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KASUTATUD LUHENDID

FDA — fluorestsiindiatsetaat

FFI — Functional Food Ingredients

FOS — fruktooligosahhariid

GOS - galaktooligosahhariid

HPLC — high-performance liquid chromatography ehk korgsurve vedelikkromatograafia
LAR - liithikese ahelaga rasvhapped

Lsc3 — Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 levaansukraas

MSO — mitteseeduvad oligosahhariidid

PA — poliimerisatsiooniaste

pv. — patovar; tlivede grupp, mis nakatab kindlat peremeestaime

TLC — thin-layer chromatography ehk 6hukese kihi kromatograafia



SISSEJUHATUS

Inimese jimesooles elab tohutul hulgal (kogumass rohkem kui 1 kg) erinevaid baktereid, kes oma
elutegevuse tagajarjel avaldavad moju inimese tervisele. Soolebakterite moju inimesele voib olla nii
positiivne kui negatiivne. Selleks, et parandada peremeesorganismi iildist heaolutunnet ja tervist
ning positiivses suunas muuta soole mikrofloora koosseisu ja aktiivsust, tuleks tarvitada toiduks
inimese seedesiisteemis mittesceduvaid oligo- ja poliisahhariide — toiduprebiootikume.
Prebiootiliste toidulisandite bioloogilist efekti on seni peamiselt uuritud inuliinil, inuliini-titpi
FOS-idel (fruktooligosahhariid), GOS-il (galaktooligosahhariid) ja laktuloosil, kuid tidnaseks on
avastatud, et toiduprebiootikume leidub teisigi. Nii on prebiootiline toime avastatud nditeks meie
tooriihmas uuritaval bakteriaalse paritoluga poliisahhariidil levaanil, mille fruktoosijddgid on
peaahelas omavahel seotud B-2,6 gliikkosiidsidemetega. Levaani ja levaani-tiitipi FOS-e toodetakse
sahharoosist bakteriaalse eksoensiiiimi levaansukraasiga. Ensiimaatilisel siinteesil moodustub lisaks
levaanile ja FOS-idele ka palju glitkoosi, viheses koguses fruktoosi ja reaktsioonis jddb kasutamata
ka sahharoosi. Prebiootilise toime uuringuteks on vaja FOS-i lahusest eemaldada mono- ja

disahhariidid: gliikkoos, fruktoos ja sahharoos.

Oma bakalaureuset6o tegin projekti “Design and application of novel levansucrase catalysts for the
production of functional food ingredients (Functional Food Ingredients, FFI)” SLOMR12215T
raames, mille eesmérk on uudsete prebiootikumide siintees levaansukraasiga ja saadud produktide

rakenduste otsimine.

Kidesoleva bakalaureusetdod eesmérgiks oli todtada vidlja sobiv metoodika levaansukraasiga
stinteesitud FOS-i segu puhastamiseks. T60s saadud tulemusi kasutati juba FFI projektis ja
kasutatakse samalaadses toos ka edaspidi. Téo tehti TUMRI Geneetika dppetoolis. Sooviksin
tdnada oma juhendajaid, Tiina Alamie ja Eerik Jogi, kes aitasid mind nii t66 planeerimisel kui ka
koostamisel. Lisaks sooviksin tdnada teisi laborikaaslasi, Heiki Vijat Tallinna Keemilise ja
Bioloogilise Fiiiisika Instituudist ja Katrin Tomsonit Tallinna Toidu- ja Fermentatsioonitehnoloogia

Arenduskeskusest, kes t60 valmimisele kaasa aitasid.

Marksonad: fruktooligosahhariidid, levaan, inuliin, prebiootikumid, probiootikumid, Lsc 3 valk



1. KIRJANDUSE ULEVAADE
1.1 Prebiootikumid
1.1.1 Probiootikumid, prebiootikumid ja siinbiootikumid

Probiootikumid on tervete inimeste (ja loomade) soolest isoleeritud elusad mittepatogeensed
bakterid (peamiselt bifidobakterid ja laktobatsillid), mille suukaudne manustamine soodustab
inimese (ja looma) tervist. ‘Probiootiline’ tdhendab ‘elu jaoks’ (Gibson jt., 2010). Terminis on
liildetud ladinakeelne eessona ‘pro’ (jaoks) ja kreekakeelne omadussdna ‘Siwticog’, mis on tuletatud
nimisonast ‘Sioc’ (elu) (Hamilton-Miller jt., 2003). Probiootilised bakterid tugevdavad organismi
iildist heaolu ja immuunsiisteemi ning vihendavad haigestumise riski (Crittenden ja Playne, 1996;
Rivero-Urgell ja Santamaria-Orleans, 2001). Probiootilisi baktereid sisaldavaid jooke on inimesed
tarbinud rohkem kui 2000 aastat. Aastal 1907 niitas vene teadlane Metchnikoff, et teatud bakterite
manustamine mojub tervist parandavalt ja pikendab eluiga (Gibson jt., 2010). Eestis on populaarne
‘Helluse‘ piimatoodete sari, mille valmistamisel on kasutatud probiootilist bakterit Lactobacillus
fermentum ME3 (Mikelsaar ja Zilmer, 2009). Probiootikumid peavad vastama jargnevatele

tingimustele:

1) manustades peavad nad parandama inimese (looma) tervist;
2) nad ei tohi olla patogeensed,;

3) nad peavad sooles sdilitama oma elu- ja metabolismivdime (Gibson jt., 2010).

Alternatiivne meetod stimuleerimaks kasulike soolebakterite paljunemist ja aktiivsust, on kasutada
toiduprebiootikume (Gibson jt., 2010). Terminis ‘prebiootikum*‘ on liidetud ladinakeelne eessdna
‘pre‘ (enne) ja kreekakeelne omadussdna ‘Siwtikdg’, mis on tuletatud nimisdnast ‘Siog’ (elu)

(Hamilton-Miller jt., 2003; www.memidex.com/prebiotic). Seega on prebiootikumid elu

soodustavad ained, mille toime realiseerub ldbi peremeesorganismi mikrofloora (mikrobioota).
Tdestatud toimega ja juba kasutusel olevate prebiootikumide hulka kuuluvad inuliin, inuliini-tiiiipi
FOS-id, GOS-id ja laktuloos. Vdhem uuritud, kuid suure potentsiaaliga prebiootikumid on
laktosukroos, ksiilooligosahhariidid, raskesti lagunev tirklis, soja oligosahhariidid, oligopektiin ja -
kitiin, beeta-gliikaanid (leidub seentes, kaeras ja odras) ning taimsed poliifenoolid (Gibson jt.,
2010). Prebiootiline toime on tdestatud ka levaani-tiitipi FOS-idel (Porras-Dominguez jt., 2014).
Prebiootikumidest on pdhjalikumalt kirjutatud peatiikkides 1.1.2 ja 1.1.3.

Preparaate, mis sisaldavad prebiootilisi aineid koos probiootiliste mikroobidega, nimetatakse
stinbiootikumideks (Mussatto ja Mancilha, 2007).


http://www.memidex.com/prebiotic

1.1.2 Prebiootikumi definitsioon ja selle muutumine ajas

Gibson ja Roberfroid defineerisid 1995. aastal prebiootikume kui mitteseeduvaid aineid, mis tdnu
oma fiisioloogilistele omadustele stimuleerivad tervisele kasulike bakterite kasvu ja aktiivsust
sooles. Seda mdistet uuendati aastal 2004, defineerides prebiootikume selektiivselt
fermenteeritavate ainetena, mis muudavad nii soole mikrofloora koosseisu kui ka aktiivsust,
parandades seeldbi peremeesorganismi iildist heaolutunnet ja tervist (Gibson jt., 2004). Aastal 2010
otsustati, et kuna spetsiifiliste ainetega saab ilmselt selektiivselt mdjutada ka teisi inimese (ja
loomade) mikroobikooslusi, niiteks nahal, suuddnes ja suguelundite limaskestadel, oleks vaja
eristada soole mikroobikooslust mdjutavaid prebiootikume toiduprebiootikumidena (Gibson jt.,

2010). Selles bakalaureusetos tdhistame moistega ‘prebiootikum’ just toiduprebiootikume.

