide. Testiti 3 erineva MRS s66tme retsepti, et leida valitud
bakteritivedele sobivaim. Bakteritivede kasvuerinevuste testimiseks erinevatel sahhariididel
tehti tilkkalvi katse. Kasvu tapsemaks anallusimiseks koostati iga bakteritive kasvu kohta iga
erineva sahhariidiga minimaals66tmes kasvukdver. Sahharide maarati 6hukese kihi

kromatograafiaga.

Siinne uurimist66 on jaotatud kolmeks osaks. Esimeses osas antakse Ulevaade teemakohasest
kirjandusest ja selgitatakse teema aktuaalsust. Teine osa on omakorda jaotatud kaheks:
kasutatud materjalid ja metoodikad. Esmalt kirjeldatakse t66s kasutatud vahendeid: s66tmeid,
bakterituvesid ja sahhariide. Sellele jargneb Ulevaade t00 kaigus kasutatud metoodikast.

Kolmandas osas esitatakse katsete tulemused ja andmete analllUs ning tehakse jareldused.



Tanan oma juhendajat Triinu Visnapuud, kes andis mulle vdimaluse sellel teemal oma

uurimistdd kirjutada ning kes oli suureks abiks nii t66 praktilises kui ka kirjalikus osas.
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Kasutatud lihendid

C-allikas — susinikuallikas

Da — dalton, molekulmassi uhik

EPS - eksopolisahhariid

FOS - frukto-oligosahhariid

FT — fruktosudli transferaas

GH — glikosiidi hiidrolaas

IFOS — levaani-tuupi frukto-oligosahhariidid

Lsc3 — Pseudomonas syringae DC3000 levaansukraas

M9 — minimaals66de M9 mineraalide segu baasil

MRS - piimhappebakterite s66de (De Man, Rogosa ja Sharpe’i s66de)

Orafti® P95 — taimset oligofruktoosi sisaldav preparaat firmalt BENEO GmbH (Belgia), kasutusel

funktsionaalse toidu komponendi ja prebiootikumina
PA — polumerisatsiooniaste
Tween 80 — mitteioonne surfaktant poliisorbaat 80

TLC — dhukese kihi kromatograafia (ingl k thin layer chromatography)



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Fruktaanid ja nende esinemine looduses

Pollusahhariidid on maakeral vaga levinud Uhendid, mis koosnevad erinevatest suhkrujaakidest.
Fruktaanid on valdavalt fruktoosi monomeeridest koosnevad poliimeerid, mis moodustavad
suure susivesikute rihma ning on oma paritolu ja omaduste poolest Usna mitmekesised.
Fruktaanidel, mida slnteesitakse eelkdige sahharoosist, v8ib olla erinev glikosiidsideme tdp
monomeeride vahel, polumerisatsiooniaste (PA) ning molekuli hargnemisaste (Visnapuu, 2012,
Ik 13). Soltuvalt sidemetllbist fruktoosi monomeeride vahel ja glikoosijaagi paiknemisest
ahelas jagatakse fruktaanide polumeerid viide rihma — levaanid, neo-levaanid, inuliinid,
neo-inuliinid ja segattdpi fruktaanid (joonis 1). Pdhiliselt leidub looduses levaani- ja inuliini-tGapi
suhkruid. Neo-suhkruid esineb harva ja looduses on vahe ensiime, mis neid sinteesida

suudavad. Sellised ensuime esineb eelkdige hallitusseente hulgas (Aasamets, 2016, Ik 14-15).
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Joonis 1. Inuliini-tilpi, levaani-tiipi, neo-inuliini, neo-levaani ja segatulpi fruktaanide
struktuurid. Numbritega on naidatud sideme tudp frutoosijadkide vahel (sideme moodustav
susinik). Tumedal taustal on fruktaani ahela alguspunktiks olev sahharoos, mis on fruktaanide
stinteesil esimene aktseptormolekul, millele hakatakse omakorda fruktoosijadke liitma. Nool
naitab ahela pikenemise suunda. Nurksulud ja allindeksina margitud m ja n tahistavad ahela
korduvaid motiive (fruktoosijaake), mille arv ei ole margitud. (modifitseeritud artiklist Benklebia,
2013)



Esimene etapp polisahhariidse fruktaani sinteesil on frukoosijaagi tlekanne doonormolekulilt,
naiteks sahharoosilt, aktseptor- ehk vastuvétja-molekulile, mis esimeses etapis on samuti
sahharoos. Kui fruktoosijaak liidetakse B-2,6 sidemega, moodustub selles etapis 6-kestoos.
Inuliini tekkel on fruktaani eellasmolekuliks 1-kestoos, neo-levaanil ja neo-inuliinil neokestoos,
mis omakorda toimivad aktseptoritena ja mida edasi pikendatakse (joonis 1). Kestoosid on
trisahhariidid, mis koosnevad Uhest glikoosijaagist ning kahest fruktoosjaagist. Neid jagatakse
erinevatesse ruhmadesse selle jargi, millise susiniku kaudu monomeerid omavahel liitunud on
(Ritsema, Smeekens, 2003). Levaani pdhiahelas on fruktoosi monomeerid Ghendatud B-2,6
sidemega, seevastu inuliini pdhiahelas on fruktoosi monomeeride vahel B-2,1 side. Molekuli

hargnemine toimub vastavalt kas p-2,1 vdi 3-2,6 glikosiidsidemete kaudu (Hettwer et al., 1995).

Inuliin ja levaan erinevad lisaks sidemetlUbile ka ahelapikkuse ja molekulmassi poolest. Inuliini
PA on suhteliselt madal. Naiteks siguri (Cichorium intybus) juurtest ja maapirnide mugulatest
(mugul-paevalill véi topinambur, Helianthus tuberosus) eraldatud inuliini PA on 10-30.
Korvdieliste taimede hulgas on suurima PA-ga inuliin (PA kuni 200) eraldatud artiSokist (Cynara
scolymus) (Banguela, Hernandez, 2006). Levaani polimerisatsiooniaste on enamasti palju
suurem kui inuliinil ja see soltub ka konkreetsest enstumist, millega see sunteesiti, ja ka
rakendatud reaktsioonitingimustest. Levaani molekulmass voib olla enam kui 1 x 10 daltonit
(Da) (Vijn, Smeekens, 1999). Pseudomonas syringae DC3000, mis vdib nakatada tomatit ja
Arabidopsis thaliana’t, levaansukraasi Lsc3 slnteesitud levaani keskmine PA, maaratuna
glikoosi ja fruktoosi sisalduse jargi happeliselt hudrolUdsitud levaanis, oli vahemalt 100
(Visnapuu et al., 2008). Molekulmassi maaramine kromatograafilise meetodiga andis
polimeerse levaani puhul tulemuseks 4,7 x 10° Da (Mardo et al., 2017). Vaiksema
molekulmassiga fruktaanid (nt kestoosid) on magusa maitsega, aga pikemad fruktaaniahelad
seovad vett ja moodustavad rasvalaadse tekstuuriga emulsiooni, millel on neutraalne maitse
(Vijn, Smeekens, 1999).

Neo-levaan ja neo-inuliin moodustuvad neokestoosist, milles glikoosi monomeer asub kahe
fruktoosi monomeeri vahel (joonis 1) (Van den Ende, 2013). Kui Uhes fruktaanis on esindatud nii
B-2,6 kui B-2,1 sidemega pdhiahelad, siis kutsutakse neid segatllpi fruktaanideks (Ritsema,
Smeekens, 2003). Glukoosijaagi paiknemise jargi ahelas saab segatllpi fruktaane jagada
omakorda kahte riGhma: kui glikoos asub nii ahela otsas kui ka selle sees, on tegu agaviiniga,
kui glikoosijadk paikneb ainult ahela alguses, siis graminaaniga (Carranza et al., 2015).
Fruktaanide tootmiseks vajalikke enstime, fruktosudli trasferaase (FT), leidub taimedes,
bakterites ning seentes. Alles hiljuti avastati, et FT-id on aktiivsed ka arhedel (Kirtel et al., 2019).
Need ensuidmid kuuluvad glukosiidi hddrolaaside (GH-de) hulka, kus on nii sahhariide

hdadrolGdsivaid enstiime (nt invertaasid ja fuktaani eksohudrolaasid) kui ka transfruktosidliva
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aktiivsusega valke. Nende enstimide hulka kuuluvad taimede ja mikroorganismide FT-id, mis
stinteesivad erinevaid inuliini- ja levaani-tllpi oligosahhariide ning polimeere. Bakteritel piisab
polimeersete fruktaanide sunteesiks ainult Ghest enstumist: levaani toodab levaansukraas ning
inuliini inulosukraas. Taimed seevastu vajavad fruktaanide slinteesiks vahemalt kaht erinevat
ensuumi (Visnapuu, 2012, Ik 13). Selleks, et toota mitut erinevat tilpi fuktaane, kasutavad
taimed nelja erinevat FT-d. Kdik taimsed FT-aktiivsusega enstiiimid kuuluvad GH 32 perekonda.
Huvitav teooria vaidab, et taimede fruktosudli transferaasid on valja arenenud vakuooli
invertaasidest. Neile tekkis sahharoosirikkas keskkonnas vdime kasutada sahharoosi nii
fruktoosijaagi doonori kui ka akseptorina ning tekkinud oligosahhariide edasi pikendada. See on
seletatav faktiga, et taimedes algab fruktaanide siintees vakuoolis, kus sahharoos muudetakse

1-kestoosiks ja glikoosiks (Banguela, Hernandez, 2006).

Taimed kasutavad levaani eelkdige varuainena, kogudes neid vakuoolidesse. Need
lagundatakse kasvuperioodi I6ppfaasis, et toota seemnetesse vajalikke susivesikuid.
PolUsahhariidide osalust taime kaitsemehhanismides pole siiani tapselt kirjeldatud, aga
arvatakse, et fruktaanid kaitsevad taimerakke, seostudes membraani lipiidse osaga ja
aktiveerivad ka vastupanuvdimet taime haigustele jt stressitingimustele (Tarkowski et al., 2019).
Levaani kiht muudab rakumembraani valgulistele struktuuridele vahem |abitavaks ning kaitseb
kuivamise eest (Vereyken et al., 2001). Arvatakse, et fruktaanid suurendavad taimede pdua- ja
kdlmataluvust ning véimendavad antioksudantide toimet. Huvitaval kombel sisaldavad peaaegu
koik taimeliigid fruktaane hudrolllsivaid ensuume sdltumata nende vdimest ise fruktaane toota.
See voOib olla osa taime kaitsemehhanismist patogeenide vastu ja suurendada taime
kohastumust (Tarkowski et al., 2019).

Fruktaane sisaldavad taimed on Usna levinud. Ligi 15% oistaimedest toodavad fruktaane
varuaineteks. Erinevalt bakteritest vdivad taimed toota mitmeid erineva struktuuriga fruktaane.
Inuliini sisaldavad vaga paljud astrilaadsete seltsi (Asterales) kuuluvad liigid naiteks sigur,
artiSokk, maapirn ja daalia. Neo-inuliini tootvaid lilke on eelkdige liilialiste (Liliceae) sugukonnas
(nt kauslauk, sibul, spargel). Levaani-tidpi fruktaanid on rohkem levinud theiduleheliste taimede
seas. Lineaarseid levaane ehk fleiine toodavad eelkdige korrelised (Poaceae). Taimed vdivad
korraga toota mitut tllipi fruktaane, kuid bakterite hulgas on ainult méni Uksik liik, mis suudab
korraga toota nii levaani kui inuliini (Vijn, Smeekens, 1999). Nagu nimest vdib oletada, leidub
segatulpi fruktaane, agaviine, agaavilistes (Agavaceae) ning seetbttu vahesel maaral ka
agaavimahlast tehtud jookides (Santiago-Garcia, Lopez, 2014). Graminaane sisaldavad mitmed

majanduslikult tdhtsad teraviljad nagu nisu, kaer ja oder (Banguela, Hernandez, 2006).



Seentest on leitud mitmeid GH 32 perekonna FT-e ja B-fruktofuranosidaase, mis on vdimelised
fruktoosijaaki ule kandma, aga spetsiifilisi levaansukraase neil ei ole leitud. Hallitusseened
perekondadest Aspergillus, Penicillium, Fusarium ning Aureobasidium toodavad peamiselt 3-2,1
sidemega lUihikese ahelaga frukto-oligosahhariide (FOS) nagu naiteks 1-kestoos (PA 3), nlistoos
(PA 4) and 1-fruktosuilntstoos (PA 5) (Visnapuu, 2012, Ik 13-17).

