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SISSEJUHATUS

Inimene on aastatuhandete véltel Gppinud kasutama piima ja vamistama
sellest toitu. Koiki eluks vajalikke toitaineid (rasvad, valgud, slsivesikud jt.) on
inimese organism vdimeline omistama piimast. Piim on kolloidlahus, kus leidub
valkude, rasvade ja teiste ainete agregaate.

Kvaliteetsete piimatoodete aluseks on kvaliteetne tooraine. Piimatoodete
vamistamise tehnoloogilistele  protsessidele avaldavad piimas leiduvad
antibiootikumide, desinfitseerimis- ja puhastusvahendite ning séilitusainete jagid
negatiivset moju. Nimetatud ained inhibeerivad piimhappebakterite ja teiste parm
ning hallitusseente elutegevust, mistdttu kannatab piimatoodete maitse, |6hn, struktuur
ja kvaliteet. Lisaks v@ivad piimatoodetesse sattunud saasteainete jadgid ohustada
inimeste tervist, pohjustades allergilis ja toksilisi reaktsioone voi resistentsust teatud
bakteritlivede suhtes. Seetfttu on oluline tdpsete ja kiirete anallilisimeetodite
véljato6tamine toorpiima kvaliteedi hindamiseks. Uks véimalus in-site analltiside
[&biviimiseks on biosensorite kasutamine.

Biosensorid on miniatuursed integreeritud seadmed erinevate ainete sisalduse
maaramiseks. Biosensorite eeliseks vorreldes traditsiooniliste anal lilisimeetoditega on
nende kasutamise lihtsus, kiirus, odavus ja nende suur selektiivsus.

Kéesolevas t00s uuritakse piimas leiduvate erinevate saasteainete maju
laktaadi  okslidaasil  baseeruva amperomeetrilise  biosensori  valjundvoolu
parameetritele. Hinnatakse kloori ja erinevate antibiootikumide jé&kide maaramise

vBimalusi piimas biosensori dinaamilise mudeli jargi arvutatud parameetrite alusel.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Piim ja sellesleiduvad lisandid ning nende maaramine

Piim ja piimatooted kuuluvad kindlalt enamuse inimeste toidulauale. Peamiselt
tarvitatakse soogiks lehmapiima, selle kérval ka kitse, lamba, kaameli, eedi jt.
loomade piima. Et Eestis kasutatakse kdige rohkem lehmapiima, siis kéasitletakse
piimana kaesolevas to6s edaspidi just lehmapiima ja vaadatakse sellega seotud
probleeme.

Varske piim on puhta, meeldiva ja kergelt hapuka maitsega kolloidne veddik,
mis sisaldab keskmiselt 87.3 % vett ja 12.7 % kuivainet. Kuivaines omakorda on
keskmiselt 3.7 % rasva, 3.25 % vaku, 4.6 % laktoos, 0.65 % minerade (Ca, P, Mg,
K, Zn, Cl, Fe, Cujt.) ja0.18 % erinevaid happeid (sidrunhapet, &&dikhapet, piimhapet
jt.). Ved leidub piimas véhesdl méiral lahustunud gaase (hapnik, l&mmastik),
vitamiine (A, B, D jt) ja tes bioloogiliselt aktiivseld aineid — ensliime (nt.
peroksidaas, katalaas, fosfataas, lipaas) [1,2]. Piima koostis muutub teatud piirides,
soltudes aastagjast, sd0dast, loomast ja tema tervisest ning teistest faktoritest. Piim
sisaldab inimesele soodsas vahekorras kdiki pohilis toitaineid, mineraalainetest on
alla vaaduse piiri ainult rauda[2].

Koik piimatooted, mis jouavad meie toidulauale, peavad olema kvaliteetsed,
vastama kehtestatud normidele ja olema kooskdlas toiduseadusega. Kvaliteetsete ja
ohutute piimatoodete tootmise eelduseks on nbuetele vastav toorpiim. Piima voivad
saasteained sattuda kogemata néiteks tootmisprotsess kaigus. Vahel voltsitakse piima
teadlikult selle séilivuse parandamiseks.

Suurim probleem piima ja piimasaaduste tootmisel on bakteriaalne
saastumine. Puhtast udarast |Upstav piim e sisalda olulisel mééral baktereid, kuid neid
satub piima koikjalt Umbritsevast keskkonnast. Bakterite arv piimas soltub ka
temperatuurist, sest néiteks 10° C juures kahekordistub bakterite arv piimas iga
kahekiimne minuti tagant, aga 2 C juures enamiku bakterite elutegevus puudub [3].
Piima kvaliteedi esmane kriteerium on bakterite arv milliliitris, mis peab olema alla
100 000. Teine kriteerium, mille jargi hinnatakse piima kvaliteeti, on somaatiliste
rakkude arv — kokkuostu dlempiiriks on 400 000 rakku milliliitris [2]. Somaatiliste
rakkude kdrgem arv viitab udarap0letikku ehk mastiiti haigestunud lehma piimale.

Bakterite ja muude mikroorganismide poolt pShjustatud udarahaiguste ja teiste

bakteriaalsete haiguste raviks kasutatakse mitmesuguseid ravimeid, eelkdige



mitmesuguseid antibiootikume. Keemilise  koostise  ausdl jaotatakse
veterinaarantibiootikumid 8 gruppi [4]. Loomade raviks kasutatakse pohiliselt b-
laktaam antibiootikume, kuid ka mitmesuguseid sulfoonamiide, tetratsikliine ja
aminoglikosiide, aktiivselt umbes 15 erinevat antibiootikumi. Tarvitatakse ka nende
antibiootikumide segusid ja moningaid teisi ravimeid [5]. Antibiootikumid havitavad
kull haiguse tekitajad, kuid neis sisalduv toimeaine jduab looma organismist ka piima.
Kuna enamik antibiootikume on termoresistentsed, sis e lagune nad ka
pastoriseerimisel [2]. Loomse péritoluga toit peab vastama méérusele, mis puudutab
toidus lubatud saasteainete loetelu ja norme ning vastab euroopa direktiividele [6].

Piimas ja piimatoodetes sisalduvad veterinaarravimite j8&gid on otseselt
ohtlikud ka inimese tervisedle, kuna voivad tekitada allergilis reaktsioone. Samuti
vOivad véikesed antibiootikumide hulgad tekitada organismis resistentseid
bakteritivesid ning omada toksilist ja kantserogeenset toimet [7]. Selleks, et
ravimitega saastatud piim e satuks tootlemisse, kasutatakse piimas leiduvate
saasteainete madaramiseks pohiliselt Delvotesti, penitsilliinide puhul ka Charm |1 testi
[8]. Tavalisdt viiakse toorpiima anallis l8bi mitte selle tootmise kohas, vaid
kontrollkeskuste laboratooriumides.

L Upsiseadmete, torustiku ja muu puhastamiseks kasutatakse mitmeid pesu ja
desovahendeid. Halvasti puhastatud seadmed pohjustavad bakterite arvu kasvu ja selle
vahendamiseks voi varjamiseks voidakse pesuveele lisada kloori sisaldavaid Uhendeid
nagu hupokloriteid, klooramiine jt. Need on ledliselised tUhendid ning vdivad tekitada
sbdvitust ja olla arritava toimega nii silmadele kui ka nahale. Piimas leiduvad kloori
jaéégid voivad esile kutsuda allergilisi reaktsioone, olla toksilised ning avaldada
inimorganismile kantserogeenset toimet [9].

Vaba kloori sisaldust méaratakse piimas tarklisega:

Cl, + 2K1 ~ #4%Y5® 2KCl +1, (D

Kloori olemasolul varvub piim happelises keskkonnas moodustunud joodi ja tarklise
kompleks mgjul siniseks. Nii saab piimas méérata vaba kloori alates 20 ppm-ist [2].
Piimatootmises kasutatakse desinfitseerimiseks ka formaldehiiidi vesilahust.

Formaliini méératakse piimas fenlulhidrasiiniga:



HCHO + C,H.NHNH, %#%® C,H.NHNCH, + H,0 2

Reaktsiooni kéigus tekib fentulhidrasoon ning formaiini sisaldav piim varvub
punaseks [10].

Sageli kasutatakse fenoole sisaldavaid udarasalve ja —kreeme, mis reageerides
puhastusvahendites sisalduva vaba klooriga moodustavad klorofenoole. Klorofenoolid
on I6hnatud, kuid tugevad korvalmaitse tekitgjad piimas [1,3]. Tootlgad peaksid
kontrollima piima vdimalikku kdrvalmaitset, kuid senini e ole ved leitud Uhtset ja
piisavalt tundlikku kontrollimismeetodit klorofenoolide maéramiseks.

Seadmete puhastamiseks kasutatakse ved vesinikperoksidi, mis lisaks
avaldab piimale ka konserveerivat toimet. Vesinikperoksiidi - méaératakse
vanaadiumhappega (lahustatud vaével happes):

H,0, + 2HVO, « V,0, +3H,0 ©)

Vesinikperoksiidi olemasolule viitab vanaadiumoksiidi tekkimine ja punase varvuse
ilmumine. Sel meetodil on vesinikperoksiidi avastamispiiriks 0.01 % [2].