1.1.3 Prebiootikumide koostis, leidumine toidus ja iildised omadused

Prebiootikumid on nn elu soodustavad ained. Siiani on prebiootikumidena uuritud ja kasutatud
peamiselt oligo- ja poliisahhariide. Prebiootikumid peavad vastama jargmistele tingimustele:

1) nad ei tohi laguneda maohappe ega inimese (ja looma) seedeensiiiimide toimel;

2) neavad joudma lagunemata ja imendumata jamesoolde;

3) peavad olema selektiivseks toiduallikaks tervisele kasulikele soolebakteritele, soodustades
nende paljunemist ja aktiivsust. See voib omakorda kasulikult mdjuda inimese tervisele ja
heaolule (Gibson jt., 2004; Roberfroid jt., 2010).

Nendele tingimustele vastavad kindlasti liitsuhkrute hulka kuuluvad inuliin ja selle to6tlemisel
saadavad FOS-id, GOS-id ja laktuloos (Delzenne ja Roberfroid, 1994; Roberfroid ja Slavin, 2000;
Roberfroid, 2007%; Gibson jt., 2010). T#naseks on teada, et prebiootilise toimega on ka mdned teist
tlilipi ained, nditeks taimsed poliifenoolid, mida leidub nt punaveinis, kakaos ja sojaubades (Bolca
jt., 2013).

Oligosahhariidid on suhkrud, kus kaks vdi enam monosahhariidi (lihtsuhkru) molekuli on omavahel
gliikosiidsidemega tihendatud, moodustades kas lineaarse voi hargnenud ahela. Naiteks laktuloos,
FOS-id ja GOS-id kuuluvad oligosahhariidide hulka. Looma ja inimese organismis on MSO-sid
(mitteseeduvad oligosahhariidid) 1) voimalik eraldada taimedest (nt sojaoast); 2) siinteesida
ensiimaatiliselt disahhariididest, nt sahharoosist, laktoosist voi maltoosist; 3) saada taimsetest
poliisahhariididest nende ensiimaatilise v0i happelise hidroliiisiga (Rastall ja Maitin, 2002;
Oosterveld jt., 2002; van Laere jt., 2000). MSO-d soodustavad probiootiliste soolebakterite, just
bifidobakterite, metaboolset aktiivsust ja kasvu (Crittenden ja Playne, 1996). Inimese genoom
kodeerib viga vihe ensiiiime poliisahhariidide lagundamiseks. Naiteks suudab inimene lagundada

amiilaasiga tirklist. Jamesoolebakterid suudavad seevastu lagundada viga paljusid erinevaid



poliisahhariide (kiudaineid) ning seetottu stimuleerivad kiudained soolebakterite metabolismi
(Koropatkin jt., 2012). Oluline oleks kindlaks teha need kiudained, mis soodustavad just tervisele
kasulike (probiootiliste) bakterite paljunemist ja aktiivsust. Praeguse uuringute seisuga loetakse
prebiootiliste toiduainete hulka piim, mesi, erinevad puu- ja juurviljad, sibul, kiiiislauk, banaan,
rukis, oder, porrulauk ja sigur (vt Tabel 1; Voragen, 1998). Kd&ik need toiduained sisaldavad lisaks
muudele komponentidele ka prebiootilisi oligo- ja poliisahhariide. Prebiootilisi kiudaineid
kasutatakse ka toidulisandina. Nii on inuliini ja inuliini-tiiipi oligosahhariide (vt peatiikk 1.2)
kasutatud toidus rasva- ja suhkruasendajana. See vidhendab toidu kalorsust ning suurendab
kiudainete osakaalu (Mendoza jt., 2001).

Prebiootilised oligosahhariidid lahustuvad vees (Crittenden ja Playne, 1996; VVoragen, 1998). Nende
stabiilsus ja vastupidavus maohappele soltub suhkrujddkide tiilibist oligosahhariidis ja sidemete
tiiipidest suhkrujddkide vahel. Reeglina on heksoosidest koosnevad ahelad stabiilsemad kui
pentoosidest koosnevad ahelad ja B-sidemed stabiilsemad kui a-sidemed (Voragen, 1998). Uldiselt
on MSO-d sahharoosist umbes 0,3-0,6 korda vdhem magusad (vt Tabel 2). Oligosahhariidide
magusus soltub nende koostisest, PA-st (poliimerisatsiooniaste) ning mono- ja disahhariidide
sisaldusest preparaadis (Crittenden ja Playne, 1996; Voragen, 1998). Ahela pikenedes
oligosahhariidide magusus vdheneb (Roberfroid ja Slavin, 2000). Oligosahhariidide energeetiline
vadrtus on 1,5-2,0 kcal/g, mis on umbes 40-50% seeduvate siisivesikute, nt sahharoosi, omast (Sako
jt., 1999).

Peamiselt pakuvad oligosahhariidid huvi tdnu oma fiisioloogilistele toimetele (Crittenden ja Playne,
1996). Kuna MSO-d ei seedu inimese organismis (Crittenden ja Playne, 1996; Rivero-Urgell ja
Santamaria-Orleans, 2001), siis jouavad nad muundumata kujul jdmesoolde ja on toiduks teatud
soolebakteritele, sh laktobatsillidele ja bifidobakteritele, kelle arvukuse tdus mdjub inimese
tervisele kasulikult, niiteks inhibeerivad nad soolepatogeenide kinnitumist ja tugevdavad
immuunsiisteemi (Delzenne ja Roberfroid, 1994; Mussatto ja Mancilha, 2007). Sooles lagundatakse
MSO-d bakterite osalusel monosahhariidideks ja lithema ahelaga oligosahhariidideks (Delzenne ja
Roberfroid, 1994; Bielecka jt., 2002). Saadud produktid transporditakse bakterirakku ja kaaritatakse
liihikese ahelaga rasvhapeteks (LAR: atsetaat, laktaat, propionaat ja butiliraat), mille tagajarjel
alaneb soolesisu pH, mis inhibeerib patogeensete bakterite elutegevust ja omakorda stimuleerib
laktobatsillide ja bifidobakterite paljunemist (Mussatto ja Mancilha, 2007). Moodustunud
rasvhapetel on ka spetsiifilisi funktsioone ja paljud neist ootavad veel selgitamist. Inimese
jamesooles ja viljaheidetes on atsetaadi, propionaadi ja butiiraadi molaarsuhted 60:20:20 (den
Besten jt., 2013 ja sealsed viited). Seega moodustub sooles kdige enam atsetaati. Atsetaat ja

propionaat mdjutavad nditeks nii lipiidide (sh kolesterooli) kui ka gliikoosi ainevahetust (Rombeau
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ja Kripke, 1990; Roberfroid, 2007° den Besten jt., 2013). Atsetaat osaleb niiteks pika ahelaga
rasvhapete ja kolesterooli siinteesis ning on kosubstraadiks glutamiini ja glutamaadi siinteesis
(Knowles jt., 1974; den Besten jt., 2013). Atsetaat suurendab ka vere voolamist jimesoole
limaskesta, tinu millele paraneb soole motoorika (Scheppach, 1994). Ulejisnud atsetaadi
metaboliseerivad siida, rasvkude, neerud ja lihased (Knowles jt., 1974). LAR-idel on ka teisi
funktsioone. Butiiraat (ja vdhemal méiral ka atsetaat) on energiaallikaks soole epiteelirakkudele,
hoides neid funktsionaalsena. Libi epiteeli toimub ka toitainete, vee, Ca" ja teiste ioonide (Mg*,
Fe**) imendumine soolest. Mida parem on mineraalide (nt Ca®*) imendumine soolest, seda viiksem
on osteoporoosi haigestumise oht. On niidatud, et butiiraat kaitseb ka soolevahi eest (Duncan jt.,
2004; Bordonaro jt., 2014). Butiiraati moodustub sooles ka teistest LAR-idest. Naiteks iihtede
bakterite poolt toodetud piimhapet ja atsetaati saab moni teine bakter edasi kééritada butiiraadiks
(Duncan jt., 2004). Toidujddnuste mikroobsel kéadrimisel moodustuvate rasvhapete edasine

katabolism peremeesorganismis annab kuni 15% toiduenergiast (Blaut ja Klaus, 2012).