1.2. Bakteriaalsed fruktaanid

Vastavast teaduskirjandusest on teada, et mitmed bakteririhmad slinteesivad ja ka kasutavad
levaani-tidpi fruktaane. Palju vahem on avastatud liike, kes on vdimelised tootma inuliini-tGupi
fruktaane. Seetdttu on bakteriaalsed fruktaanid tihti defineeritud kui levaanid. PolUsahhariidi
stinteesiks  vajalikke ensuime, levaansukraase, on mitmetel bakteririthmadel nagu
pseudomonaadid, batsillid, dadikhappebakterid, piimhappebakterid. Inuliini tootmiseks vajalikku
inulosukraasi on leitud ainult piimhappebakterite perekondadest Lactobacillus, Streptococcus ja
Leuconostoc (Visnapuu, 2012, Ik 18). Bakterites on fruktaanid kas suhteliselt korraparaselt
kinnitununa bakteri rakuseina kuljes, moodustades kapsli, vdi on bakteri valispinnal ndrgalt
kinnitunud eksopoliisahhariidide (EPS) kiht. Levaanist koosnev EPS-si kiht, seob vett ja annab
levaani tootvate bakterite kolooniatele sahharoosi sisaldaval s66tmel laikiva ja limase valimuse.
EPS-id mangivad suurt rolli simbioosis, taimepatogeneesis ja kaitsevad baktereid kuivuse ja
muude stresside eest. On leitud, et bakteriaalsetel taimepatogeenidel moodustab rakuvaline
levaan kaitsva kihi taime eritatavate kaitsemolekulide vastu (Ullrich, 2009, |k 213-222).
Bakteriaalsete levaanide molekulmass jaab tavaliselt vahemikku 2 x 10° kuni 1 x 10® Da.
Molekuli suurust ja ka hargnemiste osakaalu mdjutavad lisaks ensuimi omadustele ka
keskkonnatingimused naiteks sahharoosisisaldus, temperatuur, esinevad ioonid ning lahustid.
Elektronmikroskoopia abil on kindlaks tehtud, et levaani molekul vesilahuses on kerajas,
moodustades nanosuuruses kerakesi, mis viitab sellele, et ahelaid slnteesitakse pidevalt ja
sarnase kiirusega (Seinblchel, Rhee, 2005, |k 339). Levaanide slinteesiks saab kasutada ka
rakuvabasid susteeme. Sellisel juhul ei teki produkt mikroorganismide elutegevuse kaigus, vaid
piisab substraadile (sahharoosile) vastava ensitimi (levaansukraasi) lisamisest (joonis 2). On
aga kindlaks tehtud, et sellisel viisil toodetud levaanil on palju varieeruvam pikkus, kui

elusrakkudega toodetud molekulil (Aasamets, 2013, |k 8).

Levaansukraasid on rakuvalised stabiilsed enstimid, mis kuuluvad GH perekonda 68. See
perekond koondab bakteriaalseid FT-e (levaansukraase, inulosukraase, p-fruktofuranosidaase),
mis sunteesivad [(-sidemega fruktaane ehk fruktoosijadkidest koosnevaid oligo- ja

polisahhariide (joonis 2).
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monosahhariidid glikoos ja fruktoos) v6i ahela pikendamine (slinteesitakse oligo- ja
polifruktaani). Molekulides esinevad sidemetllbid ja monomeerid on skeemil tahistatud.
Tarniga on tahistatud potentsiaalsed prebiootikumid. (modifitseeritud artiklist Adamberg et al.,
2018).

Kui substraati on vahe, siis toimub eelistatult sahharoosi hidrolius ja vabanevad fruktoos ning
glikoos. Koérgemal substraadi kontsentratsioonil on eelistatud fruktoosijaagi ulekanne
sahharoosile voi reaktsioonis juba tekkinud oligo- véi polifruktaanidele. Kui pikendamise etappe
on piisavalt palju, siis on tulemuseks kérge PA-ga levaani molekul. Igas reaktsioonitsiiklis
vabaneb Uks glukoosi molekul ning see on podhiline reaktsiooni jadkprodukt, mis levaani
puhastamise kaigus eemaldatakse. Reaktsiooni kaigus voib soltuvalt tingimustest osa

sahharoosi ka reageerimata jaada (joonis 2) (Visnapuu et al., 2011; Visnapuu et al., 2015).

1.3. Fruktaanide potentsiaalsed kasutusalad

Viimastel aastakimnetel on jarjest suuremat tahelepanu palvinud fruktaanide kasutamine
prebiootikumidena. Prebiootikum on defineeritud kui inimesele seedumatu ja teatud
soolemikroobidele sobiv toidukomponent, mis mdjutab soole mikroobikooslust ning selle kaudu
on sellel positivne méju peremeesorganismi tervisele (Gibson et al., 2017). On tdestatud, et
inuliini-ttupi fruktaanidel on sellised omadused. Euroopa Liit on kinnitanud sigurist parineva
inuliini prebiootilise toimega ainete nimekirja (Gibson et al., 2017). Inimese seedeensltimid ei
suuda B-sidemeid lagundada ja need on vastupidavad ka maohappele (Bekers et al., 2005;
Mardo et al., 2017). Seetdttu jbuavad need lagunemata kujul jAmesoolde ja on seal sobivaks
toiduks paljudele kasulikuks peetavatele bakteritele, naiteks laktobatsillidele ja

bifidobakteritele. Kuigi levaani-tiupi fruktaanide prebiootilist toimet on nende halvema
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kattesaadavuse tottu vahem uuritud, on naidatud, et B-2,6 sidemega fruktaanidel vdib olla isegi

suurem prebiootiline efekt kui inuliini-tutpi fruktaanidel (Marx et al., 2000).

Kui probiootilised bakterid kasutavad prebiootikume, sh fruktaane, tekib segu llhikeste
ahelatega rasvhapetest (dadikhape ehk atsetaat, propioonhape, vdihape ehk butliraat ja
piimhape ehk laktaat), mis alandavad soolestiku pH-d ning toetavad sooleepiteeli rakkude t66d
(Adamberg et al., 2018). Mitmetele patogeensetele liikidele happeline keskkond ei sobi ning
seetdttu vaheneb nende hulk inimese organismis. Lisaks suurendavad lUhikese ahelaga
rasvhapped soolestikus mutsiinide ehk soolelima eritust. On naidatud, et madalama PA-ga
fruktaanide tarbimine vahendab soolestikus vahitekke riski. Lisaks on tdestatud, et probiootiliste
bakterite suurem arvukus inimese soolestikus alandab vere kolesterooli ja -suhkru taset,
suurendab mineraalainete (nt Mg ja Ca) imendumist ning stimuleerib immuunsussuisteemi
(Franco-Robles, Lopez, 2014). Lisaks sunteesivad soolebakterid mitmeid vitamiine. Nendest
tiamiin (B,), folaat (By), biotiin (Bg), riboflaviin (B,), kobalamiin (B,,) ja pantoteenhape (Bs) on
vees lahustuvad ning neid omastavad inimesed peamiselt toidust. Samas toodab soole

mikrobioota poole inimese paevasest menakinooni (K,) vajadusest (Morowitz et al., 2012).

Fruktaane ei lisata toidu sisse ainult prebiootiliste omaduste parast. Viimasel ajal on
populaarsust kogunud ka nende ainete kasutamise uurimine toidu tekstuuri parandajatena ning
rasva asendajatena. Seejuures on jarjest rohkem hakatud tadhelepanu péérama levaanile tema
unikaalsete omaduste t6ttu. Lahustuvus nii vees kui 8lis, madal viskoossus nii suure
molekulmassiga ja hargnenud polimeeri kohta, vastupidavus sooladele, pindaktiivsetele
ainetele, korgele temperatuurile, alustele ja nérgematele hapetele ja hea vee sidumise voime
(Banguela, Hernandez, 2006) vdimaldab seda kasutada naiteks stabilisaatorina, paksendajana,
emulgaatorina ning kapslimaterjalina. Praegu kasutatakse toidu lisaainena eelkdige taimset
inuliini, kuna see on praegusel hetkel fruktaanidest kdige odavam, sest siguri juurtes on seda
kuivkaalus ligi 70%. Inuliini kdige olulisemad omadused toiduainetddstuse kontekstis on
neutraalne maitse, seedumatusest tingitud madal energiasisaldus (1 kcal 1 g kohta), vee
sidumine ja tekstuuri loomine, stabiilsus. Siiski on levaanil mitmeid eeliseid. See on inuliinist
paremini lahustuv ja monevorra vastupidavam hapetele. Seega vdib levaan inuliini mitmes
valdkonnas asendada (Steinbtchel, Rhee, 2005, Ik 307-310).

Katsed on naidanud, et levaani saaks kasutada ka nanoosakeste kattematerjalina meditsiinis ja
biotehnoloogias. Jarjest enam kasutatakse toidulisandites ja ravimites mineraalainete
nanoosakesi, mitte nende lahustuvaid sooli. On tdestatud, et nanoosakeste kasutamine
vahendab naiteks seleeni, koobaltit ja rauda sisaldavate toidulisandite ja ravimite toksilisust ning

nende negatiivseid mdjusid seedeelunditele. Levaan sobib selliste osakeste kattematerjaliks,
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kuna valdib nende kokkukleepumist ja on lisaks toksilisust vahendav ning prebiootiliste

omadustega (Bondarenko et al., 2016).

Fruktaanidele on valja pakutud ka teisi kasutusviise nii meditsiinis kui ka kosmeetikas. Levaani
lahust saaks kasutada vereplasma asendajana. On taheldatud ka levaani kasvajaid parssivat ja
immuunsussusteemi tugevdavat toimet. Vaga suur potentsiaal on levaanil kosmeetikas. Nahale
on tal vett siduv ning niisutav ja kaitsev toime ning see mojub leevendavalt nahaarrituste korral
(Visnapuu, 2012, Ik 30-31). Levaani saab kasutada ka juuksehooldustoodetes. On leitud, et see
hoiab ara juuksekarva kutiikula lagunemise ning seeladbi aitab vahendada juuksekahjustusi
(Oner et al., 2016).

1.4. Varasemad uurimistood levaanide \'s] levaani-tuupi

frukto-oligosahhariidide kasutamise kohta bakterite kavusubstraatidena

Levaani-tiupi fruktaanide mdju bakterite kasvule ja metabolismile pole veel vaga pdhjalikult
uuritud. Jargnevalt on esitatud kolme teadusartikli kokkuvdtted, mis praeguse t00 praktilise

osaga tihedamalt haakuvad ning loovad teoreetilise tausta t66 eksperimentide jaoks.

Esimene teaduslik artikkel, kus tdestati, et probiootilised bakterid on véimelised 3-2,6 sidemega
frukto-oligosahhariide (FOS-e) efektiivselt energiaallikana kasutama, ilmus 2000. aastal (Marx et
al., 2000). Selles t66s testiti kasvu 4 bifidobakteri tive puhul: Bifidomacterium (Bi) adolescentis,
Bi. breve, Bi. longum, Bi. pseudocatenulatum. Bifidobakterid on Uhed esimestest tdestatud
probiootilise toimega bakteritest ning on tanapaeval enim tuntud ja kasutatud probiootikumid.
Bakterite kasvusubstraadina kasutati bakterist Zymomonas mobilis parinevat pikaahelalist
levaani ning sellest happelise hudrolllUsiga saadud oligosahhariidide segu. Vérdlusena kasvatati
baktereid ka fruktoosil, mis on levaani laguprodukt. Katseliselt tdestati, et kbik testitud tived
suudavad lihema ahelaga levaani-tiipi FOS-e lagundada ja nendel kasvada. Levaani
polimeeri oli vbimeline kasutama ainult Bi. adolescentis. Kuna vaga sarnased katsetulemused
on varem saadud ka inuliini-ttdpi fruktaanidega, ei ole bifidobakteritele fruktaanide lagundamisel
piirav tegur mitte niivord sideme tudp, vaid pigem ahelapikkus. Kasvu kaigus tekkinud hapete
anallusil avastati, et levaaniga s66tmes oli lUhikese ahelaga rasvhapete kontsentratsioon
koikidel tlivedel suurem kui fruktoosiga s66tmes kasvatades. Peamised tekkinud happed olid
aadikhape, piimhape ning metaanhape (sipelghape). Hapete kontsentratsioonide suhe erines eri
tuvedel markimisvaarselt — naiteks oli 4adikhappe ja piimhappe suhe Bi. adolescentis’el 3 : 1, Bi.
breve’l aga 76 : 1. Leiti, et levaanide fermentatsioonil tekib peaasjalikult dadikhape ja teisi

happeid vordlemisi vahe (Marx et al., 2000). Lisaks tbestati p-2,6 sidemega sahhariidide
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vastupidavus inimese seedeenslimidele. Levaani ja FOS-e inkubeeriti 26 tundi erinevate
inimese seedesusteemi amilaaside (sllje a-amulaas, pankrease a-amilaas, amuloglikosidaas)
ning proteaasidega (pepsiin, pankreatiin, tripsiin). Katse I6puks lagunes ainult kuni 20%
sahhariidide algsest kogusest. Naidati, et pikema ahelaga levaani-tiipi molekulid on

ensuumidele vorreldes vaiksema PA-ga fruktaanidega vastupidavamad (Marx et al., 2000).