Piima séilimise parandamise eesmérgil voidakse, eriti suvisel gal, sinnalisada
soodat, mis votab &a kibeda maitse ja on bakteritele inhibeeriva toimega

Naatriumvesinikkarbonaati maératakse kvalitatiivselt broomtiimoolsinisega:

Hind +CO 2% ® Ind ~ + HCO ; (4)

Naatriumvesinikkarbonaadi olemasolu korral muutub piima varvus valgest siniseks,
maaramispiiriks 0.05 % soodat [2].

Bakteritele on inhibeeriva toimega ka ammoniaak ja kvaternaarsed
ammooniumithendid, mis votavad &a kaua seisnud piima hapu I6hna. Kuna
ammoniaak kuumutamisel e lagune, siis médravad t6ostused selle sisaldust mitte
ainult toorpiimas, vaid ka pastoriseeritud piimas [2]. Ammoniaagi maéramine pdhineb

kolorimeetrilisel reaktsioonil Nessleri reagendiga:

2NH, + 2K, [Hg(1),]® NH,Hg, I, + NH,| + 4Kl (5)



Reaktsiooni kaigus tekkiva elavhtbeda kompleks tottu varvub ammoniaaki sisaldav
piim kollaseks. Selle meetodiga on ammoniaagi magramispiiriks 9 mg/kg [10].

Enamasti méaratakse piimas konserveeriva toimega aineid kvalitatiivselt,
pohiliselt kolorimeetriliselt, harvem leiab kasutust ka kvantitatiivne anallils
keemiliste meetoditega [11].

Piimas leiduvad saasteained ja mikroorganismide lubatust kdrgem
kontsentratsioon avaldavad negatiivset mdju piima ja piimatoodete maitse- ja
I6hnaomadustele ning struktuurile ja vbivad olla ohtlikud tarbija tervisele. Paljude
piimatoodete valmistamiseks kasutatakse erinevaid juuretis ja baktereid, kuid piimas
leiduvate vOimalike saasteainete ja&gid voivad pohjustada juuretise bakterite havimist
vOi nende kasvu pidurdumist ning tulemuseks on ebakvaliteetne toode]1-3,9,12].
Samuti vOivad piimas leiduvad saasteained hérida tehnoloogilisi protsesse, néiteks
koagulatsiooni [12].

Korgema klassi toorpiimale kehtestatud normid on toodud tabelis 1 [2,6].

Tabel 1: Toorpiimale esitatavad kvaliteedinduded ja saasteainete lubatud sisaldused.

Kvaliteedinaitaja Uhik L ubatud sisaldus
Bakterite arv N/ml 50 000
Somaetiliste rakkude arv N/ml 400 000
b-laktaam antibiootikumid ng/kg 4-50
Aminogltikosiidi riihma antibiootikumid ng/kg 100-500
Makroliidi rihma antibiootikumid ng/kg 40-200
Sulfoonamiidi riihma antibiootikumid ng/kg 100
Tetratstkliini rihma antibiootikumid ng/kg 0-100
Klooramfenikooli riihma antibiootikumid ng/kg 0-50
Imidasooli rihma antibiootikumid nMg/kg 0-100
Kinolooni riihma antibiootikumid ng/kg 0-75
Vaba kloor mg/kg 10
Formaliin mg/kg 15
Vesinikperoksiid mg/kg 0.01
Naatriumvesinikkarbonaat mg/kg 250
Ammoniaak mg/kg 5




1.2 Antibiootik umijadkide madramise meetodid piimas

Antibiootikumide méadramiseks piimas kasutatakse mitmeid erinevaid meetodeid,
nende edlised ja puudused on toodud tabelis 2.

Tabel 2: Antibiootikumide maaramise meetodid piimas.

Meetod Meetodi eelised Meetodi puudused
Mikroobne Odav, kattesaadav, lihtne | Aeganbudev, mittespetsiifiline,
inhibeerimine teostus segavad inhibiitorid
Immunoloogilised | Spetsiifilisus, kiirus, | Kallid, mdeldud  laborites
testid tundlikkus kasutamiseks
Biosensorid Kiired, kompaktsed, | Lihike kasutusiga,
selektiivsed, odavad
Kromatograafia Spetsiifiline, suur tundlikkus, | Kallis, vaaik pikk ja keeruline
pikk aparatuuri eluiga proovi eeltddtius, aegandudev

Antibiootikumide j&8kide tuvastamine piimas toimub kahes etapis [13]:
1) Kvalitatiivne médramine, mille kédigus jagitakse proovi mikroobse inhibeerimise
testide, ensiimaatiliste vOi retseptoritel baseeruvate meetodite abil.

2) Positiivsete proovide kvantitatiivne anal tilis keemiliste meetodite abil.

1.2.1 Mikroobse inhibeerimise testid

Paljudes maades on kasutusel mikroobse inhibeerimise testid, millest esmene
taoline Charm’i test vOeti kasutusele juba 1970. aastate |6pus [14]. Mikroobsed testid
sisaldavad mikroorganisme, enamasti Bacillus stearothermophilust ja sdlle kasvuks
vgaikke toitaineid agarsootmel, ning baseeruvad mikroorganismi  kasvul
inkubeerimise  kéigus. Inkubatsioonil muutub keskkond bakterite elutegevuse
tulemusena happelisemaks, mis vBimaldab mikroorganismi kasvu méérata piima
flusikaliste omaduste pH, varvuse, elektrijuhtivuse voi luminestsents muutuse, aga
ka ndhtava kasvu inhibeerimise pdhja [15-17]. Mikroobse kultuuri kasvu




inhibeerivad piimas leiduvad antibiootikumid. Sel meetodil saab piimas méarata nii
aminogliikosiide, b-laktaam antibiootikume, sulfoonamiide, tetratsikliine kui ka teisi
antimikroobseid aineid, kuid need testid e ole tavaliselt spetsifilised kindlale
antibiootikumile. Mdne sellise testiga on véimalik identifitseerida vaid Uhe kindla
ravimi esinemist piimas, kuid kdiki antibiootikume ikkagi mikroobsete inhibeerimise
testidega médrata e saa [18]. Testi tulemus mojutavad ka piimas leiduvad
loodudikud inhibiitorid, nagu lUsosoom ja laktoferriin [17]. Kui nende
kontsentratsioon piimas on kdrge, saadakse ravimite jélgede suhtes valepositiivseid
tulemus. See néitab, et mikroobsete testidega saadud antibiootikumide j88kide koguse
jaidentifitseerimise tulemused e ole usaldusvaérsed. Nende testide puuduseks on veel
anallusile kuluv suhteliselt pikk aeg, sest inkubeerimine kestab mitmeid tunde.
Mikroobse inhibeerimise testide eeliseks on odavus, kéttesaadavus ja lihtne teostus,
kuna osad testid e vaja spetsiifilise aparatuuri olemasolu [17-19]. Muja maailmas,
néiteks Inglismaal, kasutatakse neid teste ka farmides. Enam levinud on Delvotest
(S)P ja Charm Farm testid [17].

1.2.2 Immunoloogilised testid

Immunoloogilist analliis kasutatakse antibiootikumide kvalitatiivseks ja
poolkvantitatiivseks madramiseks piimast. Seda kasutatakse ka mikroobse testiga
positiivseks osutunud piimaproovide tdpsemaks analttisiks. Immunoloogilised testid
pbhinevad immunoloogilisel reaktsioonil, mille kdigus toimub antibiootikumi ja
antikeha, ensiiimi voi retseptori vaheline reaktsioon [17]. Testide l8biviimiseks on
kaks meetodit: 1) ELISA (ensiUmimmuunsorptsioon) p&him&te, mille kohaselt
antikeha reageerib inkubeerimise kaigus proovis oleva voimaliku antibiootikumiga.

2) ELRA (enstumretseptorsidumine) metoodika, kus vastava
antibiootikumi retseptor seob endaga piimas oleva voimaliku antibiootikumi.
Ravimi jé&gi detekteerimiseks lisatakse mdlemal juhul proovile enstiimsubstraati, mis
reageerib tekkinud kompleksiga ja toob esile spektrofotomeetriliselt moddetava
varvus- voi fluorestsentsreaktsiooni. Esimest meetodit kasutatakse LacTek, SNAP,
ELISA jt. komplekttestides, kuid Delvo X-Press, SNAP jt. testides leiab rakendust
ELRA tehnoloogia [17,19-21]. Erandiks on Charm II, kus toimub kuill proovi

inkubeerimise kéigus immuunreaktsioon antibiootikumi sidumiseks retseptoriga, kuid



tekkiva kompleks detekteerimiseks lisatakse piimasegule radioaktiivselt mérgistatud
antibiootikumi isotoopi, kas YC voi 3H, millega seotakse vaba retseptor ja tulemus
saadakse radioaktiivse isotoobi loendamisel [17]. Erandiks on ka Penzym test b-
laktaam antibiootikumide méaédramiseks, mis pohineb ensimaatilisel, mitte aga
immunoloogilisel  reaktsioonil. Testis kulgevat reaktsiooni katallisb DD-
karbokslpeptiid, kuid selle aktiivsust inhibeerib antibiootikumi juuresolek ja produkti
tekib niivord véhe, et varvi muutust e toimu [14].