Seni on kodige enam uuritud inuliini ja inuliini-tiiipi fruktaanide prebiootilisi efekte (Roberfroid,
2005). Pohjuseks on nende ainete kittesaadavus ja mdistlik hind (Lafraya jt., 2011; de Abreu jt.,
2013). Selles t60s kisitletakse levaani ja levaani-tiitipi fruktaanide siinteesi ja puhastamist. Levaani-
titipi FOS-e kommertsiaalselt ei toodeta ja miiligil olev levaan on vidga kallis. Naiteks 1 g Z.
mobilis’e levaani maksab firmast Sigma-Aldrich ostes 219,5 eurot. Samal ajal kui 100 ¢
sigurijuurest puhastatud inuliini maksab 402 eurot ning daaliajuurest toodetud inuliin 204 eurot

(www.sigmaaldrich.com).

1.2 Inuliin ja inuliini-tiiiipi fruktooligosahhariidid prebiootikumidena

1.2.1 Inuliin, selle leidumine looduses ja toodetavad preparaadid

Inuliin on lineaarne fruktoosijddkidest koosnev poliisahhariid, milles fruktoosi monomeeride vahel
on B-2,1 gliikkosiidside. B-2,1 sidemega fruktaane on vOimalik toota bakterite ning seente ja nende
ensiiimide abil sahharoosist (Mussatto ja Mancilha, 2007). Lihtsam ja odavam on neid siiski
ekstraheerida taimedest, naiteks sigurijuurest (Cichorium intybus), mugulpéaevalillest (Helianthus
tuberosus) ja Jeruusalemma artiSokist ehk maapirnist (Cynara scolymus) (Praznik ja Beck, 1985;
Hellwege jt., 2000; Banguela ja Hernandez, 2006). Inuliini ja inuliini-tiiipi FOS-e (oligofruktoosi)
leidub ka nisus (Triticum), sibulas (Allium cepa), banaanis (Musa) ja kiitislaugus (Allium sativum)

(Roberfroid, 2005). Andmeid nende fruktaanide sisalduse kohta toiduainetes on esitatud Tabelis 1.


http://www.sigmaaldrich.com/

Tabel 1. Keskmine inuliini ja oligosahhariidide sisaldus toiduainetes kuivaine kohta.

Toiduaine Inuliin (g/1009) Oligofruktoos (g/100g) Allikas

Banaan 0.5 0.5 Moshfegh jt., 1999
Spargel 2.5 25 Moshfegh jt., 1999
Sigurijuur 41.6 22.9 Moshfegh jt., 1999
Kiiiislauk 125 5.0 Moshfegh jt., 1999
Jeruusalemma  artifok | 44 135 Moshfegh jt., 1999
(maapirn)

Porrulauk 6.5 5.2 Moshfegh jt., 1999
Sibul 4.3 4.3 Moshfegh jt., 1999
Nisu 2.5 2.5 Moshfegh jt., 1999
Oder ~1 Voragen, 1998
Rukis ~0.7 Voragen, 1998
Jakoonijuur 22-77 Hermann jt., 1999

Kodige enam kasutatakse inuliinipreparaatide tootmiseks sigurijuurt. Selle kuivkaalust moodustab
erineva ahelapikkusega inuliin ~60% (Milala jt., 2009). Inuliin saadakse sigurijuurest kdtte kuuma
vee ekstraheerides, selle tulemusena saadakse nii GF, kui ka F,, tiitipi fruktaane, mille PA varieerub
vahemikus 2-60. Keskmine fruktaanahela PA sigurist ekstraheeritud produktis on ~10-12
(Roberfroid, 2007b; vt Joonis 1). Sigurifruktaanide fraktsioonide analiilis on ndidanud, et sellest
55% moodustavad oligosahhariidid PA-ga 2-19, 28% PA-ga 20-40 ning 17% PA-ga iile 40 (van
Loo jt., 1995).

Osaline
Sigurijuur Kuuma veega ensiimaatiline i
IES LRI | cicstaheerimine . Ee e BN Oligofruktoos
GF, : GF,and F,
(05954 oY= ,
o0 O
O ',‘.',:‘ 295 & - O B
OO+ o000 o0
OO« o<
‘ R (? ) o 3 (? )
) . 241 24
Fraidoos |  PA=2-60vdi suurem PA=2-9

PA - poliimerisatsiooniaste { -

Joonis 1. Inuliini ja oligosahhariidide eraldamine sigurijuurest. Joonis périneb veebilehelt
www.beneo.com. Lisatud on eestikeelsed selgitused.

Pohiline prebiootiliste preparaatide tootja on firma Beneo, kes toodab neid nii inimestele kui ka
loomadele. Preparaatide tootmiseks vajaminev inuliin saadakse sigurijuurest. Beneo inuliini on
voimalik kasutada ka rasvaasendajana. Inuliini osalisel hiidroliiiisil saadakse oligofruktoos, mida
kasutatakse suhkruasendajana. Inuliinist toodetud oligofruktoosi preparaadid on vélja toodud
Tabelis 2. Lisaks inuliini ja oligofruktoosi preparaatidele toodab Beneo ka isomaltitooli,

palatinoosi™, riisitérklise ja riisijahu preparaate (vt www.beneo.com).
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Tabel 2. Firmas Beneo inuliinist toodetavad oligofruktoosi preparaadid. Tabel parineb veebilehelt
WWw.beneo.com.

Preparaat Oligofruktoosi hulk Magusus  vorreldes | Vedel/pulbriline
sahharoosiga

Orafti® L60 60% 65% Vedelik

Orafti® L85 85% 50% Vedelik

Orafti® L90 90% 40% Vedelik

Orafti® 195 95% 30% Vedelik

Orafti® P95 95% 30% Pulber

Inuliini ja inuliini oligosahhariide on lisatud jogurtisse, keefirisse, suppidesse, kastmetesse,
erinevatesse jookidesse, kiipsistesse, hommikuhelvestesse, kommidesse ja isegi Sokolaadi

(www.beneo.com). Aastal 2015 kiitis EFSA heaks inuliini kasutamise inimtoidus k&hukinnisuse

leevendamiseks. Vabatahtlikel, kes tarbisid 12 g inuliini pdevas, leevenes kdohukinnisus. Soovitatav
kiudainete hulk inimtoidus on 25 g pédevas, kuid sageli on see viiksem, jdddes 15 grammi juurde
pdevas. Seetottu soovitab EFSA kasutada inuliiniga rikastatud toitu voi inuliini sisaldavaid

preparaate toidulisandina (www.insights.ingredientsnetwork.com).

Eesti poelettidelt vOib leida niiteks inuliiniga rikastatud Largo ploominektarit ning
hommikus6ogipulbrit Femisoja Plus (vt Lisa 1). Uudne inuliini-tiiiipi FOS-ide allikas on Andide
maéestikust périnev eksootiline jakoon Smallanthus sonchifolius, mille juured sisaldavad suures
koguses (22-77% kuivkaalust) -2,1 sidemega FOS-¢ PA vairtusega 3-10. Jakoonijuure maitse ja

tekstuur on kombinatsioon dunast ja arbuusist (Hermann jt., 1999; Ojansivu jt., 2011).

1.2.2 Inuliini-tiiiipi fruktooligosahhariidide siintees mikroobsete ensiiiimidega

Inuliini-tiiiipi FOS-e on vdimalik toota ensiimaatiliselt seente ning bakterite ja nende enstitimide:
fruktostiiili transferaaside (EC 2.4.1.9) (Ghazi jt., 2007) ja B-fruktofuranosidaaside (EC 3.2.1.26)
(Yanai jt., 2001) abil. Siinteesil kasutatakse substraadina sahharoosi. Niitena voib tuua
piimhapebakteri Lactobacillus reuteri tiive 121 fruktostiiili transferaasi, mis siinteesib nii FOS-e kui
ka inuliini (Sangeetha jt., 2005). Toostuslikuks tootmiseks kasutatakse enim hallitusseente (nt
liikide Aspergillus ja Penicillium) vastavaid ensiiiime (Sangeetha jt., 2005; Dominguez jt., 2014).
FOS-ide moodustumiseks on vajalik korge sahharoosi kontsentratsioon reaktsioonisegus.
Produktidena tekivad lithikese ahelaga FOS-id: kestoos, niistoos ja fruktosiitilniistoos (F-niistoos)

(Dominguez jt., 2014; vt Joonis 2).
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Joonis 2. Inuliini ja inuliini-tiitipi FOS-ide koostis. Ndidatud on nende fruktaanide ensiimaatilise
stinteesi substraat (sahharoos) ja produktid ning nendes esinevad erinevad gliikosiidsidemed. Joonis
parineb modifitseeritud kujul veebilehelt www.fnsugar.co.jp/eng/inulin.html. Lisatud on
eestikeelsed selgitused.