Erinevatel bakteritel on levaanide lagundamiseks erinevad lahenemisviisid: levaani ahelat saab
lagundada otsast vabastades fruktoosijaake Ukshaaval (ekso-aktiivsus) vbi ahela keskelt
vabastades reaktsioonis FOS-e (endo-aktiivsus). Levaani lagundavat ekso-aktiivsusega
ensiumi nimetatakse ekso-levanaasiks ja endo-ensiUmi endo-levanaasiks. Kui levaani ahela
kesksed glukosiidsidemed I6hutakse, siis tekib segu erinevate ahelapikkustega FOS-idest. 2014.
aastal avaldati 166, kus kasutati levaani lagundamiseks uudset ensudmi, endo-levanaasi, et
FOS-e sunteesida (Porras-Dominguez et al., 2014). Endo-levanaas on olemas bakteril Bacillus
(Ba) licheniformis, kust levanaasi kodeeriv geen isoleeriti ja ensuum toodeti kasutades
Eschrichia coli laboritive. Looduslikult E. coli levaani ei lagunda ning sahharoosil, mis on levaani
substraat, ega levaanil kasvada ei suuda (Porras-Dominguez et al., 2014; Visnapuu et al.,
2015). Puhastatud levaani lagundamise uurimiseks kasutati kolmest erinevast bakteritiivest —
Ba. subtilis, Leuconostoc mesenteroides tivi NRRL B-512F ja ATCC 8293 — saadud levaani.
Leiti, et levaani lagunemise protsess endo-levanaasi toimel on vaga kiire — sobivatel tingimustel
on kogu polisahhariid reageerinud juba 30 minutiga. Produktide analidsil leiti, et vabanenud
fruktoosi monomeeride kontsentratsioon oli FOS-ide sisaldusest mitukimmend korda vaiksem,

mis on iseloomulik just endo-aktiivsusega levanaasile (Porras-Dominguez et al., 2014).

Levaane ja endo-levanaasi reaktsioonis saadud FOS-e kasutati probiootilise bakteritivede
kasvu hindamiseks. Selleks kasutati erinevaid bifidobakterite ja laktobatsillide tivesid: Bi.
longum, Bi. longum var. infantis, Bi. breve, Bi. bifidum ja Lactobacillus (Lb) paracasei. kasvatati
esialgu MRS vedelsddtmes, mis sisaldas 0,5% fruktoosi. Iga tlive kasvatati vordlusena kahes
s6o6tmes, millest Uks sisaldas 0,5% levaani ja teine 0,5% levaani-tuipi FOS-e. Baktereid
kasvatati anaeroobses keskkonnas loksutil temperatuuril 37 °C 24 tundi ning iga 2 h jarel voeti
s66tmest proov ning méddeti selle optiline tihedus. Optilise tiheduse muutumise pohjal arvutati
iga tive kasvukiirus mdlemas sd66tmes ning kasvu koguulatus (graafiku alune pindala). Lisaks
moddeti samadel ajapunktidel s66tme pH-d. Selgus, et kéik valitud probiootilised bakterid
kasvasid modlemal substraadil hasti. Lisaks langes kdikide s66tmete pH, kuna tekkisid lihikese
ahelaga rasvhapped. See kinnitas, et levaani-tilpi fruktaanidel vdiksid olla prebiootilised
omadused. Kasvuulatuste vordlemisel selgus, et levaani FOS-idel kasvasid bakterid kiiremini kui
polimeersel levaanil. Selle pohjuseks peetakse levaani FOS-ide paremat lahustuvus vees, mille

tottu on bakteritel lihtsam neid ka rakku transportida (Porras-Dominguez et al., 2014). Arvatakse,
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et laktobatsillid ja bifidobakterid saavad polimeerseid fruktaane kasutada enamasti teiste
soolebakteritega abiga, kes need molekulid vaiksemateks oligosahhariidideks teevad
(Adamberg et al., 2015).

Eesti teadlaste 2015. aastal avaldatud uurimistéds uuriti levaani moju inimese mikrobiootale
(Adamberg et al., 2015). Selleks koostati 11 inimeselt kogutud fekaalproovide kogum ning
maarati seal bakterite koosseis. Bakterite kogumit inkubeeriti anaeroobselt P. syringae DC3000
levaani sisaldavas aminohapeterikkas M20 s6otmes. Katse kaigus maarati s6otme koostise
muutust ja tehti kindlaks proovides erinevaid mikroobirihmasid. Leiti, et levaani sisaldavas
sdotmes oli bakterite kasv kiirem ning nende biomass suurenes margatavalt rohkem kui ilma
levaanita s66tmes. Kdige margatavamalt suurenes levaani toimel perekondade Bacteroides,
Escherichia, Streptococcus ja Ruminococcus osakaal. Lisaks maarati tdus vorreldes algse
kogumiga suurem arvukuse ka bakteririhmades Faecalibacterium, Erysipelotrichaceae ja

Eubacterium kui keskkonda oli lisatud levaani (Adamberg et al., 2015).

Tekkinud metaboliitide analtusil leiti, et levaani kaaritamisel fekaalikooslusega tekkisid
aadikhape, piimhape, vdihape, propaanhape, merevaikhape ning susihappegaas. Eelkdige
toodeti dadikhapet. Koosluse muutumisest vois jareldada, et suhkrute fermentatsioon ja pH
mangivad olulist rolli soole mikroobikoosluse kujunemises. Arvatavasti muudavad levaanist
tekkinud lUhikese ahelaga rasvhapped keskkonna patogeensetele bakteritele vdhem sobivaks

ning on peremeesorganismile tdhtsaks energiaallikaks (Adamberg et al., 2015).
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1. Materjalid

2.1.1 Sahhariidid

Td6s on kasutatud 8 erinevat sahhariidi (vOi segu) bakterite véimalike kasvusubstraatidena:
glikoos, fruktoos, P. syringae DC3000 Lsc3 ensuimiga sinteesitud levaan, levaani-tuupi
FOS-id (IFOS), daalia inuliin, inuliini-tGdpi oligosahhariidide segu Orafti® P95, palatinoos
(isomaltuloos). Glukoos on kuuesusinikuline monosahhariid, mis on paljudele bakteritele kdige
eelistatum susinikuallikas (C-allikas), kuna seda on lihtne rakku transportida. Fruktoos ehk
puuviljasuhkur on samuti enamasti bakteritele lihtsasti omastatav monosahhariid (Inman, 2011).
To6s kasutati D-glikoosi (tootja Carl Roth GmbH, Saksamaa) ja D-fruktoosi (Sigma-Aldrich,
Saksamaa). Bakteriaalne levaan molekulmassiga ligi 4,7 x 10° Da (Mardo et al., 2017) toodeti
sahharoosist Tartu Ulikooli bakteri- ja parmivalkude uurimisriihmas (T. Visnapuu), meetodiga,
mida kasutati artiklis Adamberg et al. 2015. Sinteesiks kasutati P. syringae DC3000 parinevat
korge aktiivsusega levaansukraasi Lsc3. Levaani FOS-ide segu, mis sisaldas levaani-tllpi
frukto-oligosahhariide (IFOS) valdavalt PA-ga 2-8, aga mitte fruktoosi, oli saadud eelmainitud
levaani toé6tlemisel Bacteroides thetaiotaomicron’i endo-levanaasiga (Mardo et al., 2017; Ernits
et al., 2019a) ja jargneval puhastamisel parmirakkudega (Jogi et al., 2015). Inuliin, mille
keskmine molekulmass on tootja andmetel 5 x 10° Da pérines daalia mugulast (Sigma-Aldrich,
Saksamaa). Taimse inuliini oligosahhariide (PA 2-8) sisaldav preparaat Orafti® P95 ja palatinoos
(Palatinose™) olid firmalt BENEO GmbH (Belgia). Orafti® P95 on tdestatud prebiootiliste
omadustega sahhariidide segu, mida saab funktsionaalse toidu komponendina lisada naiteks
kUpsetistesse, piimatoodetesse ning maiustustesse suhkru asendamiseks ja kiudainete
sisalduse tostmiseks (BENEO Orafti). Palatinoos ehk isomaltuoos on sahharoosi analoog, kus
glukoosi- ja fruktoosijggdk on Uhendatud o-1,6 sidemega. Seda soovitatakse uudse
suhkruasendajana tdnu magusale maitsele ja madalale glikeemilisele indeksile ja potentsiaalse
prebiootikumina (BENEO Orafti).

2.1.2. Mikrobioloogilised s66tmed ja bakterite kasvutingimused

To6s kasutati kahte tllpi s6odet, et testida bakterite kasvu erinevatel tingimustel: visuaalselt
kasvuerinevuste hindamiseks subtraatidel kasutati MRS (De Man, Rogosa ja Sharpe’i s6dde)

tards6oddet ning kasvukoverate koostamisel kasutati vedelat M9 baseeruvat minimaalséodet,
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kuhu oli ainukese C-allikana lisatud erinevaid suhkruid. Koikide sahhariidide
I6ppkontsentratsioonid sé6tmetes olid 5 g/l (0,5%), kui ei ole margitud teisiti. Kdiki bakteritlivesid
kasvatati 30 °C.

Esimese etapina testiti kolme MRS s66tme retsepti, et leida valitud bakteritivedele (vt ptk 2.1.3.)
sobivaim s66de, et tagada voimalikult paljude valitud tiivede kasv. Algselt on MRS s66de valja
tootatud spetsiifiliselt laktobatsillide kasvatamiseks, kuid sellel saavad kasvada teisedki
bakteriliigid. See sisaldab ammooniumtsitraati ning naatriumatsetaati, et alla suruda mitmete
teiste mikroorganismide kasvu. Lisaks sellele on sddtmes polisorbaat 80 (Tween 80), mis
muudab kasvuks vajalikud rasvhapped Lactobacillus’'tele kattesaadavamaks. (Cosmo Bio

Company, Jaapan). Testiti kolme MRS s66tme retsepti:

e Sigma-Aldrichi modifitseerimata MRS 69966 (komponentide I6ppkontsentratsioonid, g/l):
peptoon (10), lihaekstrakt (8), parmiekstrakt (4), glukoos (20), K,HPO, (2), Na-atsetaat
(5), triammoonium tsitraat (2), MgSO, x 7H,0 (0,2), MnSO, x H,O (0,05).

o Modifitseeritud MRS (Suitso, 2004, 1k 21) (g/l): parmiekstrakt (5), triptoon (10), aju
infusioon (10), glikoos (20), Tween 80 (1), K,HPO, (2), NH,CI (2), Na-tsitraat (2), MgSO,
x 7H,0 (0,2), MnSQO, x H,0 (0,05).

e MRS sdd h L, 2 (g/l): peptoon (5), lihaekstrakt (5), parmiekstrakt (2.5),
gliikoos (20), Tween 80 (1), K,HPO, (5), Na-atsetaat (5), amooniumtsitraat (2), MgSO, x
7H,0 (0,1), MnSO, x H,O (0,05).

Kdikide tardsddtmete valmistamiseks lisati 20 g/l agarit (LabM, UK). Sé6tmed steriliseeriti
autoklaavimise teel 115 °C 15 min. Tards66tmed valati steriilsetes tingimustes 20 ml kaupa

steriilsetesse plastikust Petri tassidesse ja lasti tahkuda.

Tilkkllvi katse jaoks kasutati modifitseeritud MRS sdddet (pohineb retseptil Suitso, 2004), kuhu
glikoosi asemel oli lisatud 5 g/l (0,5%) erinevaid suhkruid. Kontrolliks kasutati ilma sahhariidita
MRS so6odet, kuhu suhkrulahuse asemel lisati steriilset destilleeritud vett. Kokku valmistati 400
ml MRS baass66det (kokku 20 tards6odet), millele lisati varem autoklaavitud glikoosi, fruktoosi,
levaani, IFOS-e, inuliini, Orafti® P95 voi palatinoosi 4% lahust (2,5 ml 20 ml s66tme kohta).
Tilkkllvi katse jaoks eelkasvatati 5 ml modifitseeritud MRS s66tmes, mis sisaldas 5 g/l glikoosi.
Kultuure kasvatati loksutil (valja arvatud Lb. rhamnosus ja Lc. lactis, mida ei aereeritud) 30 °C 20
h.