Immunoloogiliste testide eeliseks on madramise kiirus, tundlikkus ja
spetsiifilisus. Nende testide pohja saab kindlaks méarata voimaliku antibiootikumi
vOi antibiootikumiklassi piimas, mis lihtsustab aparatuuri valikut kromatograafilisel
analusil. Kahjuks e ole enamik kommertsiaalsetest testidest sobivad mitme
antibiootikumiklass Uheaegseks mé&dramiseks. Immunoloogiliste testide puuduseks
on nende kdrge hind ja see, et méningaid kommertsiaalseid teste saab kasutada vaid
laborites [17,19-21].

Eestis kasutatakse ~ veterinaar- ja  toidulaboratooriumis ning
joudluskontrollikeskuses piimas leiduvate antibiootikumide maaramiseks Delvotest
P-d, mis on 1992. aastal tunnustatud standardina b-laktaam antibiootikumide
maaramiseks. Teste tehakse iga paev ja tulemused selguvad kuue tunni jooksul [11].

Antimikroobsete ainete madramine euroopa suuremates laborites pdhineb 1SO
standardil  18330:2003 — “Guidelines for the standardized description of
immunoassays or receptor assays for the detection of antimicobial residues in milk
and milk products’ [22]. Praegu kasutatakse vordselt nii mikroobse inhibeerimise
teste kui ka immuunreaktsioonil pdhinevaid teste, jarjest enam eelistatakse aga

immunol oogilise mdaramise teste, mis votavad véhem aega.
1.2.3 Biosensorid antibiootikumide maaramiseks

Antibiootikumide jadkide madramiseks piimas on rakendatud erinevad
biosensoreid. Biosensor on vastavalt definitsioonile analttiline seade, milles on
integreeritud bioloogiliselt aktiivne materjal ja keemilise reaktsiooni signaali
muundav seade (nt. elektrokeemiline andur), mille abil saab selektiivselt ning
kvalitatiivselt voi poolkvantitatiivselt analtditilist informatsiooni uuritava aine kohta

Biosensorite selektiivseks elemendiks vbivad olla mitmesugused erinevad

1C



bioloogiliselt aktiivsed ained — enstumid, antikehad, mikroorganismid jne [23].
Toimuva keemilise reaktsiooni signaali detekteerimiseks kasutatakse erinevaid
pBhimatteid.

Amperomestrilistes biosensorites leiavad antibiootikumide méaramisel piimas
dratundva elemendina kasutust pohiliselt enstiimid, mis viiakse kontakti sensori
toopinnaga. Lahuses toimub nt. piimas leiduvate suhkrute sidumine ensiiimiga (nt.
glikoos oksilidaas) ja segarel madratakse amperomeetriliselt substraadi osalusel
toimuvat reaktsiooni iseloomustavad parameetrid. Enstiimi aktiivsust vdivad
inhibeerida piimas leiduvad antibiootikumid [24].

Optilise biosensori enim levinud t60pohimadte baseerub SPR (surface plasmon
resonance — pindkihi molekulide resonants) tehnoloogial. Sensori tundlikule pinnale
immobiliseeritakse méératavale ainele vastav antikeha, mille abil seotakse lahuses
olev vak. Selle tulemusena suureneb sensori pinnal oleva aine mass ja muutub pinna
konformatsioon, mida detekteeritakse pinnalt peegelduva laserkiire peegeldusnurga
muutumise jargi (joonisl) [25]. Naiteks kasutatakse penitsilliini  ma&ramiseks
3-peptiidi  hidroltis  2-peptiidiks karbokslpeptidaasi abil. Sensori pinnale seotud
2-peptiidi koguse jéargi saab teada penitsilliini kontsertratsiooni lahuses. Mida vahem
2-peptiidi tekib, seda rohkem on enstiimi aktiivusus inhibeeritud penitsilliini poolt
[14,26].
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Joonis 1. Optilise biosensori pindkihi molekulide resonantsi pdhimate.
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Pohimotteliselt saab  optilise  biotsensori  abil médrata ka tels
veterinaarravimite jagke, kuid probleem on sobiva antikeha leidmisega. Optiliste
biosensorite eeliseks on agjaolu, et el ole vga kasutada vordiuselektroodi. Pindkihi
molekulide resonants on spetsiifiline ja vaga tundlik véikestele muutustele, kuid
vgjalikud seadmed on suhteliselt kallid.

1.2.3 Kromatogr aafiline maaramine

Kui mikroobse testi ja/vdi immunoloogilise méaédramise tulemus osutub
positiivseks, siis antibiootikumi edasiseks identifitseerimiseks ja kvantitatiivseks
anallilisiks kasutatakse kromatograafiliss meetodeid. Sobiva meetodi valik soltub
proovis olevast antibiootikumist. Pohiliselt kasutatakse gaaskromatograafiat ja
vedelikkromatograafiat, kus on Uhendatud erinevad detektorid. Gaaskromatograafia
leiab kasutust lenduvate Uhendite, pohiliselt klooramfenikoolide mé&aramiseks,
kuguures detektorina kasutatakse enamasti negatiivse iooni keemilise ionisatsiooni
massspektromeetriat (MS) [27].

Antibiootikume on vdimalik méadrata ka korgrohuvedelikkromatograafiliselt
ultraviolettdetektoriga (UV) vdi positiivse ioonmoodiga MS detektoriga [28].
Eluendina kasutatakse tavaliselt atsetonitriili  mitmesuguseid segusid, sest
antibiootikumid on tUdpiliselt orgaanilised polaarsed thendid.
Vedelikkromatograafias rakendatavate kolonnide pikkus varieerub vahemikus 100 —
250 mm ning graanulite |8bimd6t on tavaliselt S mm [27-31].

Kromatograafia meetodid on kil tundlikud ja spetsifilised kindlale
antibiootikumile, kuid puuduseks on vagalike reagentide ja aparatuuri kdrge
maksumus. Tavaliselt on anallilis automatiseeritud, kuid proovi ettevalmistamisele
kulub paju aega, sest eelnevalt tuleb uuritavat proovi tdéodelda (lahjendada
atsetonitriiliga, = homogeniseerida,  tsentrifuugida  rasvade  eemaldamiseks,
ekstraheerida jne.) [30,31].

1.3 Piimhappe ja laktaatide maaramine toiduainetes

Véarske piim sisadab véahese méaral happeid ja piima pH on tavalisdt
vahemikus 6.6 kuni 6.8 pH-Ohikut [24]. Sélitamise kéigus suureneb
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piimhappebakterite mojul hapete kontsentratsioon ning pH vaartus vaheneb. Piimhape
tekib glukoos ja teiste slisivesikute aeroobsel lagunemisel [32]:

C,H,,0, %:¥'9® 2CH ,CH(OH)COOH (6)

Piimhappel on kaks optilist isomeeri — D-piimhape ja L-piimhape. Piimas on olemas
mdlemad vormid, nende suhe mdjutab piimatoote happelisust [33].

Piimhape (ehk 2-hidrokstipropaanhape) ja tema soolad — laktaadid lelavad
tinti  kasutust toiduainetetoostuses. Alljargnevaid Uhendeid kasutatakse pH
reguleerimiseks voi konserveerimiseks [34]:

E270 — piimhape, kasutatakse pH reguleerimiseks

E325 — naatriumlaktaat, konservant

E326 — kaaliumlaktaat, konservant

E327 — kaltsiumlaktaat, konservant, pH reguleerimine

E329 — magneesiuml aktaat, konservant
Et tegemist on antioksiidantidega, sSiis kaitsevad nad piimatooteid
okstideerumisprotsessidest (nt. rasva réasumine) tingitud muutuste eest.

Laktaadi sisalduse mé&ramine on olulise téhtsusega véhese akoholi
sisaldusega jookides, puw ja juurviljades ning piimas ja piimatoodetes. Laktaadi
sisalduse jargi on voimalik kontrollida kd&rimise kulgu, mis mgjutab produktide
maitset, kvaliteeti ja stabiilsust [33,35].