Stinteesi esimeses etapis sahharoos transfruktosiiiilitakse, st aktseptorina toimivale sahharoosi
molekulile lisatakse B-2,1 sideme kaudu fruktoosijadk, mis parineb teisest reageerivast sahharoosi
molekulist. Edaspidi saab moodustunud 1-kestoosi sahharoosist parinevate fruktoosijadkidega
pikendada (Lammens jt., 2009). Seetdttu algavad inuliini ja inuliini-tiiipi FOS-ide ahelad gliikoosi
molekuliga, on GF, tiilipi. Lisaks fruktoosijddkide vahelistele B-2,1 sidemetele sisaldub ahelas ka a-

1,2 side sahharoosi molekuli gliikkoosi- ja fruktoosijddkide vahel (Joonis 2).

Ensiimaatilise siinteesi kdigus moodustunud FOS-id sisaldavad suurel méiral monosahhariide —
peamiselt gliikoosi, sest ahelate pikendamiseks kasutatakse sahharoosis sisaldunud fruktoosi ja
gliikoos vabaneb kdorvalproduktina. Lisaks sellele vdivad ensiimaatilisel teel siinteesitud FOS-id
sisaldada ka reageerimata sahharoosi. Puhta FOS-i preparaadi saamiseks tuleks 10pp-produkti
puhastada gliikoosist, fruktoosist ja sahharoosist (Carabin ja Flamm, 1999; Niness, 1999). Inuliini-
tiitipi FOS-e on vdimalik mono- ja disahhariididest puhastada fermentatsiooni teel (Makras jt.,
2005).

1.2.3 Inuliini ja inuliini-tiitipi FOS-ide prebiootiline toime

Voime metaboliseerida inuliini-tiitipi fruktaane on olemas nii bifidobakteritel kui ka laktobatsillidel.
Samas vo0ib neil substraatide kasutamise muster olla erinev. Néiteks L. acidophilus 1BB 801
metaboliseerib ainult oligofruktoosi samal ajal kui L. paracasei subsp. paracasei 8700:2 lagundab
kiiresti nii oligofruktoosi kui ka pikaahelalist inuliini. Koikidel juhtudel on peamiseks
kddrimisproduktiks piimhape. Pikaahelalise inuliini voi oligofruktoosiga rikastatud inuliini
fermenteerimisel moodustub suurel hulgal ka &addikhapet, formiaati (sipelghape) ja etanooli.

Hapnikuvabas keskkonnas ja neutraalse pH juures toodavad laktobatsillid vorreldes
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bifidobakteritega oluliselt vihem metaboolseid kdrvalprodukte. See voib olla tingitud laktobatsillide
voimest lagundada inuliini-tiiiipi fruktaane kiiremini kui bifidobakterid (Makras jt., 2005). Inuliini
kasutamine on seotud selleks vajalike ensiitimide siinteesiga. Niiteks bifidobakterid siinteesivad [3-
fruktofuranosidaasi, mis suudab lagundada inuliini ja vastavaid FOS-e ekso-aktiivsusega, st ahela
otsast (Bujacz jt., 2011). Seega on inuliini-tiitipi FOS-idel bifidogeenne toime — suureneb
bifidobakterite arvukus ja metaboolne aktiivsus inimese sooles (Rossi jt., 2005). Gibson jt poolt
labiviidud uuringus selgus, et kui terved tdiskasvanud inimesed tarvitavad kahe nddala jooksul 3
korda pédevas 5 g inuliini-tiitipi FOS-e, suureneb nende kiérsoole bifidobakterite arvukus 6-22%
(Gibson jt., 1995). Samas niiteks vdga tohus kiudainete lagundaja jamesooles on Bacteroides
thetaiotaomicron, kes ei suuda lagundada inuliini. Kiill aga kasvab ta inuliinist selle hiidroliilisiga
tehtud FOS-idel (Sonnenburg jt., 2010; Adamberg jt., 2014).

1.3 Levaan ja levaani-tiiiipi fruktooligosahhariidid prebiootikumidena
1.3.1 Levaani-tiiiipi fruktooligosahhariidid kui uudsed prebiootikumid

Levaan on fruktoosi biopoliimeer, mida toodavad eelkdige bakterid perekondadest Pseudomonas,
Gluconacetobacter, Zymomonas, Bacillus, Lactobacillus ja Streptococcus (Visnapuu, 2012;
Visnapuu jt., 2015). Tanu levaanile on nad véimelised moodustama biokilet ja kinnituma pindadele
(nt mullaosakestele (Ben Ammar jt., 2002). Siinteesitud fruktaanid stabiliseerivad rakumembraane

ning aitavad bakteritel toime tulla keskkonnastressiga (Rozen jt., 2001; Song ja Jacques, 1999).

Levaani-tiiiipi FOS-ide bioloogilisi efekte on alles vdga vidhe uuritud, eriti kui vorrelda inuliini-
tiilipi substraatide vastavate uuringutega. Samas on moned tddd, mis nditavad selgelt nende
prebiootilist potentsiaali. Nditeks levaani happelisel hiidroliitisil saadud FOS-idel ndidati tGhusamat
bifidobaktereid stimuleerivat toimet kui inuliini-tiitipi FOS-idel (Marx jt., 2000). Ka neokestoosil
(sisaldab B-2,6 sidet nagu levaangi; vt Joonis 3) on tugev prebiootiline toime. Parmi Pfaffia
rhodozyma abil toodetud neokestoos stimuleerib nditeks laktobatsillide ja bifidobakterite kasvu ja
paljunemist suuremal mééral kui inuliini-tiitipi FOS-i preparaat raftiloos (Lim jt., 2007). Porras-
Dominguez jt (2014) testisid kuue probiootilise bakteritiive kasvu levaanil ja sellest saadud FOS-
idel. Nad niitasid, et L. paracasei, B. longum var. infantis 17930 ja B. longum kasvasid vordselt
hésti molemal substraadil, samas kui B. bifidum, B. longum var. infantis NRRL 4661 ja B. breve
kasutasid levaanist paremini FOS-e. See virske t66 nditab selgelt levaani ja levaani-tiitipi FOS-ide
prebiootilist potentsiaali, aga ka erinevusi probiootiliste bakterite vahel levaani poliimeeri ja sellest
tehtud FOS-ide kasutamises.

Levaansukraasi reaktsiooniprodukte on vdimalik tdnu nende fiitisikalistele omadustele (lahustumine

nii vees kui ka Olis, vastupidavus korgele temperatuurile ning hapetele/alustele, viskoossus)
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kasutatada ka meditsiinis (ravimikapslite materjali ja vereplasma asendajana), toiduainetodstuses
(paksendajana ja emulgaatorina) (Bekers jt., 2005; Banguela ja Hernandez, 2006) ja kosmeetikas
(poletikuvastane toime ning rakkude paljunemise soodustaja) (Kim jt., 2005). Levaani puhul on
kirjeldatud nii vdhivastane kui immuunsiisteemi stimuleeriv toime (Esawy jt., 2013) ning rasvumis-

ja kasvajavastane toime (Yoo jt., 2004).

Levaani-tiiiipi FOS-ide tootmine levaanist on majanduslikult kulukas ning seetdttu voiks kaaluda ka
teisi alternatiive. Uheks mooduseks oleks kasutada mdnda jimesooles elavat bakterit, kes nd
kohapeal levaani lagundaks, tekitades sellest $-2,6 sidemega FOS-e teistele tervisele kasulikele
soolebakteritele. Aastal 2010 niidati, et tavaline jamesoolebakter B. thetaiotaomicron kasvab
levaanil ja siinteesib rakuvilist endolevanaasi (Sonnenburg jt., 2010). Seega voiks see bakter
jamesooles levaani-tiilipi poliimeere FOS-ideks lagundada. Moodustuvad produktid voiksid olla

selektiivseks toiduks naiteks bifidobakteritele.