Bakterite kasvukdverate koostamiseks kasutati 1 x M9 vedels6ddet (minimaalsddde), kuhu oli
ainukese C-allikana lisatud glukoosi, fruktoosi, levaani, IFOS-e voi inuliini. Minimaals66de on
defineeritud, kui kindlat C- ja energiaallikat sisaldav s66de, et uurida bakteri kasvu ainult valitud

sahhariidil, kuna teisi suUsinikuallikaid s66tmes ei ole (Heinaru, Vedler, 2011, Ik 23). Katses
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kasutatud minimaals66de valmistati M9 mineraalainete segu baasil (10 x), mis sisaldas (g/l)
Na,HPO, x 2H,0 (75,2), KH,PO, (30), NaCl (5) NH,CI (5). Aminohapete allikana kasutati CAA
segu (casaminoacids, kaseiini hudrolusaat, 2 g/l), truptofaani (0,01 g/l) ja L-leutsiini (0,01 g/l)
ning lisati mikroelementide segu ja filtreeritud B, vitamiini (0,1 g/l) lahust. Kasvukdverate jaoks

eelkasvatati bakteritlived 5 ml 5 g/l glikoosi sisaldavas minimaalsé6tmes 30 °C 16 h.

Katsed viidi labi vedelkultuuris mahuga 10 ml Erlenmeyer’i kolbides (3 tive) voi katseklaasides,
Lb. rhamnosus’e puhul. Ba. subtilis’e, E. coli ja Lactococcus (Lc) lactis’e puhul aereeriti kultuure
loksutil (160 po6o6ret/min), Lb rhamnosus’t kasvatati staatilise kultuurina ilma aereerimata.

C-allikata kontrolli korral kasutati sahhariidi asemel steriilset destilleeritud vett.
2.1.3. Bakteritiived

Td6s kasutatud bakteritiived on hoiustatud Tartu Ulikooli molekulaar- ja rakubioloogia instituudis
—-80 °C ja parinevad erinevatest kultuurikollektsioonidest: ATCC (American Type Culture
Collection, USA), DSM (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen. Saksamaa), CELMS
(Collection of Environmental and Laboratory Microbial Strains, Eesti). Tahistuses on kasutatud

stiili, kus bakteri liiginimele jargneb t66s kasutatud tive andmebaasitahis.

Selle t66 eesmark oli kasutada vdimalikult mitmekesist bakteriliikide valimit, kuhu kuuluks nii
probiootilisi tivesid, potensiaalsete patogeenide mittevirulentseid variante (serotlilbid) kui ka

keskkonnabaktereid. T60s kasutati jargmisi bakteritlivesid:

Lactococcus lactis (DSM 20175), Lactobacillus rhamnosus GG (ATCC 53103), Lactobacillus
delbrueckii alamliik /actis (DSM 20073), Pseudomonas aeruginosa PAO1 (DSM 22644),
Pseudomonas mendocina PC10 (CELMS EEUT PC10), Bacillus cereus (ATCC 1178), Bacillus
subtilis 168 (DSM), Escherichia coli (looduslik isolaat; CELMS EEUT EY), Enterococcus (Ec.)
faecalis (ATCC 29212), Listeria monocytogenes serotilp 4e (ATCC 19118), Listeria innocua
serotliip 6a (ATCC 33090), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Staphylococcus aureus
alamliik aureus (ATCC 6538), metitsilliin-resistentne Staphylococcus aureus (MRSA) (ATCC
43300).

Sootmed valmistati ja puhaskultuuridega too6tati ainult steriilsetes tingimustes UV kiirgusega
téddeldud laminaarkapis kasutades steriilseid tddvahendeid, aseptilisi kulviviise ja

nduetekohaseid isikukaitsevahendeid nagu nitriilkindad ja pindade puhastamine 70% etanooliga.
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2.2. Metoodika

Jargnevas peatikis ja joonisel 3 on esitatud katseskeem ja pdhilised eksperimendid ning nende

tingimused.

MRS so6tme ‘ Tilkkiilv ‘ Kasvukdverad ‘ TLC
valimine

* 14 tlive * 8tuve * 4tive Suhkrute

+ 3 erinevat MRS » 7 erinevat sahhariidi » 5 erinevat sahhariidi analuus
tards66tme + 5 lahjendust * 5 ajapunkti eelneva katse
retsepti bakterikultuuridest * Minimaalsdode kaigus kogutud
+ Sahhariid: * MRS tards6dde (vedelkultuur) proovides
glukoos » Kontroll: ilma » Kontroll: ilma

sahhariidita sahhariidita
Joonis 3. Ulevaatlik katsemetoodika skeem. Sinisel taustal on naidatud erinevad labi viidud
eksperimendid.

2.2.1. Sobiva MRS sootme valimine bakteritlivedele

Bakteritived eelkasvatati LB + 2% glukoosiga sisaldavas s66tmes 20 h 30 °C. Sealt kulvati
rakud steriilse kilviaasaga joonkilvi meetodil MRS s66tmega tassidele. Koiki 14 bakteritlive, mis
on toodud peatukis 2.1.3., kasvatati 3 erineval MRS tards6dtmel (vt ptk 2.1.2) ning hinnati
bakteritivede kasvu visuaalselt. Tasse inkubeeriti 30 °C ja kasvu hinnati 24 ja 48 tunni jarel

rakkude kasvul intensiivsuse jargi kulvijoonel ja kolooniate kasvu alusel.
2.2.2. Kasvuerinevuste testimine MRS tards66tmel tilkkiilvi meetodiga

Selleks, et visuaalselt vorrelda bakteritiivede kasvu erinevatel substraatidel viidi MRS s66tmetel
labi nn tilkkllvi katse. Selle abil saab suhteliselt vaikese sd6tmete hulgaga testida mitmeid
tivesid, et leida erisusi Uhe bakteritive kasvus erinevatel substraatidel. Kolooniate arvu jargi
erinevates lahjendustes on vdimalik vdrrelda bakterite kasvu. Mida lahjem on bakterirakkude
suspensioon, seda vahem rakke kilvatakse sddtmele ja seda tdenaolisem on Uksikute
kolooniate teke. Mida rohkem on aga katse Idppedes suuremate lahjendustega tilkades

kolooniaid, seda sobivam on s66de bakterile (joonis 4).
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Joonis 4. Tilkkdlvi metoodika pohimdtteline skeem. Kdigepealt tehakse algproovist
(bakterikultuur) 10-kordsete lahjenduste rida, vottes 100 pl proovi ja 900 pl lahjendusvett
(fusioloogiline lahus) ning kilvatakse saadud segud vaikeste tilkadena tardsddtmele.
(Cunningham et al., 2008)

8 bakteritlve (Lb. rhamnosus, Lc. lactis, Ba. subtilis, E. coli, Ec. faecalis, S. aureus, P.
aeruginosa, L. monocytogenes) eelkasvatati LB + 5 g/l glikoosiga 5 ml vedels66tmes 30 °C 20
h. Bakterikultuuride optilist tihedust mdddeti spektrofotomeetriliselt (Ultrospec 3100pro,
Amersham Biosciences) lainepikkusel 600 nm 1 ml plastikklvettides. Kultuurid viidi esmalt kdik
sama optilise tiheduseni (OD) 0,5 kasutades steriilset flsioloogilist lahust (0,9% NaCl). Seejarel
tehti koigist 1 x 10, 1 x 102, 1 x 10° ja 1 x 10* kordsed lahjendused (maht 1 ml) steriilsetesse 1,5
ml Eppendorfi tuubidesse. Enne iga lahjenduse tegemist ja enne igat valjakulvi segati proove
korralikult Vortex-segajal. lga substraadiga (5 g/l) modifitseeritud MRS s66tmele (Suitso, 2004)
kulvati 5 pl suurune tilk kdikide bakterite kdiki lahjendusi. Uhele tassile mahutati 4 erinevat tiive
(lisa 1). Kontrollina kasutati ilma sahhariidita MRS s66det. Tasse inkubeeriti 30 °C 24 tundi ning

seejarel vorreldi bakterikoloonia kasvu erinevatel substraatidel (lisa 2).
2.2.3. Kasvukodverate koostamine

Selleks, et uurida erinevate substraatide mdju bakteri kasvule tapsemalt, kasutati kasvukoverat:
graafikut, mis naitab bakterirakkude arvukuse muutumist ajas. Muutusi rakkude arvukuses on
kdige parem hinnata optilise tiheduse muutumise kaudu. Seda meetodit saab kasutada ainult
vedels6otmete puhul, kuna sel juhul saab eeldada, et rakud on véimalikult Ghtlaselt jaotunud.
Bakteriso6tmed ei ole uldjuhul hagusad ning kui bakterite kasvu toimel tekib hagu, siis on seda

vdimalik spektrofotomeetriliselt médta. Kui baktereid ei ole s66tmes liiga palju vai liiga vahe, siis
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on s66tme optiline tihedus vordelises soltuvuses bakterirakkude arvuga. Teades, et optiline
tihedus on vordelises soltuvuses bakterirakkude arvuga on spektrofotomeetri abil saadud

admetest vdimalik koostada kasvukdver (Sutton, 2011).

Katses kasutati nelja tlive: E. coli, Ba. subtilis, Lc. lactis ja Lb. rhamnosus. Nendest kolme
esimest kasvatati kolvis loksutil. L. rhamnosus aga hapnikku ei talu ning seetdttu kasvatati seda
katseklaasis ilma loksutamiseta. Kasvutemperatuur oli 30 °C. Rakud eelkasvatati 5 g/l gliikoosi
sisaldavas M9 s66tmes (vt ptk 2.1.2) ja kultuuride OD-d moddeti spektrofotomeetriga 1 ml
plastikklvetis lainepikkusel 600 nm. Kultuuride ODgy, olid vastavalt: 1,55; 0,98; 0,16; 0,04. E.
coli, Ba. subtilis'e rakke kilvati 10 ml s66tmesse algtihedusega 0,05 (vastavalt 320 ul ja 510 pl)
ja aeglasema kasvuga Lc. Lactis't ja Lb. rhamnosus’t 700 ul, et mitte s66tme mahtu liigselt

muuta.

Substraatidena kasutati glikoosi, fruktoosi, levaani, IFOS-e ja inuliini. Lisaks tehti negatiivne
kontroll, milles suhkrulahus asendati destilleeritud veega. Seega kokku kasutati katses 6
erinevat so6tmevarianti. To66s moddeti optilist tihedust plastikust 96 kannukesega
mikrotiiterplaadil (Greiner Bio-one, Saksamaa) (skeem esitatud Joonisel 5) kasutades Infinite
M200 PRO mikroplaadilugejat (Tecan, Sveits) ja tootjapoolset tarkvara Tecan i-control. Sellega

on voimalik maarata korraga mitme erineva proovi optilist tihedust.
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Joonis 5. Mikrotiiterplaadi skeem, kus on naidatud kontrollide ja kultuuride asukohad.
(modifitseeritud Aksamitiene, 2012)

Erinevatel ajapunktidel voeti igast kultuurist steriilselt 600 pl proov, mis jaotati mikrotiiterplaadil 3

kannu vahel (3 kordust, igaliks 200 pl), et tulemused oleksid usaldusvaarsemad. Loplikuks
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ajapunktile vastavaks OD-ks arvutati tulemuste aritmeetiline keskmine. Lisaks taideti igal
mddtmisel 6 kannu destilleeritud veega spektrofotomeetri nullimiseks. Kuna Ba. subtilis ja E. coli
on kiirekasvulised ning Lc. lactis ja Lb. rhamnosus aeglasema kasvuga, mdddeti tivede OD-sid
erinevatel ajapunktidel. B. subtilis'e ja E. coli puhul olid ajapunktid 2,4, 4,3, 6,2, 22,0 ja 47,2
tundi parast sissekilvi. Lb. rhamnosus’el ja Lc. lactis’el olid need vastavalt 5,3, 22,3, 26,6, 47,3
ja 93,7 tundi. Seega moddeti korraga (1 plaadil) 2 erineva tlive (joonisel 5 tahistatud A ja B)
s66tmete komplekti OD Uhel ajapunktil nii, et iga substraadi kohta oli 3 kannu (joonis 5). Lisaks
modddeti kontrolliks levaani 5 g/l lahuse OD, sest levaani lahus on kergelt piimjas ja seetottu on
s66tme OD on teistest oluliselt kdrgem. Hiliem lahutati saadud tulemus tlivede ajapunktidel
saadud OD-st.