L-piimhappe madramiseks toiduainetes kasutatakse spektrofotomeetrilist
analliis (UV testi 1SO 139 084), mis pdhineb piimhappe oksiideerimisel piruvaadiks
ja reaktsiooni tasakaalu nihutamiseks saaduste tekke suunas, muudetakse tekkinud

puruvaat edas aaniiniks:

ﬁ o L-LDH O
- \
L—cH  + NAD" 7B o + NADH + H (7
MG ‘CH, MO CHs
0 e} O 0]
N\ 4 e Hy ¢ GPT My Vi }'; 22 &
G+ S S S T oH=c A VAN ()
MO Chg HO C CH owm H,N ont MO C ¢ OH
2 A ] H,
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Neelduvuse jargi lainepikkusel 340 nm maaratakse moodustunud NADH
kontsentratsioon, mis on proportsionaalne piimhappe sisadusega. Piimhappe
linesarne méaédramispiirkond on 0.3-350 mg/l. Meetod on kuill spetsifiline
L-piimhappe jaoks, kuid e sobi, kui L-piimhapet on ala 0.3 mg/l. Sama pohimdtte
jargi toimub toiduainetes ka D-piimhappe madramine, kuid siis kasutatakse vastavalt
enstiimi D-laktaadi dehtidrogenaas. Spektrofotomeetriliselt saab modta vaid selgeid,
varvituid ja neutraalseid bioloogilisi vedelikke, mist6ttu tuleb gimaproovid eelnevalt
t60delda (Iahjendada, homogeniseerida, ekstraheeridajm) [22]

Toiduainetest L-piimhappe ja tema soolade madramiseks on vdja todtatud
erinevaid biosensoreid. Biosensorite abil saab méarata |aktaati ka eelnevalt to6tlemata
ja kontsentreerimata bioloogilistest vedelikest. Kdige rohkem kasutatakse
amperomeetrilisi biosensoreid, kus selektiivse elemendina tarvitatakse enstiime, mis
on spetsiifilised kindlale substraadile. Laktaadi m&&ramiseks kasutatakse biosensorites
peamiselt nelja ensiiimi: laktaadi dehtdrogenaas (LDH - EC 1.1.1.27), laktaadi
oksidaas (LOD - EC 1.13.12.4), tsitokroom b2 (Cyt b2 - EC 1.1.2.3) ja laktaadl
monooksidaasi (LMO - EC 1.1.3.2). Kolmel esimesel juhul on saaduseks plruvaet,
LMO korral aga atsetaat. Koik nimetatud enstiimid kuuluvad okstreduktaaside klassi,
kuid nende toi mimispdhimadte on erinev [36].

LDH poolt katallitisitav reaktsioon on jargmine:

CH.CH(OH)COO M " + NAD" %%4® CH,COCOO M* + NADH +H* (9

LDH eraldi e leia kasutust amperomeetrilistes biosensorites laktaadi magramiseks,
kiull aga koos teiste ensiiimidega protsesside tasakaalu nihutamiseks ja maaramise
tundlikkuse parandamiseks [ 35,36].

LOD katalltisib laktaadi okstideerumisreaktsiooni lahustunud hapniku toimel:

CH,CH(OH)COO M * +0, %%® CH,COCOO M* +H,0, (10)

Laktaadi okslidaasil baseeruvate biosensoritega saab registreerida kas hapniku
kontsentratsiooni vahenemist lahuses vai tekkivat vesinikperoksiidi ning nende kaudu
arvutatakse biosensori véjundsignaali alusel laktaadi kontsentratsioon, kasutades
selleks mitmeld erinevaid meetodeid reaktsiooni iseloomustavate parameetrite
leidmiseks [36,37].
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LMO katallitisib laktaadi oksiideerumist atsetaadiks:

CH,CH(OH)COO M * +0, ¥:%#2® CH,COO M " +CO, + H,0 (11)

LMO korral arvutatakse laktaadi sisaldus hapniku kontsentratsiooni vahenemise
kaudu [36].

Laktaadi biosensorites rakendatakse nimetatud ensiiime eraldi (LOD), koos
(LOD/LDH) voi kombineeritult Ghe vOi mitme teise ensiiimiga (LOD/HRP,
SHL/LDH/PyOD). Enstime kasutatakse kas solubiliseeritud v6i immobiliseeritud
kujul. Reaktsiooni vdjundsignaai mootmiseks kasutatakse enamasti plaatina
elektroodi, aga ka susinik elektroodi [33,35-41].

Spektrofotomeetriliselt méddetud laktaadi kontsentratsioon on peaaegu aldti
suurem kui biosensoritega saadud tulemused, samas on ka vead suuremad (tabel 3).
Erinevate biosensoritega saadud vaartused on omavahel vorreldavad; mida kérgem on
laktaadi kontsentratsiooni piimatootes, seda parem kokkulangevus erinevate
meetoditega on saadud [40-42].

Tabe 3. L aktaadi sisalduse mdbtmine  erinevates  piimatoodetes
spektrofotomeetriliselt ja biosensori abil.

Piimatoode L aktaadi sisaldus (mM)
Spektrofotomeetria Biosensor
Atsidofiilpiim | andmed puuduvad 87.03+£0.01
Jogurt 85.311.2 83.7+1.1
Juustuvadak 100.9+2.0 99.0+1.4
Ldss 0.66+0.21 0.75+0.05
Pett 100.0+5.0 86+0.9
Pim maaramispiirkonnast valjas 0.16+0.08
Piimapul ber 12.4+0.29 13.6+0.16
Puuviljgogurt | 42.66+0.01 35.33+0.01




2. EKSPERIMENTAALNE OSA
2.1 Kasutatud reaktiivid

1) Kaaliumhidroksiid KOH (Chemapol, T3ehhi, r.g.a® 99.99)

2) Kaaliumdivesinikfosfaat KH2PO4 (Reakhim, Venemaa, r.g.a® 98)

3) Naatrium-(L)-laktaat CsHsNaOs (Lot No 212-762-3, Sigma, USA, r.g.a® 98%)
4) Naatrium-(L)-laktaat C3HsNaOs (Lot No 212-762-3, Fluka, Sveits, r.g.a=99%)
5) Laktaadi oksiidaas (eraldatud Pediococcus est Lot No 232-841-6, Sigma USA)
6) Laktaadi oksiidaas (Lot No 232-841-6, Roche Diagnostics, Saksamaa )

7) Naatriumsulfit Naz SO3(Reakhim, Venemaa, r.g.a® 99.99)

8) Penitsilliinipulber (ssadud TU Farmaatsia instituudist)

9) Klooramfenikool (ssadud TU Farmaatsia ingtituudist)

10) Streptomiitsiin (saadud TU Farmaatsia instituudist)

11) Klooritabletid (Movek Grupp)

2.2 Mddtmismetoodika

Koik puhverlahused, antibiootikumide lahused kui ka kloorilahus valmistati
bidestilleeritud veega. Lahuste pH véartus kontrolliti pH-meetriga (tépsusega 0.02
pH- Uhikut).

Enne mdotmist killastati mdddetavaid lahuseid Ghuhapnikuga, selleks
pumbati neist lahustest 25° C juures tund aega labi Shku. Laktaadi mddtmiseks piimas
lahjendati piimaproovid 0.1 M fosfaatpuhvriga (vahekorras 2:1, pH=6.5). Kdaik
m&6tmised viidi Iabi Shukindlas ja termostateeritud (25° C) klaasist mddterakus
(V=35 ml) 0.1 M fosfaatpuhvris (pH=6.5) konstantsel segamisel magnetsegajaga.

2.3 M 66tmiseks kasutatud aparatuur

Laktaadi okslidaas katalliisib piimhappe ja selle soolade okslideerumist
puruvaadiks ja vesinikperoksiidiks (vorrand 10). Selle reaktsiooni jalgimiseks kasutati
amperomeetrilist Clark’i-titpi  hapnikuandurit, mis kujutab endast Umbritsevast
keskkonnast polUmeerse kilega eraldatud galvaanielementi. Hapnikuanduri katoodiks

on kroom-nikkeltraat, mis on keritud anduri perforeeritud korpusele ning anoodiks
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pressitud kaadmiumilaastud. Perforatsioon tagab andurit téitva elektrolitdi
(kaaliumhidroksiidi vesilahus) vaba paésu elektroodi pinnale. Hapniku molekulid
satuvad uuritavast keskkonnast katoodile |dbi polimeerse kile, mis takistab korvaliste
ainete joudmist elektroodile, aga samas pidurdab ka hapnikumolekulide difusiooni
kiirust. Katoodil toimub hapniku elektrokeemiline redutseerimine vastavalt
vOrrandile:
Oz + 2H20 + 4e = 40H (12)

Reaktsiooniks vaalikud elektronid genereeritakse anoodil, kus toimub kaadmiumi
okstidatsioon:

2Cd + 40H = 2Cd(OH)2 + 4e (13)

Joonis 2. Hapnikuanduri 18bilGige. 1 — kummikork, 2 — korpus, 3 — anood, 4 —korpuse
perforatsioon, 5 — katood, 6 — kapronniit, 7 — elektrol Gitidilahus, 8 — poltimeerne kile.

To0s kasutati silindrikujulist hapnikuandurit (joonis 2), mille membraani

pinna suurus on 5.65 ont ja polUetiileenkile paksus 60 M.