1.3.2 Levaani ja levaani-tiiiipi fruktooligosahhariidide siintees

Levaani siinteesimise protsessi on kdige enam uuritud bakteritel Z. mobilis, S. salivarius ja B.
subtilis (van Hijum jt., 2001). Levaansukraas (EC 2.4.1.10) kuulub gliikosiidi hiidrolaaside
perekonda GH68, kuhu on koondatud bakteriaalsed fruktosiiiiltransferaasid, mis viivad l&bi nii
transfruktosiileerimist kui ka sahharoosi hiidroliitisi (Lammens jt., 2009). Levaansukraasid
kasutavad lisaks sahharoosile substraadina ka rafinoosi ja stahhiioosi (Visnapuu jt., 2008; 2015;
Joonis 3). Levaansukraas siinteesib nii FOS-e kui ka korgpoliimeerset fruktoosist koosnevat levaani,
mille peaahel koosneb [(-2,6 gliikosiidsidemetega {iihendatud fruktoosijddkidest. Fruktoosist
koosnevad korvalahelad on seotud B-2,1 gliikosiidsideme kaudu (Joonis 3; Vijn ja Smeekens,

1999). Joonisel 3 on ndidatud levaansukraaside substraadid ning lithikese ahelaga produktid.

Poliimerisatsiooniprotsessis toimub uute sidemete siintees, milleks vajalik energia saadakse
substraadimolekulis sisalduvate gliikosiidsidemete I6hkumisest (Ozimek jt., 2006; Velazquez-
Hernandez jt., 2009). Levaani PA on enamasti suurem kui inuliinil (Vijn ja Smeekens, 1999). Lsc3
(levaansukraas 3) valguga siinteesitud levaani PA vaib olla kuni ~30000 (Aasamets, avaldamata
andmed), kusjuures siinteesitud FOS-ide PA on kuni 8-9 (Visnapuu jt., 2015).

Reaktsiooni kdigus seotakse esmalt sahharoosist périt fruktoosijadk levaansukraasi aktiivtsentrisse.
Hiljem kantakse see iile aktseptormolekulile, milleks v3ib olla sahharoos, fruktaanahel, aga ka vesi
voi glitkoos. Kui aktseptoriks osutub vesi, toimub sahharoosi hiidroliiiis (moodustuvad gliikoos ja
fruktoos), kui gliikoos, tekib vahetusreaktsiooni tulemusel tagasi sahharoos. Selleks, et toimuks

FOS-ide voi levaani siintees, peab aktseptoriks olema kas sahharoos voi fruktaanahel (Ozimek jt.,
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2006). Reaktsiooni kdigus eraldub igast levaansukraasiga reageerinud sahharoosi molekulist tiks
molekul gliikoosi, mis koos teiste fruktosiiiili aktseptoritega (Sahharoos ja fruktaanid) hakkab
konkureerima levaansukraasi aktiivtsentrisse seostumise parast (Lyness ja Doelle, 1983; Hettwer jt.,
1995; Ananthalakshmy ja Gunasekaran, 1999).
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Joonis 3. Levaansukraasi poliimerisatsiooniprotsessis osalevad substraadid ja siinteesitavad
produktid. Joonis périneb modifitseeritud kujul artiklist Visnapuu jt., 2015. Joonisel ei ole ndidatud
levaani poliimeeri ega korvalahela moodustumist. Lisatud on eestikeelsed selgitused.

Levaansukraasidel esineb sahharoosile mdddukas kuni suhteliselt korge afiinsus (Km = 6,6-50 mM).
P. syringae DC3000 pv. tomato levaansukraasidel (Lsc2 ja Lsc3) on sahharoosile keskmine afiinsus
(~20 mM) (Hettwer jt., 1995; Yun, 1996; Ozimek jt., 2006; Velazquez-Hernandez jt., 2009;
Waldherr jt., 2008; Visnapuu jt., 2011; Alamde jt., 2012). Paljud levaansukraasid, sh ka P. syringae
pv. tomato Lsc2 ja Lsc3, saavad lisaks sahharoosile kasutada substraadina ka rafinoosi (van Hijum
jt., 2004; Trujillo jt., 2004; Visnapuu jt., 2008) ja stahhiioosi (Yanase jt., 2002; Visnapuu jt., 2011;
Joonis 3). Lisaks on meie grupis ndidatud, et Lsc3 valk saab siinteesiprotsessis aktseptorina
kasutada ka ebatavalisi fruktosiiiili aktseptoreid, nditeks ksiiloosi, fukoosi, ksiilobioosi, sorbitooli,

arabinoosi jmt molekule (Visnapuu jt., 2011).

Levaansukraasid siinteesivad jargmisi FOS-e: disahhariid blastoosi, trisahhariide 1-kestoosi, 6-
kestoosi ja neokestoosi, tetrasahhariidi niistoosi ja ka pikema ahelaga FOS-e. Tuleb maérkida, et
levaansukraasiga siinteesitavate FOS-ide hulgas on ka inuliini-tiiiipi FOS-e, nt 1-kestoosi (Joonis 3).
Koige lithema ahelaga levaani-tiiiipi FOS, mida siinteesivad ka monede seente invertaasid, on 6-
kestoos (Homann jt., 2007; Bekers jt., 2002; de Abreu jt., 2013; Lafraya jt., 2011; vt Joonis 3).
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Keskkonnatingimustega on vdimalik m&jutada poliimerisatsiooniproduktide saagist. Naiteks levaani
stinteesil Z. mobilis 113S rakkudega néidati, et soola lisamine kddrimiskeskkonda suurendab
siinteesitavate FOS-ide hulka. Kui kdarimiskeskkond sisaldas 10% sahharoosi, siis suurendas 0,6 M
NaCl lisamine FOS-ide saagist 3,5 korda. Korgel sahharoosi kontsentratsioonil (65% w/w) hakkasid
soolad FOS-i tootmist inhibeerima. Kd&rgel sahharoosi kontsentratsioonil voib FOS-i viikese
saagikuse pohjuseks olla ka sahharoosi molekuli I6hkumisel vabanev gliikkoos, mis kditub FOS-i
poliimerisatsiooniprotsessi inhibiitorina (Sangeetha jt., 2005). Kui vaba gliikoosi kontsentratsioon
reaktsioonisegus tduseb 30 mM-ni, siis hakkab see inhibeerima ensiitimi poliimeriseerivat aktiivsust
ning reaktsioon aeglustub (Lyness ja Doelle, 1983; Hettwer jt., 1995; Ananthalakshmy ja
Gunasekaran, 1999). Reaktsiooni inhibitsiooni on voimalik vdhendada, kui reaktsioonisegusse

lisada ensiitimi gliikoosi oksiidaas, mis oksiideerib gliikoosi glilkoonhappeks (Han jt., 2009).

Ka Lsc3 valgu puhul on niidatud, et tema poliimeriseerimisvoimet ja produktide spektrit mojutab
tugevasti substraadi (sahharoosi) kontsentratsioon. Madalal sahharoosi kontsentratsioonil
siinteesitakse peamise transfruktostiiilimisproduktina levaani ning toimub ka sahharoosi hiidroliiiis.
Juba alates 300 mM sahharoosi kontsentratsioonist viheneb levaansukraasi hiidroliititiline aktiivsus
ja poliimerisatsiooniproduktina hakkab moodustuma rohkesti FOS-e. Niiteks siinteesib Lsc3 valk
toatemperatuuril (23 °C) 1200 mM sahharoosist 3 korda vahem levaani kui 300 mM sahharoosist
(Visnapuu jt., 2009).

Kuna levaansukraasid taluvad védga histi korgeid temperatuure, on temperatuuriga voimalik
mdjutada  levaansukraasi  poliimeriseerivat  aktiivsust.  Erinevatest —mikroobidest  périt
levaansukraaside temperatuurioptimumid jddvad substraadi hiidroliiiisil vahemikku 30-60 °C.
Madalamad temperatuurid soodustavad levaansukraasi poliimeriseerivat aktiivsust (Chambert ja
Petit-Glatron,  1991; Hernandez jt.,, 1995; Hettwer jt., 1995). Kui kasutada
poliimerisatsioonireaktsioonis substraadina 1200 mM sahharoosi, siis on P. syringae pv. tomato
Lsc3 poliimeriseeriv aktiivsus temperatuuril 60 °C 67% ning temperatuuril 20 °C 80%. Seega
mdjutavad reaktsioonisaaduste hulka ja mustrit paljud tegurid, millest temperatuur ja substraadi
kontsentratsioon on koige olulisemad (Visnapuu jt., 2011, 2015).
FOS-e on vdimalik toota ka levaani ensiimaatilise hiidroliilisi teel. Néiteks on B. licheniformise
endolevanaasi LevB1 abil toodetud bakteritega siinteesitud levaanist FOS-e (Porras-Dominguez jt.,
2014).