2.2.4. Sahhariidide maaramine ohukese kihi kromatograafia (TLC) abil

Ohukese kihi kromatograafiaga (thin layer chromatography, TLC) on véimalik lahutada erineva
suurusega molekule. Seetdttu sobib see meetod vaga hasti erinevate ahelapikkustega
sahhariidide kindlakstegemiseks. TLC puhul toimub segu komponentide lahutamine dhukese
silikageeli plaadi abil. Silikageel on hidraaditud ranidioksiid (SiO, x H,O), mis on vaga poorne
tahke aine ning Ulimalt higroskoopne. Vaiksemad molekulid naiteks monosahhariidid labivad
voolutis liikudes silikageeli poore hdlpsamalt kui suured molekulid ning seetdttu liiguvad
esimesed plaadis kiiremini edasi ning jouavad kaugemale. Samas suured molekulid (nt
polUsahhariidid) ei paase pooridest labi ning ei liigu seetéttu plaadis edasi. Segu, mille
komponente tahetakse lahutada, kantakse silikageeli plaadi Uhte serva, nn stardijoonele.
Uuritavad ained kannab vooluti, mis on varieeruva koostisega vedelike segu. Plaat asetatakse
Uhe servaga voolutisse (uuritav proov ei tohi vedeliku sisse sattuda) ning see hakkab
kapillaarsuse toimel médda plaati edasi likuma (joonis 6). Sellega koos liiguvad labi silikageeli
ka uuritava segu komponendid ning need eralduvad teineteisest vastavalt molekulmassile,
monomeeride koostisele aga ka sidemetlubile. Vaikseimad molekulid liiguvad stardijoonest
kdige kaugemale ja suurimad jadvad sellele pidama. Sahhariidide nahtavaks tegemiseks
kasutatakse ilmutit. Kui uuritav aine reageerib ilmutiga, tekib varvunud saadus, mida on

silikageelil vdimalik eristada (Clark, 2007).
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Joonis 6. Ohukese kihi kromatograafia skeem. Néaidatud on pdhilised komponendid ja segu
lahutamise pdhimote. (modifitseeritud Instrumentation Tools)

Suhkruid sisaldavas minimaals66tmes kasvanud bakterite proovid (ptk 2.2.3.) koguti kdikide
ajapunktide kohta peale kultuuri OD mddtmist Eppendorfi tuubidesse ja rakud eraldati s66tmest
tsentrifuugimisega (1 min 13 000 pddret/min) kasutades Eppendorfi tuubitsentrifuugi. Proove
sailitati —20 °C, et valtida vdimalikku suhkrute lagunemist enne anallusi. Koigist proovidest kanti
0,5 yl TLC plaadi eelnevalt hariliku pliiatsiga tahistatud stardijoonele (kontsentreeriva tsooniga
silikageel 60, Merck, Saksamaa). Kontrollina kasutati sama kontsentratsiooniga (5 g/l) levaani,
IFOS-ide ja inuliini lahust. Selleks, et TLC plaadil oleks véimalik sahhariide ning nende ahelate
pikkusi maarata, kasutati varem valmis segatud markersuhkrute segusid (T. Visnapuu). Marker 1
koostises olid fruktoos (Idppkontsentratsioon 30 mM), sahharoos (30 mM), 1-kestoos (10 mM),
nidstoos (10 mM), levaan (8 g/l). Marker 2: gliikoos (30 mM), maltoos (30 mM), maltotrioos (10
mM), stahhioos (trisahhariid: galaktoos, glukoos, fruktoos; 6 mM). Markereid kanti plaadile

samuti 0,5 pl.

TLC plaatide voolutamine ja ilmutamine tehti tdmbkapis ja kasutati nitriilkindaid. Voolutina
kasutati kloroformi, aadikhappe ja vee segu, kus ainete ruumalade suhted on vastavalt 6 : 7 : 1
(Mardo et al., 2017). TLC plaati voolutati 2 korda seda vahepeal fé6niga kuivatades, et tagada
suhkrute parem lahutamine. Plaat kuivatati féoniga tdmbekapis. limutina kasutati metanooli
baasil aniliini reaktiivi (10,9 g/l difentdlamiin, 10,9 g/I aniliinhidrokloriid, 910 ml metanool, 90 ml
ortho-fosforhape) (Ernits et al., 2019a). Aniliin reageerib sahhariididega ning moodustuvad
varvilised Uhendid. Plaati pritsiti aniliini reaktiiviga, kuivatati ja seejarel kuumutatai seda
alumiiniumfooliumi sisse pakituna 10 minutit 100 °C. Fruktoos ja FOS-id muutuvad oranZikaks,
gliikoos ja teised glikoosi sisaldavad oligosahhariidid sinakaks, sahharoos jt nii glikoosi- kui ka

fruktoosijaake sisaldavad oligosahhariidid pruuniks.
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3. TULEMUSED JA ARUTELU

PolUfruktaansel levaanil ja ka levaani-titpi oligosahhariididel on spetsiifiliste ja sobivate
omaduste tottu suur potensiaal nii tervise- kui ka kosmeetikatoodetes ja tehnoloogilistes
lahendustes (vt ptk 1.2.) (Oner et al., 2016). Samas on levaani toimete kohta erinevatele
bakteririthmadele ja kasvuvboimele suhteliselt vahe teada, seda pdhiliselt levaani vahese
kattesaadavuse ja kdrge hinna toéttu. Levaani t6dstuslikus skaalas pdhimbétteliselt ei toodeta.
Naiteks 1 g Erwinia herbicola levaani (tootekood: L8647) maksab firmast Sigma-Aldrich ostes
336 eurot (Sigma-Aldrich). Tartu Ulikooli bakteri- ja parmivalkude uurimisriihmas tdétatakse vélja
sobivat meetodit, et senisest efektiivsemalt levaani ja IFOS-e toota eesmargiga nende ainete

kasutusvoimalusi edasi uurida (Ernits et al., 2019b).

Levaani ja IFOS-e kui kasvusubstraati on seni testitud moéne valitud probiootilise tlvega
laktobatsillide ja bifidobakterite hulgast (Marx et al., 2000; Porras-Dominguez et al., 2014).
Tulemused on paljulubavad, sest mitmed liigid perekondadest Bifidobacterium ja Lactobacillus
kasvavad levaanil ja IFOS-idel ning kasutavad neid fruktaane C-allikatena. Lisaks on levaani
md&ju uuritud tervete inimeste ning normaalkaalus ning Ulekaaluliste laste fekaalikooslustele
(Adamberg et al., 2005) ja soolestiku mudelsusteemis (Liu et al., 2020). Tulemused kinnitavad,
et levaani-tilpi sahhariididel on eripdrane soodustav moéju bakteritele rihmadest Bifidobacteria
ja Eubacterium. Tuleb aga tahele panna, et need eksperimendid on tehtud anaeroobses
keskkonnas ja s66tmes, mis sobib spetsiifiliselt soolestiku bakteritele (Adamberg et al., 2005; Liu
et al., 2020). Paljud naiteks nahal ja limaskestadel ning keskkonnas elavad bakterid, kes
loodusliku ja ka erinevates toodetes potentsiaalselt leiduva levaaniga voiksid kokku puutuda,
kasvavad aeroobselt hapniku juuresolekul, kuid sobivaid kasvutingimusi levaani mdoju
testimiseks sellistel bakteritel valja téoétatud ei ole. Seega voeti selle t66 liheks eesmargiks
testida erinevaid sdotmeid ja kasvutingimusi, mis voiksid sobida mitmetele erinevatele

bakteririhmadele levaanil ja IFOS-idel kasvu hindamiseks.

3.1. Bakteritiuved ja neile sobiva MRS s66tme valimine

14 bakterilve, mille kasvu hinnati kolmel erineva koostisega MRS sd6tmel, saadi todgrupi
sailitustivede hulgast (T. Visnapuu ja T. Alamae). Testitud tivedeks olid jargmised bakterid (ptk
2.1.3.): Lc. lactis, Lb. rhamnosus GG, Lb. delbrueckii, P. aeruginosa PAO1, P. mendocina PC10,
Ba. cereus, Ba. subtilis 168, E. coli, Ec. faecalis, L. monocytogenes, L. innocua, S. epidermidis,

S. aureus, metitsilliin-resistentne S. aureus (MRSA). Bakterid valiti nende mitmekesise paritolu,
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leviku, kuuluvuse ja omaduste téttu. Valikus oli nii probiootilisi tivesid (laktokokk ja laktobatsillid)
jt inimese mikrofloorasse kuuluvaid baktereid (streptokokid, enterokokk, soolekepike),
keskkonnabaktereid (batsillid, pseudomonased), ja ka vdimalikke patogeene (listeeriad, MRSA,

P. aeruginosa).

Piimhappebakterid Lc. lactis, Lb. rhamnosus ja Lb. delbrueckii on vdimelised lagundama laktoosi
piimhappeks ning seetdttu kasutatakse mitut neist hapendatud piimatoodete ning juustu
valmistamisel. Laboratoorselt on piimhappebaktereid kdikidest valitud tivedest kdige raskem
kasvatada. Neil on erilised nbéudmised s66tme koostise osas (vajavad vitamiine ja
kasvufaktoreid) ning suhteliselt aeglane kasvukiirus. Lc. lactis on (ks enimkasutatavaid
baktereid toiduainetddstuses. Kasvukeskkonna suhtes on ta vaga ndéudlik ja ta ei ela
inimkudedel. Looduses kasvab taimsel materjalil, eelkdige kdrrelistel. Seetbttu arvatakse, et see
tlvi vdiks olla véimeline teiste taimsete pollisahhariidide kérval lagundama ka fruktaane (Siezen
et al., 2007). Lb. rhamnosus elab lisaks fermenteeritud toiduainetele ka inimese pinnal, kaitseb
meie keha patogeensete mikroobide eest ja kuulub soole mikrofloora koosseisu. Seda tuve
kasutatakse meditsiinis mitmete kéhuhaiguste raviks. On teada, et see tivi on vdimeline
lagundama inimesele seedumatuid polisahhariide, kaasaarvatud inuliini (Souza Oliveira et al.,
2012). Kuna Lb. rhamnosus ei talu hapnikurikast keskkonda, siis kasvatasime seda tuve
vedelkultuuris ilma aereerimata. Lb. delbrueckii’l on vaga lai substraatide spekter, mida ta on
vdimeline toiduks kasutama. Lisaks laktoosile, gliikoosile, fruktoosile ja mannoosile suudab see
bakter lagundada galaktoosi, sahharoosi, mannoosi, trehaloosi. Tlvi eelistab kasvada
anaeroobses keskkonnas. L. delbruekii alamliik /actis’t on leitud ainult piimast (Penetrante,
2010). Soltuvalt eelmainitud tivede omadustest on olemas tdendosus, et need tuved voiksid

fruktaane lagundada. Ka Ba. subtilis’'t peetakse probiootiliseks bakteriks (Jensen et al., 2016).

MRS s66de on algselt toodtatud valja laktobatsillide selektiivseks kasvatamiseks. Seetdttu
sisaldab see teiste liikide elutegevust parssivaid komponente ning Lactobcillus'te kasvu
soodustavaid koostisosi, nt naatriumatsetaat, mis on tuntud ka toiduainetoostuses kasutatava
lisaaine E262 nime all. See parsib mitmete bakterite kasvu (Sallam, 2007). Kuna laktobatsillid on
valitud tlvedest kdige ndudlikumad sédtmekomponentide suhtes, siis testiti kdigi bakterite kasvu
just sellel s66tmel. Kasutati kolme erineva retsepti jargi vamistatud MRS tards6ddet gliikoosiga
(ptk 2.1.2.) ja killvati koik tlved joonkulvi meetodil s66tmetele. Kasvu jalgiti 2 paeva jooksul ja

hinnati 3 palli skaalas kasvu intensiivsust. Tulemused on esitatud tabelis 1.
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Tabel 1. 14 bakteriligi kasv erinevatel MRS s66tmetel. Kasvu intensiivsus on margitud
numbritega: 0 — kasv puudub (punane); 1 — Uksikud kolooniad kilvijoonel (oranz); 2 — tugev kasv
kulvijoonel, kolooniad eristamatud (roheline).