17



Hapnikuandur asetati dhuhapnikuga kullastatud modtelahusega  téaidetud
modterakku, vajundvoolul lasti paar minutit reaktsioonikeskkonnas stabiliseeruda,
kuguures vgjadusel pumbati samal ga modterakku ohku. Segjérel sistiti modterakku
reaktsiooni kéivitamiseks enstiimi laktaadi oksiidaas 37 M (c = 0.19 ng/ml) ning
samal hetkel austati vajundvoolu registreerimist. Laktaadi okslideerumine ensiimi
toimel pbhjustas hapniku kontsentratsiooni vahenemise lahuses ja detekteeritava
muutuse sensori valjundvoolus. Hapnikuanduri signaali digitaliseerimiseks kasutati
amperomeetrit ja registreerimiseks arvutit, mis véimaldas signaali automaatselt

t60delda ja anallitisida. M 66tmiseks kasutatud stisteemi skeem on toodud joonisel 3.

ampero-
meeter

Joonis 3. Ma6tmisslisteemi skeem. 1 — mddterakk, 2 — hapnikuandur, 3 — kahekordne

klaassein, 4 — mdodtelahus, 5 — magnetsegaja, 6 — ava enstiimi stistimiseks.

24 Biosensori  vdljundsignaali ja seda isdloomustavate parameetrite

arvutamine.

Biosensori véljundvool registreeriti automaatselt 1 s intervalliga Iga
eksperimentaalne kdver koosnes vahemalt 600 punktist. Andmed normaliseeriti (t/
lo) ning keskmistati (ile 8 punkti eksperimentaalse mira vahendamiseks. Andmete
silumiseks ja arvutamiseks kasutati programme SigmaPlot®5.0 (SPSS Software,
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USA) ja GraphPad Prism®3.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA), andmete
salvestamiseks kasutati A. Raidaru poolt kirjutatud originaal set tarkvara.

Andmete analliis toimus mittelineaarse vahimruutude meetodil biosensori
integreeritud mudeli ausel, mis vbimaldab sensori tasakaalueelse oleku
vadjundsignaali alusel madrata reaktsiooni kineetikat ja statsionaarset olekut
iseloomustavaid soltumatuid parameetreid. Kasutatud biosensori integreeritud mudeli

matemaeatiline kuju on jargmine:

- n%t.u (14)

(1) ts )Q+(]_- A)
u

= Aexp(- B) - 2A8 (- 1)" — (- B) - exp
0 n=1 __tse ts

B

kus 1(t) on vajundvoolu intensiivsus agjahetkel t; lo on valjundvoolu intensiivsus
gjahetkel t=0; ts on hapnikuanduri inertsi isdloomustav suurus ning A ja B on

substraadile iseloomulikud kompleksparameetrid, mis avalduvad jargmiselt:

kkat [E]kogu Clahus

S

A=
kt?l? K02 Ks + (kkat[E] kogu + kt%f KOZ)CLahUS (15)

kkat[E]kogu Clahus
Ko, ~ (16)
- O 2
B= Ks + CLahUS + kgff

kus Kkat on néiv kataitiline konstant, [E] kogu on ensiiiimi kontsentratsioon lahuses,

lahus

Cs vastab substraadi kontsentratsioonile lahuses, k;’ff on hapniku difusiooni
konstant, Ko, ja K isdloomustavad vastavalt hapniku sidumist aktiveeritud
enstiimiga ja enstiim-substraat kompleksi moodustumist [43].

Parameeter A vastab vajundsignaali kogumuutusele (t? 8) ja parameeter B on
kineetiline parameeter. Md6lemad arvutatud parameetrid A ja B sdltuvad substraadi
kontsentratsioonist hiperboolselt (vorrandid 15 ja 16). Mudeli alusel arvutati kolm
signaali isdloomustavat sdltumatut parameetrit A, B ja ts, millest kahte esimest

kasutati substraadi kontsentratsiooni iseloomustamiseks lahuses.



3. BIOSENSORI MUDELI TAIENDAMINE

Biosensori véjundvoolu muutus gas kujutab endast tUupilist S-kujulist
kbverat, kus on aguses anduri inertsist ja reaktsiooni Kkaivitumisest tingitud
viivitusperiood, sellele  jargneb  ensliimreaktsioonist  tingitud  hapniku
kontsentratsiooni  kiire véhenemine Kkuni saabub protsess tasakaaluolek ja

vajundsignaal oluliselt ei muutu.

D
—~ 1.0_’
2
S 0.8
>
©
c
= B
S 0.6
©
2 C
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o
T
£
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Joonis 4. Sensori normaliseeritud valjundvoolu muutus gjas.
A — summaarne valjundvoolu kogumuutus (andur, inerts, bakterite hingamine
jaenstiimreaktsioon) piimaproovis, [LO] = 0.19 my/ml;
B — ensliimreaktsioon piimaproovis, [LO] = 0.19 g/ml;
C — bakterite hapniku tarbimine suvel piimaproovis (ensiiimi ei lisatud);
D — sensori hapniku tarbimine puhverlahuses,

K&ik mé6tmised viidi 18bi temperatuuril 25° C, 0.1 M fosfaatpuhvris (pH=6.5)
konstantsel segamisel.
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Véjundsignaali suurus on lineaarses soltuvuses hapniku kontsentratsioonist
lahuses konstantsel temperatuuril. Vajundsignaali dinaamika oleneb laktaadi
kontsentratsioonist  ning  lisatud  antibiootikumi  kogusest,  katalUtsitava
enstiimreaktsiooni iseloomust, bakterite hingamisest ja anduri enda hapniku
tarbimisest (joonis 4).

Sensori enda hapniku tarbimine ajas on suhteliselt véike. Ohuhapnikuga
killastatud 0.1 M fosfaatpuhvris muutus sensori valjundsignaal 10 minuti jooksul
vahem kui 2 % ja seepérast seda mudeli alusel parameetrite arvutamisel arvesse el
vOetud (joonis 4, kdver D).

Bakterite tarbimisest tingitud véajundvoolu muutus on nédidatud joonisel 4
(kdver C). Bakterite hulk piimas sltub aastagjast ja suureneb markimisvaarselt suvel,
kui Shutemperatuur véijas on pidevalt tle 10° C. Selle arvesse vdtmine biosensori
signaali iseloomustamisel on oluline, sest bakterite hingamise tbttu toimus soojal
aastagjal signaali vahenemine ligikaudu 50 %. Piimas olevate bakterite hingamise
arvestamiseks taiendati biosensori mudelit (vGrrand 14) lineaarse liikme Dt vorra, sest
25 minuti jooksul oli bakterite hingamisest tingitud sensori véljundsignaali muutus

vastavalt eksperimentaa setele andmetele lineaarne (joonis 4, C):

?B

) _ $ o b é o
- Aexp(- Bt)+(1- A)-2A;ni:1(- 1) m g 4,1 Dt (17)

8

Bakteriaalse hingamise lisaparameetri D sissetoomine véimaldas kasutada biosensori
dinaamilist mudelit laktaadi ndiva kontsentratsiooni iseloomustamiseks kasutavate
parameetrite arvutamiseks igal aastagjal. D=0 kui bakterite hulk on véike ja nende
elutegevus el avalda olulist mdju laktaadi biosensori valjundsignaalile.
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4, TULEMUSED JA ARUTELU
4.1 Biosensori mudeli alusal arvutatud laktaadi néivat kontsentratsiooni

iseloomustavad parameetrid.

Taiendatud biosensori  diunaamilise mudeli  (vorrand 17) abil arvutati
eksperimentaalsetest andmetest kolm biosensori  véljundsignaali  iseloomustavat
parameetrit — statsionaarsele olekule vastav signaali kogumuutus (parameeter A),
kineetiline parameeter (parameeter B) ja anduri inertsi issloomustav ts. ts véartus e
olene laktaadi ega lisatud antibiootikumi kontsentratsioonist ja on igae
hapnikuandurile iseloomulik suurus. Antud t66s kasutatud anduri jaoks saadi ts
vaartuseks 15+3 sekundit.

Parast bakterite ja anduri enda hapniku tarbimise mdju elimineerimist
biosensori  véjundsignaalist oli véjundsignaai Ulgdanud muutus tingitud
enstiimreaktsioonist, mille kéigus toimus laktaadi okslideerumine LO toimel
puruvaadiks ja vesinikperoksiidiks vastavalt vérrandile 10. Enstiimreaktsioonist on
tingitud vajundsignaali kiire véhenemine gas (joonis 4). Selles vahemikus on
reaktsioonist tingitud muutused kdige suuremad ja modtmise vead kdige vaiksemad.
Tasakaalueelse oleku punktide alusel arvutati reaktsioonile iseloomulikud parameetrid
AjaB,

Aja suurenemisel [8heneb valjundsignaali kdver eksponentsiaalselt platoole.
Vajundsignaali muutuse véimalikku koguulatust iseloomustab parameeter A. Selle
suurus SOltub nii mOOdetavast laktaadi hulgast kui ka lisatud antibiootikumi
kontsentratsioonist. Parameetri A véartus soltub hiiperboolselt (eeldusel, et hapniku
algkontsentratsioon on konstantne) laktaadi kontsentratsioonist ja kdrgematel 1aktaadi
kontsentratsioonidel |dheneb selle arvutatud vaartus normaliseeritud andmete (t / lo)
korral hiperboolselt Uhele, mis on selle maksmaalne véimalik vaartus (joonis 5).
Parameetri A arvutamiseks kasutati nii varasemat biosensori diinaamilist mudelit
(vorrand 14) kui ka taiendatud mudelit (vorrand 17), kuguures tdiendatud mudeli
pbhja ja varasema biosensori mudeli alusel saadud andmed moodustavad Uhtse
sOltuvuse substraadi (antibiootikumi) kontsentratsioonist (korrelatsioonikoefitsient
r>0.98).
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Joonis § Laktaadi kontsentratsiooni md&ju biosensori vajundvoolu kogumuutusele.
Kaik médtmised viidi 1bi temperatuuril 25° C, 0.1 M fosfaatpuhvris (pH=6.5),
[LO]=0.19 mg/ml.