1.3.3 Fruktooligosahhariidide puhastamine lisanditest

Selleks, et oleks voimalik uurida siinteesitud FOS-ide prebiootilist toimet, on vaja nad puhastada
segavatest lisanditest. FOS-i siirupi puhastamiseks tuleb sellest eemaldada mono- ja disahhariidid
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(gliikkoos, fruktoos ja sahharoos). Kuna reaktsiooni kédigus fruktoosijadgid poliimeriseeritakse ning
gliikoosi molekulid vabanevad reaktsioonisegusse, siis sisaldab FOS-i lahus eriti suures koguses
gliikoosi. Naiteks selles t60s kasutatud FOS-i siirupi glitkoosisisaldus on ~300 mg/ml. Sahharoosi ja
fruktoosi sisaldus on viiksem: fruktoosi ~70 mg/ml ja sahharoosi ~40 mg/ml (Adamberg jt., 2014).
Mono- ja disahhariidide eemaldamiseks FOS-ide lahustest on kirjanduse andmetel kasutatud
mitmeid erinevaid meetodeid: nt toGtlust aktiivsde ja/voi tseoliidiga ning selektiivset

fermentatsiooni parmiga (Lu jt., 2012).

Tseoliiti on kasutatud toiduainetodstuses ning suhkrute ja valkude puhastamiseks. Kuhn jt (2014%)
kasutasid FOS-ide puhastamiseks NaX tseoliiti (Na,O«Al2.03.2.5Si026H,0 (Dalai jt., 1985)),
mille poori diameeter on 0,25-0,40 mm. Kasutades elueerimisel statsionaarse faasina tseoliiti ja
mobiilse faasina etanooli lahust, on voimalik iiksteisest eraldada suure ja vdikese molekulmassiga
tthendeid. Suure molekulmassiga tihendid (nt FOS-id) ei tungi tseoliidi pooridesse. Viikese
molekulmassiga monosahhariidid (gliikkoos ja fruktoos) mahuvad tseoliidi pooridesse ning
elueeruvad etanooliga hiljem. Sahharoosi eraldamiseks FOS-idest peaks tdstma protsessi

labiviimise temperatuuri ning vihendama etanooli kontsentratsiooni eluendis (Kuhn jt., 2014%).

FOS-ide puhastamiseks monosahhariididest on vodimalik statsionaarse faasina kasutakse ka
granuleeritud aktiivsiitt, mille ithe grammi eripind on 500 kuni 1500 m?% Aktiivsée puhul
konkureerivad FOS-id koos eluendiga (etanooliga) samadele seostuskohtadele aktiivsde pinnal.
Selleks, et kolonnimaterjalile absorbeerunud i{ihendid (eelkdige FOS) véljutada, tuleks vdhendada
FOS-i ja aktiivsoe vahelist afiinsust. FOS-ide véljutamine sdltub sdele seostunud iihendite
desorptsioonivoimest kolonni voolutamisel etanooliga selle erinevatel kontsentratsioonidel. On
kasutatud ka koadsorbenti (nditeks steariinhapet), et voimendada desorptsiooni ning véltida
iihendite tagasiseostumist (Kuhn jt., 2014%). Nii tseoliidi kui ka aktiivsde kasutamisel on olulisteks
parameetriteks kolonni kdrgus, etanooli kontsentratsioon, eluendi voolukiirus ja kolonni sisestatud

puhastatava materjali maht (Kuhn jt., 2014%; Kuhn jt., 2014%).

FOS-ide puhastamiseks on vdimalik kasutada ka mono- ja disahhariidide selektiivset eemaldamist
parmidega. Parmidega toodeldes tuleks jélgida, et suhkrute kontsentratsioon reaktsioonisegus oleks
suhteliselt madal. Korge suhkru kontsentratsiooni juures parm ei fermenteeri, sest kdik ressursid
suunatakse osmootse stressi iile elamiseks. Seega tuleb FOS-i lahust (siirupit) pdrmidega
tootlemiseks lahjendada ning hiljem saadav produkt uuesti kontsentreerida (Lu jt., 2012). Parmiga
tootluseks on kasutatud erinevaid parme, nt S. cerevisiae’t ja Pichia heimii’t (Sheu jt., 2013; Lu jt.,
2012; Adamberg jt., 2014; Yoon jt., 2003; Pan ja Lee, 2005). Eeldatakse, et pairm kasutab &ra
mono- ja disahhariidid ning FOS-id jdivad alles (Pan ja Lee, 2005). FOS-ide puhastamiseks on
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voimalik lahust toodelda ka immobiliseeritud parmirakkudega. Lu jt (2012) kasutasid FOS-i lahuse
puhastamiseks immobiliseeritud Wickerhamomyces anomala parmirakke. See, millisel méiral ja kui
kiiresti suudab pdarm mono- ja disahhariidide metaboliseerida, soltub kasutatavast parmist,
kasvutingimustest (acroobne/anaeroobne) ning parmi elulemusest (Snoek ja Steensma, 2007; Pan ja
Lee, 2005; Pratt jt., 2003). Niiteks ei suuda invertaasnegatiivne S. cerevisiae metaboliseerida
sahharoosi ega FOS-e. Seetottu jddvad vastava parmiga toodeldes FOS-i lahusesse alles nii
oligosahhariidid kui ka sahharoos (Needleman, 1991; Wang ja Needleman, 1996; Adamberg jt.,
2014). See ei tdhenda, et sahharoosi eemaldamine FOS-i lahusest oleks parmide abil teostamatu.
Van der Heijden jt (1999) puhastasid sahharoosist ja etanoolist ensiimaatiliselt siinteesitud etiiiil-f3-
D-fruktofuranosiidi parmiga Hansenula polymorpha (Pichia angusta). H. polymorpha on kiill
invertaasnegatiivne parm, kuid suudab sahharoosi lagundada rakusisese maltaasiga (Liiv jt., 2001).
Katse tulemustest selguski, et lisaks gliikoosile ja fruktoosile eemaldati reaktsioonisegust ka

sahharoos (van der Heijden jt., 1999).

Gliikoosi eemaldamiseks on vdimalik kasutada ka ensiiimi glikoosi oksiidaas ja
kaltsiumkarbonaati. Sellisel juhul konverteerib gliikkoosi oksiidaas gliikoosi gliikoonhappeks, mis

omakorda sadestatakse reaktsioonisegust vilja kaltsiumkarbonaadi abil (Sangeetha jt., 2005).

Kui toodelda FOS-i lahust parmidega, tuleb silmas pidada, et pirmid mdjutavad oma elutegevuse
tulemusel FOS-i lahuse keemilist koostist. Parmide elutegevuse tulemusel toodetakse etanooli,

gliitserooli, trehaloosi ja orgaanilisi happeid (Lu jt., 2012).
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2. EKSPERIMENTAALOSA
2.1 Too eesmirgid

Meie t6orithm tootab SA Archimedese kaudu Euroopa Liidu finantseeriva projekti “Design and
application of novel levansucrase catalysts for the production of functional food ingredients
(Functional Food Ingredients, FFI)” kallal. Projekt sai alguse 2012. aasta 13pus ning néeb ette Lsc3
valguga levaani ja fruktooligosahhariidide ensiimaatilist siinteesi, produktide eraldamist,
puhastamist, analiilisimist ja saadud produktide kasutusvoimaluste uurimist. Et oleks voimalik
uurida levaani-tiiiipi fruktooligosahhariidide prebiootilist toimet, tuleb fruktooligosahhariidid

puhastada segavatest lisanditest.

Kéesolev bakalaureuset6d toimus biotehnoloogia-alase projekti FFI raames ja selles piistitati

jargmised eesmérgid:

1. FEraldada sahharoosist Lsc3 valgu abil ensiimaatiliselt siinteesitud reaktsiooniproduktid —
levaan ja FOS-id;

2. Tootada vilja sobiv metoodika FOS-i lahuse puhastamiseks monosahhariididest pagariparmi
invertaasnegatiivse mutandiga;

3. Hinnata aereerimise mdju puhastusprotsessile;

4. Iseloomustada parmiga toddeldud FOS-i lahuse koostist pérast selle tootlust parmiga;

5. Hinnata parmirakkude fiisioloogilist seisundit ja elulemust to6tluse jooksul.

2.2 Materjal ja metoodika
2.2.1 Kasutatud parmitiivi

Toos kasutatav Saccharomyces cerevisiae tiive BY4741 invertaasnegatiivne mutant Y02321
(MATa; ura3A0; leu2A0; his3Al; metl5SA0; YIL162w::kanMX4) on parit Euroscarf’i

kollektsioonist (www.euroscarf.de).