Modifitseeritud MRS (Sigma-
MRS (Suitso) | MRS (Gohetal) Aldrich)

Tiivi 14 h 48 h 14 h 48 h 14 h 48 h
Lb. delbrueckii

Lb. rhamnosus

Lc. lactis
P. aeruginosa
P. mendocina

Ba. cereus
Ba. subtilis
E. coli
Ec. faecalis
L. innocua

L. monocytogenes

S. epidermidis
S. aureus
MRSA

Sobiva MRS sd6tme valimise katse tulemustest selgus, et selles t66s kasutatavatele bakteritele
sobis kbige paremini modifitseeritud MRS s66tme retsept (tabel 1). Esimese 24 tunniga ei olnud
kolooniaid ndha ainult 2 tive puhul, 9 tivel olid nahtaval Uksikud kolooniad ning 3 tlive kasv oli
tugev. Goh et al. (2006) s66tmel ei olnud esimese 24 tunniga nahtavaid kolooniaid moodustanud
5 tlive ning Ulejaanute puhul oli kasv pigem nork. Sigma Aldrichi s66tmel suutis ainult Ba. cereus
esimese 24 tunniga vaga hasti kasvada. 48 tunniga olid modifiteeritud MRS-il kasvanud vaga
hasti enamik tivedest ning aeglasekasvulised ja hapnikutundlikumad laktobatsillid piirdusid
vahese kasvuga. Goh et al. s66tmel olid 48 tunniga kasvanud mingil maaral Ules 13 tlve, aga
mitte P. mendocina. Sigma-Aldrichi retseptiga s66tmel kasvasid 48 tunniga enamik tlvesid, aga
kasvu ei olnud kasvu margata P. mendocina ja Ba. subtilis’e.

Tulemustest jareldub, et valitud tlivedele on kasvuks kdige sobivam modifitseeritud MRS sddde,
mida kasutati jargneva katse tegemiseks. Erinevate tivede kasvu vdrreldes on naha, et kdige
aeglasemini kasvavad piimhappebakterid. Seda voéib seletada nende tlivede vaiksema
hapnikutaluvusega. Sellest l|ahtuvalt kasvatatakse edasistes katsetes Lb. rhamnosus’t

katseklaasis, mitte kolvis, kuna seal on hapnikul s6dtmele vaiksem ligipaas, ning ilma
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aereerimata. Kuna Lb. delbrueckii kasvas testitud tingimustel vaga halvasti, siis seda

jargnevates kasetes ei kasutatud.

Kaks retsepti (Sigma-Aldrich ja Goh et al., 2006) sisaldasid naatrumatsetaati, mis ilmselt parssis
mitme bakteritiive, eriti keskkonnabakterite P. mendocina ja Ba. subtilis'e kasvu. Uhes sé6tme
variandis (Suitso, 2004) asendas seda naatriumtsitraat, mis on mitmetele bakteritele palju
sobivam ja kasutatav ka vbéimaliku C-allikana. Kahes retseptis (Suitso, 2004 ja Goh et al., 2006)
sisalduv Tween 80 on pindaktivne aine, mis muudab rakkudele toitained kergemini
omastatavaks, ning tulemustest selgub, et lisaks laktobatsillidele toimis see aine ka teistele

bakteritele ning kasvu oluliselt ei mdjutanud.
3.2. Bakteritivede kasvuerinevuste testimine tilkkilvi meetodiga

Esimese katse tulemuste pdhjal valiti valja 8 huvipakkuvamat tlive, millega tehti kasvuerinevuste
testimine modifitseeritud MRS s66tmel tilkkllvi meetodiga (vt ptk 2.2.2.). Piimhappebakteritest
kasutati Lb. rhamnosus’t ja Lc. lactis’t, keskkonnabakteritest Ba. subtilis’t. Soolebakteritest E.
coli't ja Ec. faecalis’t, nahal leiduvatest bakteritest kasutati S. aureus’t ning potentsiaalsetest

patogeenidest P. aeruginosa’t ja L. monocytogenes't.

Selle katses uuriti 7 erinevat substraati: glikoos, fruktoos, levaan, levaani FOS-id, inuliin,
palatinoos ja Orafti®P95. Sahhariidide iseloomustus on toodud peatikis 2.1.1. Tlved kasvatati
ning lahjendati steriilses filisioloogilises lahuses 10-kordsete lahjenduste reana (10°-10*) ning
kiulvati tilkadena erinevaid sahhariide (5 g/l) sisaldavatele s66tmetele. Negatiivse kontrollina
kasutati ilma sahhariidita MRS sdddet. Katse tulemusena saadud so6tmetasside pildid on
esitatud lisas 2. Katse tulemustest kdige suuremas valja kulvatud lahjenduses koostati tabel 2.

Tabel 2. 8 bakteriliigi kasv erineva sahhariidiga MRS so6tmel 1 x 10* korda lahjendatud
variandis. 0 — kasv puudub (punane); 1 — Uksikud/vaiksed kolooniad kiilvialal (oranz); 2 — tugev

kasv kulvialal (kollane), 3 — vaga tugev kasv, kolooniad eristamatud (roheline) — MRS sddde ilma
sahhariidita.

Glikoo  Fruktoo Levaa Palatinoo

Tiivi - S S n IFOS Inuliin s P95

Lb. rhamnosus 1 1 1 1 1 1 1 1
Lc. lactis 3 3 3 3 3 3 3 3
P. aeruginosa 3 3 3 &) 3 3 3 3
Ba. subtilis 0 1 0 0 1 1 0 2
E. coli 3 3 3 3 ) 3 3 3
Ec. faecalis 2 2 2 2 2 2 2 2

L. monocytogenes 1 1 1 1 1 1 1 1
S. aureus 1 1 0 1 1 2 0 1
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Koik tuved kasvasid testitud sootmel ja substraatidel vaga hasti (lisa 2), kuid Ba. subtilis ja S.
aureus koige suuremast lahjendusest tehtud kilvis enam peaaegu et ei kasvanud. Ka
piimhappebakterid kasvasid suhteliselt hasti kdikidel sé6tmetel ning enamikel tivedel suuri
kasvuerinevusi ei ilmnenud (tabel 2, lisa 2). Ba. subtilis kasvas lisaks glikoosiga s66tmele ka
IFOS-e, inuliini ja Orafti®P95 sisaldaval s66tmel, mis viitab sellele, et see tuvi kasutab fruktaane.
Ba. subtilis on looduses levinud mulla UGlemistes kihtides ning maletsejate ja ka inimese
soolesikus (Jensen et al., 2016). On tehtud kindlaks, et tal on levaansukraas levaani slinteesiks
ja levanaas fruktaanide lagundamiseks. B. subtilis kasutab levaani EPS-ina, mis vdimaldab
rakkudel omavahel kokku kleepuda. Looduses on see bakteril vajalik biofilmi tekkeks,
mullaosakestele kinnitumiseks ja toksiliste ainete sidumiseks (Ben Ammar et al., 2002; Jensen
et al., 2016). Levaani sisaldavas vedelsddtmes on moodustab B. subtilis rakukobaraid, mida
nagin ka selle t66 raames (lisa 3). Kollaselt pigmenteerunud S. aureus, mida leidub naiteks
inimese nahal ja Ulemistes hingamisteedes andis samamoodi kasvuerinevusi. Huvitaval kombel
soodustas inulin S. aureuse kasvu. Kuna S. aureus moodustab rakkude kobaraid, siis voivad
kasvuerinevused osaliselt selle tottu tekkida, sest rakususpensiooni segamisel ja lahjendamisel
tekkinud vaiksemad ebatapsused vdimenduvad (Missiakas, Schneewind, 2013). Et mainitud
tivede puhul eksperimendist I6plik jareldus teha, siis vdiks katset korrata, et valistada

voimalikud pipeteerimise vead.

Huvitav oli ka see, et ka ilma sahhariidi lisamiseta kasvasid tuved kasti. See vdiks olla seletatav
sellega, et kasutatud MRS sbé6de sisaldab mitmeid erinevaid komponente, mis vdivad olla
bakteritele C- ja energiaallikaks. Selleks voib olla nditeks naatriumtsitraat, aga ka aminohapped
triptoonist ja lipiidid aju infusioonist (vt ptk 2.1.2.). Seega saab teha jarelduse, et laktobatsillide
puhul standardne C-allika kasutamise testimise s66de MRS ei sobi suure bakteritivede valimi
korral sahhariididel kasvu testimiseks. Vajalik oleks kasutada pigem toitainete poolest vaesemat
s60det. Edasistes eksperimentides kasvu detailsemaks uurimiseks kasutati seetdttu M9 segul

baseeruvat minimaalsoodet.
3.2. Bakterite kasvu hindamine minimaalsootmes koverate abil

Jargnevalt valiti 4 tive, mille puhul testiti kasvu minimaals66tmes, kus ainukeseks C-allikaks ol
Uks jargnevatest sahhariididest: glikoos, fruktoos, levaan, IFOS-id, inuliin. Glikoosi kasutati
positivse kontrollina, kuna seda kasutavad koik testitud tived. Fruktoos on fruktaanide
momomeer ning levanaasi reaktsioonis tekkiv produkt ning seetdttu antud t66 kontekstis huvitav.
Katsesse voeti ka kdik inuliini- ja levaani-tiUpi fruktaanid, millel bakterite kasvu uurimine oli selle

t66 eesmark. Negatiivse kontrollina kasutati minimaalsdddet ilma sahhariidi lisamiseta.
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T66 raames koostati minimaals66tmes kasvukdverad Ba. subilise’le, kes kirjanduse andmetel
peaks fruktaane lagundama tanu oma levanaassele aktiivsusele (Porras-Dominguez et al.,
2014; Jensen et al., 2016), E. col'le, kes vastavalt teabele levaani lagundada ei suuda
(levanaas-negatiivne) ja kahele huvipakkuvale probiootilisele bakterile — Lb. rhamnosus ja Lc.
lactis. Eelnevalt oli teada, et need tlived suudavad kasvada glikoosi sisaldavas M9

minimaalséoétmes (T. Visnapuu).

Bakteritlived kasvatati koigepealt 5 ml 5 g/l glikoosiga M9 minimaals66tmes ning seejarel
kllvati erinevate sahhariididega M9 s66tmega kolbidesse, et saada kasvukdver. Rakke kasvatati
30 °C ja moodeti erinevatel ajapunktidel (2,4-93,7 h) mikrotiiterplaatidel spektrofotomeetriliselt
kultuuride OD-d (ptk 2.2.3.).

Ba. subtilis’e kasvukdverad on esitatud joonisel 7. Eeldustele vastavalt toimus kdige kiirem kasv
ning saavutati kbdige kdérgem OD, mis vastab suurele rakkude arvukusele, glikoosi voi
fruktoosiga s66tmes kasvades. Kuna tegemist on monosahhariididega, siis on neid kdikidest siin

kasutatavatest substraatidest kdige lihtsam rakku transportida.
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Joonis 7. Ba. subtilisse kasv M9 minimaals6étmes glikoosil, fruktoosil, levaanil, IFOS-idel ja
inuliinil. - ilma sahhariidita M9 minimaalsddde. Esitatud on lainepikkusel 600 nm mikrotiiterplaadil
modddetud optilise tiheduse (OD) vaartuste aritmeetilised keskmised erinevatel ajapunktidel.

Fruktaanidest kasvas Ba. subtilis kdige paremini levaani FOS-idel, mis tagas kbige kdrgema
rakkude arvukuse. Usna sarnase diinaamika ja OD-ga kasvasid rakud ka levaanil ning inuliinil.
Seega leiab kinnitust see, et B. subtilis kasutab C-allikana fruktaane. -2,6 sidemega suhkruid
kasutas Ba. subtilis ménevorra efektiivsemalt saavutades kiiremini kdrgema OD vaartuse, mis

viitab sellele, et vaatamata levaani tunduvalt suuremale molekulmassile (4,7 x 10° Da) vérreldes
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inuliiniga (5 x 10° Da), on kasv levaanil kiire (joonis 7). Seega viitaks sellele, et B-2,6 sidemega
[themad sahhariidid ja ka hargnenud polimeer on mdnevdrra eelistatumad substraadid.
Tulemusi kinnitas ka s66tmes pH hindamine indikaatorribadega. Nimelt kui sahhariide kasutati,
siis s60de hapestus. Kui Ba. subtilis oli 47,2 h kasvanud glukoosil ja fruktoosil, siis s66tme pH ol
langenud 6,7-le, samas oli fruktaane sisaldavate kasvukeskkondade pH ligi 7,0 ning

kontrolls6otmes 7,3.