Laktaadi sisaldus piimas méérati lisamismeetodiga, st. piimaproovile lisati
kindel kogus laktaadi lahust. Vdjundvoolu kogumuutus sdltus lineaarselt piimae
lisatud vaikestest laktaadi kogustest (Claktaa<0.4 mM). Saadud sirge ja abtsisstelje
[Gikepunkti alusel hinnati laktaadi kontsentratsiooni vaartuseks piimas 1.4 mmol/l
(joonis 6).

Kolmas mudeli pohja arvutatud reaktsiooni iseloomustav suurus oli
kineetiline parameeter B. See iseloomustab enstiimreaktsiooni algkiirust ja selle
vaartus oleneb samuti nii laktaadi sisaldusest kui ka lisatud antibiootikumi hulgast
uuritavas lahuses. Kinesetilise parameetri B véartus oli 1 mM laktaadi lahuse korral
1x10° s* ja mo6tmiseks kasutatud lahjendatud piima korral keskmiselt 7x 107 s™.

Saadud parameetrite A ja B sOltuvusi laktaadi naivast kontsentratsioonist
vorreldi  lisanditeta ja saasteaineid sisaldavate lahustega ja nende parameetrite

erinevuste pohjal iseloomustati antibiootikumide sisaldust erinevates proovides.
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Joonis 6. Piimas laktaadi médramine. K6ik mddtmised viidi 1abi temperatuuril 25° C,
0.1 M fosfaatpuhvris (pH=6.5), [LO]=0.19 ng/ml.

4.2 Pesuainete jadkide moju biosensori valjundsignaalile

Paljud puhastusvahendid sisaldavad kloori, seetfttu uuriti laktaadi okstidaasi|
pBhineva biosensoriga kloori mdju néivale laktaadi kontsentratsioonile. Toimeainena
sisaldavad kloori tabletid “aktiivset kloori”, mis kéitub tugeva okslideerijana ja laktaat
okslideeritakse piruvaadiks juba enne enstiimi lisamist vastavalt jargmisele

reaktsioonile:

Cl, + CH,CH(OH)COOH ® CH,COCOOH +2HCI (18)

Seepérast vahenes olulisalt nii 1 mM laktaadi lahuses kui ka piimaproovides laktaadi
kontsertratsiooni issloomustav valjundvoolu kogumuutuse parameeter A (joonis 7).
Juba 0.8 ppm Kloori lisamine laktaadi lahusele ja piimaproovidee vahendas
parameetri A vaartus vastavalt 74.4 % ja 21.4 % vorreldes lisanditeta |ahustega.
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Piimaproovides oli muutus vaiksem, sest kloor vdib reageerida ka piimas leiduvate
hapetega ning valkudega. Piimaproovides jouab see soltuvus platoole 3 ppm kloori
sisalduse juures kui valjundvoolu vaartus on vahenenud 0.73-1t 0.46-ni. Kui praegu on
piimatoostustes madramispiiriks vaba kloori sisaldus 20 ppm, dSis laktaadi
biosensoriga on piimas voimalik madrata kloori sisaldust alates kloori
kontsentratsioonist 0.5 ppm. Laktaadi lahuses parameetri A sBltuvus uuritud kloori

kontsentratsioonil (kuni 4 ppm) platoole e jdudnud.

Valjundvoolu kogumuutuse parameeter A

0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0

Kloor, ppm

Joonis 7. Kloori mdju biosensori valjundvoolu kogumuutusele piimas (-) ja1l mM
laktaadi lahuses (). M&6tmised viidi |4bi temperatuuril 25° C, 0.1 M fosfaatpuhvris,
(pH=6.5), [LO] = 0.19 my/ml.

4.3 Antibiootikumide jadkide mdju biosensori valjundsignaalile

Antud t66s uuriti veterinaarmeditsiinis kasutatavate antibiootikumide moju
laktaadi biosensori véljundsignadile ja selle alusel hinnati nende méaéramise

vOimalus piimas. Kuna antibiootikumide md&ju realiseerub tavaliselt ensiimide



kaudu, siis peaks nende toimel muutuma biosensoris kasutatava laktaadi okslidaas
aktiivsus ja sellest tulenevalt sensoriga mdddetav |aktaadi ndiv kontsentratsioon.
IImnes, et erinevate ravimite toime on erinev nii valjundvoolu kogumuutusele
kui ka kinesetilisele parameetrile ja seda nii piimaproovides kui ka 1 mM |aktaadi
lahuses. Nende parameetrite alusel arvutatud néiv laktaadi sisaldus lahuses olenes nii

kasutatavast antibiootikumist kui ka selle kontsentratsioonist.

4.3.1 Penitsilliini mgju laktaadi kontsentratsioonile

Kbige sagedamini kasutatakse veterinaarias bakteriaalsete infektsioonide
raviks b-laktaame, sellepérast uuriti bensiitlpenitsilliini mdju laktaadi valjundsignaali
iseloomustavatel e parameetritele.

Benstillpenitsilliini  ja&kide moju Kineetilisele parameetrile on néidatud

joonisel 8. Benslulpenitsilliini  lisamisel vahenes kineetilise parameetri  vaartus.

1.0¢

0.9

Kineetiline parameeter x 10%, st

0.4F

Penitsilliin, ppm

Joonis 8. Bensiililpenitsillini mdju biosensori kineetilisele parameetrile piimas (*) ja
1 mM laktaadi lahuses (0). M&6tmised viidi 1&bi temperatuuril 25° C, 0.1 M
fosfaatpuhvris, (pH=6.5), [LO] = 0.19 "y/ml.
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Maksimaalselt vahenes see parameeter bensiitllpenitsilliini méjul 2.5x 10* st 1mMm
laktaadi lahuses ja 2.2x 10* s piimas, seega bensiitilpenitsilliini poolt pdhjustatud
efekti suuruses olulist erinevust piimaproovide ja laktaadi lahuse vahel e olnud.
Samal ga oli kineetilise parameetri vdhenemise kiirus 1 mM laktaadi lahuses
peaaegu 3.7 korda korgem kui piimas. See vOib olla tingitud piimaproovides
leiduvatest valkudest, mis moodustavad penitsilliinis sisalduva b-laktaamtuuma
kaudu donoorseid komplekse.

Véjundvoolu kogumuutus suurenes benstilpenitsilliini  lisamisel  nii

piimaproovides kui ka laktaadi lahuses (joonis 9).

Véljundvoolu kogumuutuse parameeter A

©
~
T

0 1 2 3 4 5

Penitsilliin, ppm

Joonis 9. Benstitlpenitsillini mdju biosensori véaljundvoolu kogumuutusele piimas (-)
jal mM laktaadi lahuses (¢). Mdotmised viidi 18bi temperatuuril 25 C, 01 M
fosfaatpuhvris, (pH=6.5), [LO] = 0.19 ny/ml.

Naiv laktaadi sisalduse kasv voib olla pohjustatud bensiitlpenitsilliini kahevalentse
vaavli muutumisest kolmevalentseks hapniku juuresolekul, mille tulemusena tekib

sulfiidist sulfoksiid ja hapniku kontsentratsioon mdddetavas lahuses langeb:
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Laktaadi lahuses suurenes valjundvoolu kogumuutuse parameeter madalatel
benstdlpenitsilliini  kontsentratsioonidel  kiiresti, seegjdrel joudis véljundvoolu
kogumuutuse véaartus platoole ja edasine benstiilpenitsilliini lisamine néivale |aktaadi
kontsentratsioonile enam mdju e avaldanud. Bensuilpenitsilliini  lisamine
piimaproovidele suurendas oluliselt parameetri A vaartust. Piimaproovides saabus
platoo véajundvoolu kogumuutuse vaartusel tks (A=1), mis on parameetri A
maksimaalne vGimalik vaartus. Seega parameetri A vaartus téusis piimas 37 % ning
platoo vaartus saavutati 3.8 ppm benstllpenitsilliini lisamisel (joonis 9). Laktaadi
lahuses oli kill ndiva laktaadi sisalduse muutus oluliselt véiksem, vaid 13 %, kuid
platoo vaartus 0.95 saavutati juba 0.5 ppm benstilpenitsilliini lisamisel. Seega
penitsilliini kontsentratsioonist sdltuv piima valjundvoolu kdvera algtéus oli ligikaudu
kolm korda véiksem kui laktaadi koveral, kuid bensttlpenitsilliini m&ju suurus oli
oluliselt suurem.

Piimas lubatud benstdlpenitsilliini tase on 4 My/kg [6], mis on vdimalik
kaasaegsete anallisimeetodite saavutada. Mikroobsete testidega saadakse
madramispiiriks 3-8 Nykg, kiirete komplekstestidega 2-6 NMy/kg ning
kromatograafiliselt saab penitsilliine detekteerida alates kontsentratsioonist 3 Mykg.