2.2.2 Sootmed ja parmi ettekasvatamine

S. cerevisiae kasvatati rikkal YPD so6tmel, mis sisaldas 1% parmiekstrakti, 2% peptooni ja
siisinikuallikana 2% gliikoosi. Tardso6tmed geelistati 1,5% agariga. Steriilsetes tingimustes kiilvati
varsked S. cerevisiae rakud tards6otmelt 5 ml-sse YPD vedelsdootmesse ja neid kasvatati loksutil
aereerides temperatuuril 30 °C YPD vedelsootmes ~9 h. Seejirel kiilvati saadud inokulum
steriilsetes tingimustes 50 ml-sse YPD vedelso6tmesse ning kasvatati loksutil aereerides

temperatuuril 30 °C iile66 kuni ODgg viirtuseni ~10.

19


http://www.euroscarf.de/

2.2.3 FOS-ilahuse tootlemine pirmiga

Ettekasvatatud pirmirakud eraldati sodtmest tsentrifuugides (~5000 g; 3 min; 4 °C). Rakud pesti
autoklaavitud veega steriilsetes tingimustes ning suspendeeriti 45 ml-s lahuses, mis koosnes 22,5
ml-st autoklaavitud destilleritud veest ja 22,5 ml-st autoklaavitud kraaniveest. Sellele segule lisati 5
ml FOS-i siirupit, mille iildsuhkrusisaldus oli ~500 g/l. Seega lahjenes FOS-i siirup parmiga
toodeldavas lahuses ~10 x. Parmirakke lisati nii palju, et nende algne kontsentratsioon toddeldavas
FOS-i lahuses oleks ODgyy 10 (~3,1”‘108 rakku/ml). Parmit66tlus, mis kestis kokku 24 tundi, viidi
1abi nii aereeritud kui ka aereerimata tingimustes. Aeroobsel tootlusel inkubeeriti FOS-i segus
suspendeeritud pérmirakke loksutil (180 rpm; 30 °C). Aereerimata protsessis, mida antud t66s
nimetatakse staatiliseks to6tluseks, toimus inkubatsioon IKAR Big Squid magnetsegajal (80 rpm; 30
°C). Tootlemise alguses vdeti pirmiga toodeldavast FOS-i segust nullproov ning jérgnevalt vdeti
proove iga 3-6 h tagant, et médrata rakkude fiisioloogilist seisundit ja toddeldava proovi suhkrute
kontsentratsioone. Proovid voeti steriilsetes tingimustes. Rakud eraldati reaktsioonisegust
tsentrifuugides (10000 g; 2 min). Supernatant siilitati siigavkiilmas (-20 °C) edasisteks

analiitisideks.

2.2.4 Parmi metaboolse aktiivsuse ja elulemuse hindamine

FOS-i lahuse parmitodtluse jooksul eraldatud rakususpensiooni proove siilitati jadl kuni analiilisini.
Rakud eraldati reaktsioonisegust tsentrifuugides (10000 g; 2 min). Nende fiisioloogilise seisundi
hindamiseks vérviti neid nii metiileensinisega kui ka FDA-ga (fluorestsiindiatsetaat).
Metiileensinise abil hinnati rakkude elulemust ning FDA-ga rakkude metaboolset aktiivsust.

Péarmirakkude seisundit vaadeldi ka fluoresentsmikroskoobis (vt pt 2.2.4.3).

2.2.4.1 Varvimine metiiiileensinisega

Erinevatel ajamomentidel vdetud jdil hoitud proovidest tehti 10x lahjendus autoklaavitud H,O-s.
Pérmirakud virviti metiileensinisega, mille 16pp-kontsentratsioon proovis oli ~0,5%. Vérvunud ja
varvumata rakud loendati loenduskambris (Neubauer-lImproved, Marienfield-Superior, Saksamaa),
kasutades mikroskoopi Olympus CX21. Rakud loendati kuivsiisteemis kogusuurendusel 400 x.
Keskmise rakkude arvukuse (rakku/ml) leidmiseks loendati rakud vdhemalt 10 ruudus.

Péarmirakkude elulemus esitati elusrakkude protsendina.

2.2.4.2 Virvimine fluorestsiindiatsetaadiga

FDA (Sigma-Aldrich) alglahus tehti atsetoonis (2 mg/ml) ning siilitati temperatuuril -20 °C.
Toolahuse saamiseks lahjendati seda alglahust puhvris (100 mM MOPS puhver, pH 7,4) 50 korda.

S. cerevisiae elulemuse hindamiseks tehti erinevatel ajamomentidel voetud proovidest lahjendused
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autoklaavitud H,O-s, et saavutada ODgy vadrtus ~0,2. 100 ul lahjendatud proovi kanti
mikrotiiterplaadile (Greiner Bio-One REF 655209) ning seejdrel lisati 100 ul FDA to6lahust. FDA

16ppkontsentratsioon analiiiisitavas proovis oli 20 pug/ml.

Proovi ja FDA todlahusega mikrotiiterplaati inkubeeriti 30 °C termostaadis. Ajapunktides 5, 10 ja
15 minutit moodeti proovide fluorestsents spektrofotomeetril (Infinite M200 PRO Tecan; Ex
485/Em 527 nm, integratsiooniaeg 20 ms). Iga proov oli modtmisel kolmes korduses. Nende
mootmiste tulemuste pohjal arvutati keskmine ja standardhédlve. Rakkude elulemus (%) maérati
vastavalt inkubatsiooniajale kaliibergraafiku alusel. Kaliibergraafiku tegemist on kirjeldatud Lisas
2.

2.2.4.3 Pirmide fiisioloogilise seisundi hindamine fluorestsentsmikroskoobis

Et hinnata S. cerevisiae rakkude seisundit fluorestsentsmikroskoobis, segati kokku 5 ml
autoklaavitud destilleeritud vett, 5 ml autoklaavitud kraanivett ja 1 ml FOS-i siirupit, mille
tildsuhkru sisaldus oli ~500 g/l ja sellele lisati steriilselt S. cerevisiae pestud rakke, et saavutada
samasugune rakkude kontsentratsioon nagu FOS-i lahuse parmitootluses (pt. 2.2.3). Segu
inkubeeriti staatiliselt temperatuuril 30 °C 24 tundi. Seejirel vdeti segust 1,5 ml proovi, seda
tsentrifuugiti (5400 g; 2 min), et sadestada rakud ning rakke pesti autoklaavitud veega.
Parmirakkudele lisati 100 pl vérvilahust: 20 pg/ml FDA; 20 uM PI (propiidiumiodiid) ning neid
inkubeeriti 10 min pimedas temperatuuril 30 °C. Seejirel rakud sadestati tsentrifuugides (2 min;

5400 g), pesti autoklaavitud veega ning suspendeeriti 300 ul-s autoklaavitud vees.

Preparaadi valmistamiseks pipeteeriti alusklaasile pestud rakkude suspensiooni ning lasti 6hu kies
kuivada. Seejirel lisati alusklaasile tilk BacLight™ immersioondli (Life Technologies) ning kaeti
katteklaasiga. Rakke vaadeldi fluorestsentsmikroskoobi Olympus BX41 immersioonsiisteemis
kogusuurendusel 1300 x (filter IB (Interference Blue Filter); FDA: Ex 495/Em 520 nm; PI. Ex
530/Em 615). Pildistamiseks kasutati tarkvara Cell"B (Olympus).

2.2.5 Muud analiiiisimeetodid

2.2.5.1 Rakususpensiooni optilise tiheduse mo6tmine

Vastaval ajamomendil vdetud proovidest tehti 1,5 ml Eppendorf tuubi 50x lahjendus (980 pl
autoklaavitud H,0; 20 ul proovi). Proovi optiline tihedus moddeti lainepikkusel 600 nm Ultrospec
3100 PRO UV/VIS spektrofotomeetril (Pharmacia) kiiveti 14bimddduga 1cm.

21



2.2.5.2 Gliikoosi kontsentratsiooni mairamine

Gliikoosi sisaldus médrati proovide supernatandist tootja eeskirjade alusel Glucose Liquicolor kitiga

(Human GmbH, Saksamaa).