Kasv esines ka negatiivses kontrollis, mille s66tmesse ei lisatud tihtegi substraati. Arvatavasti oli
selleks oli eelkasvatusest bakterite kllvamisel kaasa tulnud glikoos, mida ei olnud eelneva
kasvu jooksul taiesti ara kasutatud. Kuna seda sattus keskkonda vaga vahe, siis kasutasid rakud
glikoosi esimese 00Opdeva jooksul ara. Seda teooriat kinnitas ka edasine produktide TLC
anallus (vt ptk 3.4.). Et edaspidi taolist sahhariidi Glekannet valtida on vdimalik rakud enne
kasvukdvera jaoks edasikilvamist s66tmest tsentrifuugida ja steriilse fusioloogilise lahusega

pesta.

Sarnaselt Ba. subtilise’le oli ka E. coli puhul kasv kdige intensiivsem monosahhariididel ja
glikoos oli kdige sobivam C-allikas (joonis 8). Levaanil, I-FOS-idel ja inuliinil oli kultuuri OD
samasugune, nagu ilma C-allika lisamiseta kontrollkatses. Seega E. coli neid sahhariide
C-allikana ei kasuta nagu viitavad ka kirjanduse andmed (Porras-Dominguez et al., 2014). OD
suurenemine katse valtel on seletatav eelkasvatusest kaasa tulnud glukoosiga. Kuna
kasvukoverad fruktaanidel Uhtivad negatiivse kontrolli kasvukdveraga, siis peale glikoosi ara
kasutamist teisi C-allikaid kasutusele ei vdetud (joonis 8). pH maaramine s66tmest 47 h proovis
viitas samale tulemusele, sest ainult glikoosi ja fruktoosi puhul oli pH langenud (pH 6,7), kui

koikides teistes s66tmetes oli pH 7,0 Umbruses.
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Joonis 8. E. coli kasv M9 minimaalsé6tmes glikoosil, fruktoosil, levaanil, IFOS-idel ja inuliinil. -
ilma sahhariidita M9 minimaalsdédde. Esitatud on lainepikkusel 600 nm mikrotiiterplaadil
moddetud optilise tiheduse (OD) vaartuste aritmeetilised keskmised erinevatel ajapunktidel.

Lc. lactis oli valitud bakteritest kdige aeglasema kasvuga. Kuna on teada, et Lc. lactis on
toitainete suhtes vaga ndudlik (Siezen et al., 2007), siis toimus uuritud ajaperioodi valtel
minimaalséétmes ainult vaga ndrk kasv (joonis 9). Kontrollséétmes, glikoosil ja fruktoosil ei
toimunud markimisvaarset kasvu. Nende proovide OD jai katse I6pus alla 0,02 (mikrotiiterplaadil
200 pl mahus). Natuke paremini, kuid siiski vaga aeglaselt paljunesid rakud levaanil (joonis 9),
mis naitab, et looduslikud polifruktaanid voiksid soodustada laktokokkide kasvu. Margatav
rakkude paljunemine algas alles 48 tundi parast katse algust. pH-d Lc. /actis’e puhul ei
maaratud, sest kasv oli vaga aeglane, et pH erinevusi registreerida. limselt antud
minimaals66tme retseptist puudub modni Lc. /actis’ele vajalik komponent. Et kinnitada katse
tulemust, tuleks leida laktokokkidele sobivam minimaalsé6tme retsept ning katset korrata ka ilma

aereerimata kultuuris, et valistada hapniku parssiv toime Lc. lactis’e kasvule.
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Joonis 9. Lc. lactis’e kasv M9 minimaalsd6tmes glikoosil, fruktoosil, levaanil, IFOS-idel ja
inuliinil. - ilma sahhariidita M9 minimaals66de. Esitatud on lainepikkusel 600 nm mikrotiiterplaadil
mdddetud optilise tiheduse (OD) vaartuste aritmeetilised keskmised erinevatel ajapunktidel.

Lb. rhamnosus kasvas kdige intensiivsemalt glikoosil ja fruktoosil (joonis 10). Seetéttu I6petati
nende substraatidega katse varem (viimane punkt 47,3 h). Levaanidel ja IFOS-idel oli kasv
aeglane ning ei olnud vdimalik neil substraatidel saadud kasvukdveraid eristada ilma sahhariidita
variandist. Inuliini puhul kasvu uldsegi ei toimunud, mis on mdneti vastuolus kirjanduses toodud

andmetega (Souza Oliveira et al., 2012). Ajapunktidel voetud proovidest tehtud TLC analtsil
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aga selgus, et eelkasvatusest parinev glikoos sai levaani ja IFOS-idega s66tmes otsa juba enne
47 h proovipunkti (vt ka joonis 13). Seega oli edasine Lb. rhamnous’e rakkude kasv levaanil ja
levaani FOS-idel vdimalik, millele viitavad ka kirjanduse andmed. Seda toetavad ka pH
modtmised kasvusddtmes 93,7 h ajapunktil, mille puhul oli kontrollvariandi pH 7,3,
monosahhariidide puhul oli toimunud efektiivne hapestumine (pH 5,5) ning fruktaanidel pH veidi
langenud (pH 6,7). Siiski tuleks jargnevateks katseteks leida laktobatsillidele veidi sobivamad

tingimused ja kasutada ilma sahhariidita sisseklilvi, et tagada usaldusvaarsemad tulemused.
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Joonis 10. Lb. rhamnosus’e kasv M9 minimaals66tmes glikoosil, fruktoosil, levaanil, IFOS-idel ja
inuliinil. - ilma sahhariidita M9 minimaals66de. Esitatud on lainepikkusel 600 nm mikrotiiterplaadil
mdddetud optilise tiheduse (OD) vaartuste aritmeetilised keskmised erinevatel ajapunktidel.

Saadud kasvukdverate alusel vdib jareldada, et Ba. subtilis kasutab kasvusubstraadina
fruktaane ning E. coli mitte. Prebiootilistele laktobatsillidele ja laktokokkidele tuleks leida
sobivamad kasvutingimused, et kinnitada saadud tulemusi, mis viitavad sellele, et Lc. /lactis on
vdimeline levaani kasutama ja Lb. rhamnosus suudab kasvada levaani-tilpi fruktaanidel, aga
mitte inuliinil.

3.4. Sahhariidide kindlakstegemine erinevatel ajapunktidel

Selleks, et uurida, kas ja millised sahhariidid bakteritlivede kasvu kaigus ara kasutatakse ja kas

ning millised sahhariidid neist tekivad, analtusiti kasvusdddet TLC-ga.

Ba. subtilis'e kasvusdddet anallilisides selgus, et ka ilma lisatud sahhariidita variandis oli
varasemates ajapunktides glikoosi ndha (joonis 11). See kinnitab kasvukdverate anallusil
saadud tulemust, et kontrollsbode ei ole taielikult C-allika vaba. Eelkasvatusest tuli koos

kilvatavate bakteritega kaasa ka vaikses koguses gliikoosi, mida bakterid toiduks kasutasid.
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Kuna jargnevate ajapunktide proovides glukoosi enam naha ei ole, siis kasutas Ba. subtilis selle
esimese 4 h jooksul ara. Glukoosil ja fruktoosil kasvades kasutas tlivi need monosahhariidid 22
h jooksul taielikult &ara. Levaaniga variandis on esimesel kolmel ajapunktil samuti naha gliikoosi.
Kuna gliikoos on bakteritele palju kergemini omastatav energiaallikas kui pollisahhariid, siis ol
see neile ka esmaseks C-allikaks. Peale 6 h glikoosi enam naha ei ole ning siis pidid bakterid
elutegevuseks levaani kasutama hakkama, et kasvukdveral naidatud kasv saavutada (joonis 7).
Kuna levaanist ei ole tekkinud FOS-e, siis suure tdendosusega on Ba. subtilis’el aktiivsed
eksoensltimid (joonis 11). Sama kehtib ka inuliini puhul, milles oligosahhariidide teket ei
registreeritud. Ka IFOS-e said bakterid hakata kasutama peale glikoosi ammendumist. lImselt
toimub fruktaanide kasutamine aeglaselt, sest markimisvaarset Uhtegi kindla pikkusega FOS-i
sisaldus ei langenud. Et saada tapsemaid tulemusi Ba. subtilis'e kasvudinaamika ja
substraatide eelistuse kohta, vdiks varieerida substraadi kontsentratsioone ja ajapunkte, et

registreerida selgemini fruktaanide hulga muutused.
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Joonis 11. Sahhariidide anallilis B. subtilis’e kasvukdvera punktides TLC-ga. Ulemine paneel:
ilma sahhariidita kontroll, glukoos, fruktoos. Alumine paneel: levaan, IFOS, inuliin. Marker 1
(M1): Glevalt fruktoos (PA 1), sahharoos (PA 2), 1-kestoos (PA 3), nistoos (PA 4), levaan;
Marker 2 (M2): Ulevalt glikoos (PA 1), maltoos (PA 2), maltotrioos (PA 3), stahhtioos (PA4).
Markersuhktutena on kasutataud ka 0,5% levaani, inuliini ja IFOS-ide lahust.

E. coli puhul tuli eels66tmest kaasa kdige vahem glikoosi, sest E. coli rakkudel oli kdige suurem
algne OD ja seetdttu ka vaiksem kilvimaar (vt ptk 2.2.3.). Esimeseks ajapunktiks (2 h peale
sissekillvi) oli kogu glikoos ara tarbitud (joonis 12). Glikoos ja fruktoos kasutati
kasvukeskonnast dra 22. tunniks. Uheski fruktaanide proovis ei ole néha lisandunud mono- ega
oligosahhariide, mis naitab seda, et bakteritive kasvu kaigus ei tekkinud liuhemaahelalisi
suhkruid (joonis 12).
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Joonis 12. Sahhariidide analiiis E. coli kasvukdvera punktides TLC-ga. Ulemine paneel: iima
sahhariidita kontroll, glikoos, fruktoos. Alumine paneel: levaan, IFOS, inuliin. Marker 1 (M1):
Ulevalt fruktoos (PA 1), sahharoos (PA 2), 1-kestoos (PA 3), nistoos (PA 4), levaan; Marker 2
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(M2): dlevalt glikoos (PA 1), maltoos (PA 2), maltotrioos (PA 3), stahhiioos (PA4).
Markersuhktutena on kasutataud ka 0,5% levaani, inuliini ja IFOS-ide lahust.

Lb. rhamnosus’e kontrollsé6tmes on samuti ndha glukoosi (joonis 13), mis Uldiselt on 47 h
jooksul ara kasutatud. Jargnev kasv sai seega toimuda fruktaanide toimel. Inuliini puhul polnud
naha kasvu ei kasvukévera puhul ega glikoosi ka vahenemist s66tmes TLC anallusil, mis viitab
probleemidele rakkude elumuse osa vdi veaga kilvamisel. Levaani ja IFOS-ga sddtmetest
kasutati glikoosi ara kolmandaks esitatud ajapunktiks (47 h). Kuigi levaani-titpi fruktaane ei ole
suure intensiivsusega kasutatud, siis voib aimata sahhariidide laikude heledamat varvust 93,7 h
ajapunktis (joonis 13), mis peegelab sahhariidide moénevdrra vahenenud kontsentratsiooni. See
kinnitab, et Lb. rhamnosuse rakud kasutasid levaani ja IFOS-e C-allikana. Tulemuste

kinnitamiseks tuleks katset korrata ning kasvuaega veelgi pikendada.
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Joonis 13. Sahhariidide analliis L. rhamnosus’e kasvukdvera punktides TLC-ga. Ulemine
paneel: ilma sahhariidita kontroll, glikoos, fruktoos. Alumine paneel: levaan, IFOS, inuliin.
Marker 1 (M1): Glevalt fruktoos (PA 1), sahharoos (PA 2), 1-kestoos (PA 3), nistoos (PA 4),
levaan; Marker 2 (M2): ulevalt glukoos (PA 1), maltoos (PA 2), maltotrioos (PA 3), stahhuoos
(PA4). Markersuhktutena on kasutataud ka 0,5% levaani, inuliini ja IFOS-ide lahust.

Lc. lactis’e proove ei analllsitud, sest kasv oli katseperioodil liga aeglane, et sahhariidide
hulgas muutusi registreerida. TLC analtuusid kinnitasid, et eelkasvatusest lisandus s66tmesse
gliikoosi, kuid see tarbiti enamikul juhtudel vaga kiiresti. Edasine kasv Ba. subtilis’el ja Lb.
rhamnosus’el voimalik vaid fruktaanide kasutuselevétuga, mis oli siiski aeglane. Kuna
oligosahhariide bakterite kasvu kaigus levaanist ega inuliinist s6é6tmesse ei vabanenud, siis on
arvatavasti tegu eksoensiuiumidega, mis vabastavad fruktoosi, mis kohe bakterite rakkudesse

transporditakse.