Kuna benstiulpenitsilliin maksimaalse Uihekordse manustamise korral looma
organismi kaovad ravimi jdagid piimast 48 tunni moddumisel, siis on vaga oluline
vdja tootada kiired meetodid penitsilliinide mé&aramiseks kohapeal, et eraldada
saastatud piim koheselt, sest praegusel ga kasutavate meetoditega Vvotab

penitsilliinide ma&aramine aega kuni 6 tundi.

4.3.2 Streptomutsiini moju laktaadi kontsentratsioonile

Streptomitsiin kuulub aminoglikosiidide klassi, mida kasutatakse iseseisvalt

vOi koos penitsilliinidega bakteriaal sete haiguste raviks nii veterinaarmeditsiinis kui
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ka inimeste ravimisal. Streptomitsiin e oma inimese organismile otsest toksilist
efekti, kuid ebadige kasutamine voib pbhjustada mitmeid allergilisi reaktsioone.
Streptomitsiini mddramine toidus on tema omaduste (aluselisus, hudrofiilsus) téttu
raskendatud.

Streptomitsiini sulfaadi méju laktaadi  biosensori  véljundvoolule uuriti
piimaproovides ja 1 mM laktaadi lahuses.

Streptomitsiini sulfaadi méju  biosensori  valjundsignaali  iseloomustavale
kineetilisele parameetrile on toodud joonisel 10. Kineetilise parameetri margatav
muutus toimus 1 mM laktaadi lahuses, kus selle vaartus véhenes kuni 34 %. Piimas on
kineetilise parameetri muutus vaiksem, selle vaartus langes 19 % ja joudis platoole 75
ppm streptomditsiini sulfaadi mdjul ning edasine streptomiitsiini kontsentratsiooni

lisamine kineetilise parameetri vaartust enam ei majutanud.

Kineetiline parameeter x 103, s

0 40 80 120 160 200

Streptomautsiin, ppm

Joonis 10. Streptomdiitsiini sulfaadi mdju biosensori kineetilisele parameetrile piimas
(‘) jal mM laktaadi lahuses (). M&dtmised viidi |&bi temperatuuril 25° C, 0.1 M
fosfaatpuhvris (pH=6.5), [LO] = 0.19 ng/ml.



Streptomitsiini sulfaadi lisamisel vahenes oluliselt biosensori mudeli alusel
arvutatud vajundvoolu kogumuutuse parameeter A (joonis 11). Piimas véahenes
vajundvoolu kogumuutus maksimaalselt 0.22 Uhikut ja joudis platoole parameetri A
vaartuse 0.5 juures 100 ppm streptomitsiini sulfaadi lisamisel. Sama koguse
antibiootikumi  lisamisel laktaadi lahusele toimub véljundvoolu kogumuutuse
vahenemine vaid 0.13 thikut ja valjundvoolu kogumuutuse platoo saabus parameetri
A véirtuse 0.72 juures. Samas on vajundvoolu muutuse véhenemise kiirused

mdlemas lahuses omavahd vorreldavad.

0.9r

Valjundvoolu kogumuutuse parameeter A

0 40 80 120 160 200

Streptomdtsiin, ppm

Joonis 11. Streptomitsiini sulfaadi m&ju biosensori vajundvoolu kogumuutusele
piimas (*) jal mM laktaadi lahuses (o). M6Gtmised viidi 18bi temperatuuril 25’ C, 0.1
M fosfaatpuhvris (pH=6.5), [LO] = 0.19 ng/ml.

Suurtel streptomitsiini kontsentratsioonidel tle 300 ppm e olnud kasutatud
puhverlahuse puhvermahtuvus piisav ja streptomtsiini lisamine mdjutas lahuse pH-d,
muutes keskkonda aluselisemaks, mistottu ef saadud vorreldavaid andmeid.
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Lubatud streptomiitsiini sisaldus piimas on 200 My/kg [6].

Streptomitsiini médratakse mikroobsete testidega, kuid need pole eriti
usaldusvadrsed ja seepédrast kasutatakse pohiliselt immuunreaktsioonil pdhinevat
detekteerimist, mille puhul streptomitsiini  madramispiiriks on 1530 My/kg.
Streptomiitsiini alusdlisuse ja hudrofiilsuse téttu on selle  kromatograafiline

mé&&ramine raskendatud.

4.3.3 Klooramfenikooli mdju naivale laktaadi kontsentratsioonile

Klooramfenikool on laia toimespektriga antibiootikum, mille kasutamine on
keelatud sdlliste loomade puhul, mille liha vai piima kasutatakse inimtoiduks. Sellest
ndudest aga e peeta sageli kinni, sest klooramfenikooli toime bakteriaal sete haiguste
ravimise on tdhus. Klooramfenikooli mittesihipdrast kasutamist kinnitab ka paari
aasta tagune piimatoodete ekspordi juhtum, kui Eestist périt piimapulbris avastati
klooramfenikooli jadke, mille madramiseks eesti laborites puudusid véimalused. Osad
piimatootjad |dhevad klooramfenikooli kasutamisel riski pede ka teadlikult, sest
puudub kiire ja wusaldusvéane meetod klooramfenikooli  madramiseks.
Klooramfenikooli médramiseks e ole olemas Uhtegi mikroobse inhibeerimise testi ja
immuunol oogiliste testide méaramispiir on vahemikus 10-300 My/kg. Vaga tundlik on
kromatograafiline maéramine, kus klooramfenikooli detekteerimispiiriks on 0.55
Ny/kg. Probleemiks kromatograafilise maéramise puhul on aga selle suur gakulu ja
kdrge hind. Samas e joua nii monigi postiivne piimaproov lihtsalt viimase
maaramisetapini, sest eelnevad testid on andnud negatiivse tulemuse.

K&esolevas t66s uuriti klooramfenikooli méaramise voimalusi piimas |aktaadi
biosensoriga.

Klooramfenikooli lisamine avaldas laktaadi biosensori  kineetilisele
parameetrile m&ju nii laktaadi lahustes kui ka piimaproovides (joonis 12). 18.5 ppm
klooramfenikooli lisamine pohjustas kineetilise parameetri languse piimas 3 x 10" s'l,
1 mM laktaadi lahuses 4.4x 10 s* ja 1.5 mM laktaadi lahuses 4x 10 s™. Seega
Kineetilise parameetri vahenemise suurus e sOltu laktaadi sisaldusest lahuses. Kl
aga soltus laktaadi hulgast maksimaalse efekti (platoo) saavutamiseks vaa mineva
antibiootikumi kogus, sest piima ja 1.5 mM laktaadi lahuse korral saabus platoo juba
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7 ppm klooramfenikooli lisamisel, samal ga kui 1 mM laktaadi lahuses joudis

Kineetilise parameetri vaartus platoole 14 ppm klooramfenikooli lisamisdl (joonis 12).

3 -1
.S

Kineetiline parameeter x 10

0.3r

Klooramfenikool, ppm

Joonis 12, Klooramfenikooli mdju biosensori kineetilisele parameetrile piimas (- ), 1
mM laktaadi lahuses (©) ja 1.5 mM laktaadi lahuses (0). Mddtmised viidi |&bi
temperatuuril 25° C, 0.1 M fosfaatpuhvris (pH=6.5), [LO] = 0.19 myml.

Klooramfenikooli lisamisel laktaati sisaldavale lahusele vahenes vajundvoolu
kogumuutuse parameeter A. Segjuures sdltusid nii vajundvoolu muutumise kiirus kui
ka véhenemise ulatus nii klooramfenikooli kui ka laktaadi sisaldusest lahuses (joonis
13). Naiteks kloorafenikooli 4.6 ppm lisamine pohjustas 1 mM laktaadi lahuses 8.3
%-lise vajundvoolu parameetri A muutuse, kuid piimas, mis vastab umbes 1.4 mM
laktaadi lahusdle, ja 1.5 mM laktaadi lahuses olid parameetri A muutused sama
klooramfenikooli koguse juures vastavalt 11.2 % ja 14.3 %. 1 mM laktaadi lahusele
12 ppm klooramfenikooli lisamisdl joudis vajundvoolu kogumuutus platoole
parameetri A vaartusel 0.76. Piima korral saabus platoo vaartusel 0.47 levomiitsetiini
14 ppm lisamisdl ja 1.5 mM laktaadi korra tuli lisada 18.5 ppm levomutsetiini, et
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saavutada vajundvoolu platoo parameetri A véartusel 0.63. Vajundvool vahenes
kdigil juhul hiperboolselt, kuigi mida suurem oli laktaadi sisaldus, seda kiirem oli
vahenemine kdvera alguses. Kineetilise parameetri vahenemise kiirus erineb 1 mM ja
1.5 mM laktaadi lahustes 1.5 korda.