36



KOKKUVOTE

Prebiootikumid on inimestele seedumatud ained, mida kasutavad selektiivselt kasuliku toimega
ehk probiootilised soolemikroobid. Prebiootikumidel on positivne mdju peremeesorganismi
tervisele. Kuna ndudlus nende ainete jarele kasvab, siis otsitakse uusi vdimalikke prebiootilisi
komponente ning uudseid viise nende tootmist odavamaks ja lihtsaks muuta. Uheks
potentsiaalseks uueks prebiootikumiks on polifruktaan levaan ja sama sidemetilbiga
oligosahhariidid, mis on bakteriaalnse paritoluga. Vaga efektiivselt saab levaani toota aktiivse ja
stabiilse Pseudomonas syringae DC3000 levaansukraasi Lsc3 abil. Levaanide kasutusvéimalusi
ja toimeid on seni suhteliselt vahe uuritud, kuid on naidatud levaani suurt potentsiaali mitmete
probiootiliste tlvede kasvu stimuleerimisel, ning ainele on vaélja pakutud ka kasutusalasid
meditsiinis, nanotehnoloogias, kosmeetika- ja toiduainetddstus. Sobivaid meetodeid erinevate
bakteriliikide fruktaanidel kasvupotentsiaali kindlaks maaramiseks on aga vaga vahe valja

tootatud.

Selles t60s testiti erinevate metoodikate sobivust aeroobsete bakterite sahhariididest soltuva
kasvu maaramiseks ja analuusiti levaani, levaani-tutpi oligosahhariidide ja inuliini mgju valitud
probiootilistele tliivede, potentsiaalsetele patogeensete bakterite ja keskkonnabakterite kasvule.
To66 alguses pustitati kolm hipoteesi: i) kdige sobivam sbddde bakteritele levaani moju
hindamiseks on MRS sddde; ii) levaani-tulpi fruktaanid soodustavad probiootiliste bakterite
kasvu, kuid ei avalda mdju potentsiaalselt tdvestavatele bakteritele; iii) bakterid lagundavad
fruktaane endo-aktiivsusega ensllmidega ning seetdttu tekib reaktsioonis erinevate
ahelapikkusega sahhariide. Hupoteeside kontrollimiseks testiti 14 erineva bakteritive kasvu
kolmel erineval MRS s66tmel ja hinnati 8 valitud tive kasvu tilkkilvi metoodikat kasutades
erinevaid sahhariide (gliikoos, fruktoos, levaan, levaani FOS-id, inuliin, Orafti®P95, palatinoos)
sisaldaval sobivaimal MRS tardsd6tmel. Koostati 4 bakteri (Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Lactococcus lactis, Lactobacillus rhamnosus) kasvukdverad minimaalsé6tmetes, kuhu ainukese
susinikuallikana oli lisatud erinevaid fruktaane. Selleks, et teha kindlaks, kas ja millise
mehhanismiga fruktaane lagundatakse (ekso-v6i endoaktiivsus) analliusiti bakterite kasvu valtel

vOetud proovidest s66tme koostist dhukese kihi kromatograafia (TLC) abil.

Katsete kaigus selgitati valja, et sobivaim MRS s66de laia bakteriliikide valimi kasvatamiseks on
modifitseeritud MRS s66de, mis sisaldab naatriumtsitraati. Hlpotees, et MRS sddde sobib
fruktaanidel bakterite kasvu hindamiseks, ei pidanud paika, sest markimisvaarseid
kasvuerinevusi bakteriliikide vahel levaanil, FOS-idel ja inuliinil kasvatades ei ilmnenud. MRS

s60de oli liiga toitaineterikas, et hinnata erinevate sahhariidide moju bakterite kasvule.
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Fruktaanide kasutamise edasiseks uurimiseks kasvatati 4 bakteritive minimaals66tmes ning
modddeti kasvuperioodi valtel kultuuride optilisi tihedusi ning analliUsiti sahhariidide sisaldust.
Leidis kinnitust hipotees, et fruktaanidel, eelkdige levaanil ja IFOS-idel, kasvasid probiootilised
bakterid. Lb. rhamnosus’e ja Lc. lactis’e kasv oli vaga aeglane, mis viitab kasutatud moénevorra
ebasobivatele kasvutingimustele. E. coli, mida peetakse ka potentsiaalseks patogeeniks,
fruktaanidel ei kasvanud. Bakterite kasvu kaigus polifrukraane sisaldaval s66tmel ei tekkinud
FOS-e, mis naitab seda, et suure tdendosusega on antud tlvedel ekso-aktiivsusega enstimid,
mis levaani lagundavad ahela otsast fruktoosijaake eraldades. Seega kolmandat hiipoteesi 166
tulemused ei kinnitanud. Tekkinud monosahhariidid transporditakse koheselt rakku, sest

monosahhariidide teket katsete kaigus ei taheldatud.

Too tulemused viitavad sellele, et bakteriaalsed fruktaanid nagu levaan ja IFOS-id stimuleerivad
probiootilise toimega bakterite kasvu. Siinses t60s saadud tulemusi on voéimalik edaspidi
kasutada levaani méju hindamisel erinevatele bakteriliikidele, et uurida selle potentsiaalse

prebiootikumi omadusi ja toimeid.

38



RESUMEE

Prebiootikumid on inimestele seedumatud ained, mida kasutavad probiootilised soolemikroobid
ning millel on positivne moju peremeesorganismi tervisele. Kuna néudlus nende ainete jarele
kasvab, siis otsitakse uusi vdimalikke prebiootilisi komponente. Uheks potentsiaalseks
prebiootikumiks on fruktoosi jadkidest koosnev polisahhariid levaan. Levaanide
kasutusvbimalusi ja toimeid on seni suhteliselt vahe uuritud, kuid on naidatud aine suurt
potentsiaali probiootiliste tlivede kasvu stimuleerimisel. Levaanile on valja pakutud kasutusalasid
meditsiinis, nanotehnoloogias, kosmeetika- ja toiduainetddstus. Sobivaid meetodeid erinevate

bakteriliikide fruktaanidel kasvupotentsiaali kindlaks maaramiseks on aga vahe valja tootatud.

Siinse 166 eesmark oli hinnata levaani ja levaani-tilpi oligosahhariidide moju valitud
probiootiliste ja potentsiaalselt patogeensete bakterite kasvule ning analllsida tekkivaid
reaktsiooniprodukte. Tdds pustitati kolm hipoteesi: i) kdige sobivam sddde bakteritele levaani
moju hindamiseks on MRS sddde; ii) levaani-tiupi fruktaanid soodustavad probiootiliste
bakterite kasvu, kuid ei avalda md&ju potentsiaalselt tdvestavatele bakteritele; iii) bakterid
lagundavad fruktaane endo-aktiivsusega ensitimidega vabastades oligosahhariide. Testiti 14
erineva bakteritive kasvu kolmel erineval MRS s66tmel ja hinnati 8 valitud tlve kasvu tilkkdlvi
metoodikat kasutades erinevaid sahhariide sisaldaval sobivaimal MRS tards66tmel. Koostati 4
bakteri kasvukdverad minimaalsdétmetes, kuhu oli ainukese slsinikuallikana lisatud erinevaid
fruktaane. Reaktsiooniproduktide maaramiseks anallusiti bakterite kasvu valtel voetud

proovidest s66tme koostist dhukese kihi kromatograafia abil.

Toos tehti kindlaks, et sobivaim s66de laia bakteriliikide valimi kasvatamiseks on modifitseeritud
MRS sbddde, mis sisaldab naatriumtsitraati. Hipotees, et MRS sddde sobib fruktaanidel bakterite
kasvu hindamiseks, ei pidanud paika, sest markimisvaarseid kasvuerinevusi bakteriliikide vahel
erinevatel sahhariididel kasvatades ei ilmnenud. Leidis kinnitust hiipotees, et fruktaanidel,
eelkdige levaanil ja levaani-frukto-oligosahhariididel, kasvasid probiootilised bakterid. Kolmandat
hlpoteesi 166 tulemused ei kinnitanud, kuna bakterite kasvu kaigus polifrukraane sisaldaval
s66tmel ei tekkinud oligosahhariide. T66 tulemused viitavad sellele, et bakteriaalsed fruktaanid
nagu levaan ja levaani-tuupi oligosahhariidid stimuleerivad probiootilise toimega bakterite kasvu.
Siinses t66s saadud tulemusi on véimalik edaspidi kasutada levaani moju hindamisel erinevatele

bakteriliikidele, et uurida selle potentsiaalse prebiootikumi omadusi ja toimeid.
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ABSTRACT

Evaluation of the effect of polysaccharidic levan on chosen bacterial strains and

detection of reaction products

Prebiotics are indigestible compouds to humans that are selectively metabolized by beneficial
gut bacteria (probiotics) and bring positive health effects to the host. The demand for such
substances is constantly growing in the society and the search for new prebiotic compounds has
escalated. One of the potential prebiotics is polyfructan levan. There are only a few studies on
applications and effects of levan, but it has been shown that levan promotes the growth of some
probiotic bacterial strains. In addition, it has been proposed that levan could be implemented in
medicine, nanotechnology, cosmetics and food technology. However, the development of
feasible methods to assess the growth potential of different bacterial strains on levans have not

been sufficient.

The aim of the study was to assess the effect of levan and levan-type oligosaccharides on
growth of selected probiotic and potentially pathogenic bacteria and analyse the reaction
products. Three hypotheses were set: i) the MRS medium is the most suitable for assessing the
influence of levan on growth of various bacterial species; ii) levans promote the growth of
probiotic bacteria, but have no effect on potentially pathogenic strains; iii) bacteria degrade
levans with endo-acting enzymes with the release of fructo-oligosaccharides. The growth of 14
bacteria strains was tested on three different MRS media. The growth of 8 chosen bacterial
species was assessed by drop-plate method on the suitable MRS medium with the addition of
different saccharides. 4 bacterial strains were grown in a liquid minimal medium where the only
carbon source was levan or levan oligosaccharides and their growth curves were recorded. To
determine the reaction products, samples from the growth medium were analyzed using thin

layer chromatography method.

It was found that the most suitable medium to grow a broad range of bacterial strains is modified
MRS with sodium citrate. However, MRS medium has too much other nutrients for the
assessment of levan’s influence on bacterial growth. Hypotheses stating that probiotic bacteria
can grow on levan was confirmed. No oligosaccharides were produced during the growth of
bacteria on levan and exo-acting activity was proposed. The results of the study suggest that
levan promotes the growth of probiotic bacteria. The obtained information can be further used to
evaluate better the effect of levan on different bacteria strains and to investigate the properties

and impacts of this potential prebiotic.
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Lisa 1. Tilkkulvi katse skeem

L. rhamnosus

L. lactis 2

P. aeruginosa 3

B. subtilis 4
E. coli 5
E. faecalis 6

-]

L.monocytogenes

S. aureus 8

Naidatud on tilkkllvi meetodiga kilvatud bakterikultuuride lahjendused (lahjendusrida paremalt:
lahjendamata, 10 x, 100 x, 1000 x ja 10000 x lahjendatud) ning numbriga tahistatud tlivede

jarjestus sd6tmetassil. Sama tlivede jarjestust on kasutatud lisa 2 joonisel.
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Lisa 2. Tilkkulvi katse tulemused MRS sootmetel

MRS MRS+HFOS
ilma 1
1
i 2
2
3
3
4
4
sahhariidita
MRS+
gliikoos
2 1
3 2
4 3
4
MRS+ MRS+
fruktoos 1 1 palatinoos
2 § 2
3 = °
4 v 4
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MRS+ MRS+
levaan 1 1 P95
2 2
3 i 3
4 4
MRS MRS+IFOS

ilma 5 5
6 Jd 6
7 4 7
8 8
sahhariidita
MRS+ MRS+
gliikoos 5 inuliin
| 6
7
8
MRS+

fruktoos




MRS+ palatinoos

]
6
7
8

MRS+P95
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Lisa 3. Ba. subtilis’e rakud levaani miminaalsootmes

B. subtilis’e rakud vbeti levaaniga minimaals6dtmest 47,2 h proovist, pipeteeriti mikroskoobi

alusklaasile, varviti 1% metlleensinisega, ja vaadeldi valgusmikroskoobis suurendusega 1000 x.
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andmeallikatele on viidatud;

e uurimist60 vastab Tallinna Reaalkooli uurimistéo juhendile;

e olen teadlik, et uurimist66d ei edastata teistele tulu teenimise eesmargil ega jagata

teadlikult plagieerimiseks.

kuupaev/nimi/allkiri

Juhendajana kinnitan, et uurimistéd vastab nduetele ja lubatakse kaitsmisele.

Juhendaja

kuupaev/nimi/allkiri
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