Valjundvoolu kogumuutuse parameeter A

Klooramfenikool, ppm

Joonis 13. Klooramfenikooli mdju biosensori valjundvoolu kogumuutusele piimas
(*), 1 mM laktaadi lahuses ©) 1.5 mM laktaadi lahuses (). M&Gtmised viidi 1&bi
temperatuuril 25° C, 0.1 M fosfaatpuhvris (pH=6.5), [LO] = 0.19 mym.

4.4 Antibiootikumide koosm&ju valjundvoolu kogumuutusele

Ké&esolevas t06s uuriti ka antibiootikumide koosmdju laktaadi biosensoriga
mOoddetavatele parameetritele.

Benstllpenitsilliin suurendas laktaadi nédivat hulka lahuses, samal gal kui
streptomiitsiin ja klooramfenikool seda vahendasid. Esiteks uuriti - streptomutsiini

sulfaadi ja benstdlpenitsilliini koosmdju biosensori valjundvoolu kogumuutusele.
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Madalatel streptomitsiini kontsentratsioonidel  jadb  véjundvoolu  kogumuutus
vaiksemaks kui puhaste antibiootikumide efektide liitmisel eeldada voiks (joonis 14).
Samal ga on kdrgematel streptomiitsiini sulfaadi sisaldustel sama penitsilliini koguse

juures parameetri A vaartus suurem kui eraldi médetud efektide liitmisal.
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Joonis 14. Antibiootikumide koosmdju vajundvoolu kogumuutusele piimas
penitsilliini kontsentratsioonil 1.29 ppm. M&dtmised viidi 1abi temperatuuril 25° C,
0.1 M fosfaatpuhvris (pH=6.5), [LO] = 0.19 nmg/ml.

Viimasel juhul avaldub nende antibiootikumide slinergistlik toime, mille téttu neid
antibiootikume meditsiinis ka koos kasutatakse [44]. Huvitav on mérkida, et see
sinergistlik efekt on detekteeritav ka mitteflisioloogiliselt in vitro tingimustes lihtsate
modtmisvahendite ja — metoodikatega. Nagu ilmneb saadud tulemustest, voib
nimetatud kahe ravimi kasutamisel vales kontsentratsiooni suhtes tagajarjeks olla
hoopis nende mdju véhenemine. Vdimalust maérata erinevate ravimite vastastikust
mdju biosensari abil tuleks edaspidi kindlasti pdhjalikumalt uurida.
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Uuriti  ka Kklooramfenikooli ja benstllpenitsilliini  koosmdju  laktaadi
biosensori valjundvoolu kogumuutusele. Nende kahe antibiootikumi poolt pdhjustatud
vadjundvoolu muutuse véartus oli vaiksem kui eraldi modtmistel saadud suuruste
summaarne efekt koikidel uuritud benstitpenitsilliini ja klooramfenikooli erinevatel
kontsentratsioonidel (joonis 15). See viitab nende kahe ravimi antagonismile, mida on
téheldatud ka meditsiinilistes uurimustes ja seetdttu e ole otstarbekas neid koos
kasutada [44,45]. Vdjundsignaali kogumuutuse véhenemine e olnud Uhtlane ning
kolmem6dtmelisel (3D) graafikul moodustus ebastimmeetriline ndgus pind soltuvalt
antibiootikumide kontsentratsioonidest (joonis 15). Suurim antagonistlik efekt ilmnes
penitsilliini kontsentratsioonil alla 1 ppm ja klooramfenikooli kontsentratsioonidel 2

kuni 5 ppm.

Klooramfenikool, ppm

o) X 100

(Amésdetud - Are,

Joonis 15. Antibiootikumide koosmdjul moodustunud ebasiimmeetriline gaussi pind.

Erinevate penitsilliini ja klooramfenikooli kontsentratsioonide méju suhtelisele

valjundvoolu kogumuutusele piimas. M&6tmised viidi 1abi temperatuuril 25° C, 0.1 M
fosfaatpuhvris (pH=6.5), [LO] = 0.19 mg/ml.



4.5 Antibiootikumide jadkide kvantitatiivne maaramine piimas

Saadud tulemused loovad eelduse laktaadi okslidaasil pohineva biosensori
kasutamiseks piimas leiduvate antibiootikumide jé&kide madramiseks. Eriti
perspektiivne on tootada vaja metoodika penitsilliini madramiseks, mille puhul on
issloomulikuks biosensori véjundsignaali kogumuutuse margatav suurenemine,
kusjuures analoogilist efekti ei pohjustanud tkski teine uuritud saasteaine.

Kéaesolevas t60s kasutatud laktaadi biosensor véimaldas bensudlpenitsilliini
kvantitatiivset médramist tasakaalueelse vajundvoolu andmetest leitud parameetrite
pohjal, kusguures benstllpenitsilliini  vajundvoolu kogumuutuse sOltuvus on
praktiliselt lineaarne kuni benstitlpenitsilliini kontsentratsioonini 2.5 ppm (joonis 9).
Méa&aramispiiri alandamiseks on vaa kasutada oluliselt tundlikumaid seadmeid
hapniku kontsentratsiooni detekteerimiseks.

Suhteliselt véikeste véjundvoolu muutuste efektide tottu saab laktaadi
okslidaasil pohineva biosensoriga méérata streptomitsiini sisaldust alates 30 ppntst,
véaljundvoolu graafik on lineaarne kuni streptomtsiini kontsentratsioonini 90 ppm
(joonis 11).

Kasutatud laktaadi biosensoriga saavutati klooramfenikooli ma&ramispiiriks
piimas 04 ppm, mis on vorreldav kasutatavate immunoloogiliste testide
madramispiiriga. Klooramfenikoolist pdhjustatud valjundvoolu kogumuutuse graafik
oli piimaproovides lineaarne kuni klooramfenikooli kontsentratsioonini 14 ppm
(joonis 13).

Antibiootikumide koosmdju uurimine néitas, et kliinilistes in vivo uuringutes
saadud tulemuss on vOimalik detekteerida ka in vitro moGtmistel. See annab
vOimaluse erinevate ainete koosmdju uurimiseks in vitro tingimustes fusikokeemiliste
meetoditega ning uuritavate nahtuste iseloomustamiseks ja  kirjeldamiseks
molekulaarsel tasemel.
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KOKKUVOTE

K&esoleva t06 eesmérgiks oli uurida saasteainete médramise voimalus piimas
amperomeetrilise laktaadi okslidaasil pdhineva biosensoriga.

Saasteaine kontsentratsiooni madramiseks kasutati nende mdju |aktaadi
okslideerumisreaktsiooni  kineetikale ja laktaadi nédivat  kontsentratsiooni
iseloomustavatele paramestritele. [Imnes, et nii puhastusvahendites sisalduv kloor kui
ka veterinaarias kasutatavad antibiootikumid vahendavad nii piimaproovides kui ka
laktaadi puhverlahuses kineetilise parameetri vaértust. Klooril pohinevad deso ja
puhastusvahendid vahendavad mérgatavalt ka teist biotsensori valjundvoolu andmete
duse arvutatud parameetrit — vdjundvoolu kogumuutuse parameetrit.
Antibiootikumide moju parameetrile A oli erinev: penitsilliini mojul selle vaartus
suurenes, kuid streptomitsiini ja klooramfenikooli mdjul véhenes. See agaolu
voimaldab pShimdtteliselt kasutada biosensorit penitsilliini madramiseks, kuna Uhegi
teise seni uuritud saasteaine korral sellist efekti e esinenud.

Antibiootikumide koosmdju katsed kinnitasd varem tehtud kliinilis
uuringuid, et penitsilliini ja streptomitsiini koos kasutamisel on nende efekt
stinergistlik, kuid penitsiliini ja klooramfenikooli korral antagonistlik. Efekt ja selle
suurus sOltub moddetavate antibiootikumide omavahelisest kontsentratsioonide
suhtest.

Labiviidud mddtmised on aluseks edaspidistele uurimustele antibiootikumide
jateiste lisa= ning saasteainete mgju ja koosmdju iseloomustamisel elektrokeemiliste

sensoritega bioloogilistes lahustes.
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SUMMARY

In the present study were examined the possibilities of determination the
impurities in milk with oxygen sensor based lactate biosensor. The concentrations of
the residual of washing agents and antibiotics were determined with the two
characteristic reaction parameters of biosensor output signal, calculated from the
biosensor transient response data with the help of dynamic biosensor model.

The influence the residues of the milk impurities on the biosensor signal
parameters was studied both inraw milk and in 1 mmol/| lactate solution.

All studied substances decreased the value of the kinetic parameter. Washing
agents, including chlorine, reduced also the total signal change parameter A. The
influence of antibiotics on the value of parameter A was different, as penicillin
increased it, but streptomycin and chloramphenicol decreased this value.

We aso studied the shift of the change of parameter A in milk as a combined
effect of different antibiotics. The change of parameter A was smaller than the
summarized effect of penicillin and chloramphenicol on this parameter at every
studied combination of different concentrations. The same antagonistic effect has also
been noticed in clinical studies. The combined effect of streptomycin and penicillin
depend on the antibiotics' concentrations.

The obtained results form a good basis for further studies of cooperative

effects of different compounds in biological fluids with electrochemical sensor.
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