2.2.5.3 Ohukese kihi kromatograafia

Proovide supernatandi monosahhariidide sisalduse hindamiseks viidi 14bi TLC (Shukese kihi
kromatograafia). 0,5 ul proovi kanti kontsentreeriva tsooniga silikageelplaadi stardijoonele (Silica
Gel 60 Fzs4, Merck, Saksamaa). Suurusmarkeritena kanti plaadile markerlahust, mis sisaldas 0,5 pl
2% levaani, 25 mM 1-kestoosi (PA 3), niistoosi (PA 4), 100 mM fruktoosi- ja sahharoosilahust ning
30 mM gliikkoosilahust. Suhkrud (gliikkoos, fruktoos, sahharoos jt produktid) ja markerid lahutati
TLC plaadil voolutades plaati kaks korda kloroform-dadikhape-vesi (60:70:10 ml) seguga

(Stiengele jt., 1999). Enne teistkordset proovi pealekandmist ja voolutamist TLC plaat kuivatati.

Fruktoosi ja gliikoosi tuvastamiseks voolutatud plaate vérviti reaktiiviga, mille koostis oli jargmine:
1.2 g difeniiilamiini (Serva); 1.2 g aniliinhiidrokloriidi (Reachim); 100 ml metanooli (Sigma-
Aldrich); 10 ml orto-fosforhapet (Naxo). Tootlusjargselt kuumutati plaati 120 °C juures kuni
suhkrulaikude varvumiseni (~10 minutit). Selle reaktiiviga varvub fruktoosijadke sisaldav produkt

oranziks, sahharoosi sisaldav pruuniks ning gliikoosi sisaldav siniseks (Jork jt., 1990).

2.2.5.4 Orgaaniliste hapete ja suhkrute kromatograafiline analiiiis

Suhkrute analiiiis vedelikkromatograafia abil

Gliikoosi, fruktoosi ja FOS-i kontsentratsioonid médérati proovide supernatandist HPLC (kdrgsurve
vedelikkromatograafia) analiilisi abil. Analiilisiks kasutati Acquity UPLC siisteemi koos
autosampleri ja binaarse pumbaga. Detektorina kasutati ELSD detektorit (evaporative light
scattering detector) (Waters, Milford, MA, USA). Kolonni, Alltech Prevail Carbohydrate ES
column (250 x 4,6 mm; partikli suurus 5 um) (Grace, Deerfield, IL, USA), kasutati koos sobiva
eelkolonniga (Alltech Prevail Carbohydrate ES guard cartridge (7,5 x 4,6 mm)). Mobiilse faasina
kasutati vee ja atsetonitriili gradienti (Mardo jt., 2014). Analiiiisi tegi H. Vija (KBFI, Tallinn).

Orgaaniliste hapete kromatograafiline analiiiis

Orgaaniliste hapete (piimhape, atsetaat, formiaat, propionaat), gliitserooli ja etanooli
kontsentratsiooni méadramiseks kasutati vedelikkromatograafia siisteemi Alliance 2795 (Waters
Corp., Milford, MA). Analiiiisil kasutati kolonni BioRad HPX-87H (Hercules, CA), mida voolutati

isokraatiliselt kiirusel 0,6 ml/min, eluendiks 0,005 M véavelhape, kolonni temperatuur 35 °C.
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Detektorina kasutati RI (refractive index, murdumisnéitajal) detektorit (Waters 2414). Analiiiisi tegi
K. Tomson (TFTAK, Tallinn).

2.3 Tulemused ja arutelu

Meie toogrupis on eelnevalt isoleeritud ja pdhjalikumalt uuritud P. syringae DC3000 pv. tomato
levaansukraase Lsc2 ja Lsc3 (Visnapuu jt., 2008; Visnhapuu jt., 2009; Alamaée jt., 2012; Visnapuu
jt., 2011; 2015). Projekti FFI (vt sissejuhatust), mille raames valmis ka see t60, iiheks eesmargiks
oli kasutada dra Lsc3 valgu vOimet siinteesida sahharoosist potentsiaalseid prebiootikume: levaani
ja FOS-e, mille prebiootilist toimet ja muid filisioloogilisi efekte oli plaanis uurida koostoos

projektipartneritega.

FFI projekti tarbeks toodeti steriilsetes tingimustes Lsc3 valgu abil sahharoosist ensiimaatilise
stinteesi teel FOS-e ja levaani. 12 mg filtreerimisega steriilitud Lsc3 valku lisati 1 liitrile steriilsele
lahusele, mis sisaldas 25 mM Na-fosfaatpuhvrit (pH 6.0) ja 1200 mM sahharoosi (410,4 g/l).
Reaktsioonisegu inkubeeriti toatemperatuuril (23 °C) 20 h. Seejdrel reaktsioon peatati ensiilimi
inaktiveerimisega - reaktsioonisegu kuumutamisega keeval veevannil 10 min jooksul. Edasisel
tootlemisel eraldati reaktsioonisegust levaan ja FOS-id (Joonis 4). Selleks leelistati reaktsioonisegu
vadrtuseni >pH 8, et soodustada levaani sadenemist, lisades sellele ~6 ml 4M NaOH. Seejérel lisati
2-3 mahtu 96° jiikiilma etanooli. Jirgneva 24 h jooksul hoiti reaktsioonisegu temperatuuril 5 °C,
mille tulemusena sadenes enamus levaanist vilja. FOS-ide fraktsioon dekanteeriti ettevaatlikult
levaanisademelt ning alles jaanud hégu (sadenemata levaan) eraldati tsentrifuugides (1521 g; 10
min). Isoleeritud levaani pesti 3 korda 70%-lise etanooliga ja kuivatati liiofilisaatoris. Sellisel
tootlusel on vdimalik 1 | reaktsioonisegust saada ~100 g levaani ning ~75 g FOS-e (Adamberg jt.,
2014; Visnapuu jt., 2011; Joonis 4).

Suure osa FOS-i siirupis leiduvatest monosahhariididest moodustab gliikoos, mille sisaldus on ~300
mg/ml. See sOltub reaktsioonis kasutatud sahharoosi kogusest ning ka alles jadnud sahharoosi
kogusest. Viahem leidub FOS-i siirupis fruktoosi ja sahharoosi (Adamberg jt., 2014). Parmid on
head suhkrute kasutajad (Gancedo, 1998) ning seetottu on nende abil voimalik puhastada FOS-i
siirupit monosahhariididest (Lu jt., 2012; Yoon jt., 2003; Pan ja Lee, 2005; vt Joonis 4). Selleks ei
sobi aga iga parmiliik, kuna monosahhariidid tuleb 4ra tarvitada, kuid FOS-id peavad alles jadma.
Kirjanduses on oligosahhariidide to6tlust parmidega kirjeldatud {ipris pealiskaudselt. On niidatud,
et protsessi efektiivsus soltub kasutatavast parmist, kasvutingimustest (aeroobne/anaeroobne) ning
parmi elulemusest protsessi véltel (Pratt jt., 2003; Pan ja Lee, 2005; Snoek ja Steensma, 2007).
Meie otsustasime FOS-i lahuse tootlemiseks kasutada pagariparmi S. cerevisiae invertaasnegatiivset

mutanti Euroscarf’i kollektsioonist. Invertaasi geen on vaja parmil inaktiveerida, sest see ensiiiim
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lagundab ka FOS-e (Needleman, 1991; Wang ja Needleman, 1996). Ka meie eelnevad katsed
pagaripidrmi invertaasiga niitasid, et invertaasiga inkubeerides lagundati Lsc3 valguga siinteesitud

FOS-id fruktoosiks ja gliikkoosiks (avaldamata andmed).

Lsc3 (12 mg/)
filtreeritud | 1) Etanool
| | pHT

2) Kuivatamine,
sadestamine ja/voi
dialiiiis

/ \ Pestakse j

Filtreeritakse,
kontsentreeritakse

ja
kuivatatakse
1200 mM sahharoos (410.4 g/l) FOS.i SIIRUP.
25 mM Na-fosfaatpuhver (pH 6.0) ~100g o >
(autoklaavitud) LEVAANI

PA7 Fru

mis sisaldab ~75
g FOS-¢e)

FOS-isegu puhastamine
monosahhariididest (t66tlus

invertaasnegatiivse pirmiga
S. cerevisiae)

FOS-ide hulk kogusuhkrust 71% FOS-ide hulk kogusuhkrust 23%

Joonis 4. Levaani ja FOS-ide siinteesimine sahharoosist Lsc3 valguga, produktide eraldamine ja
puhastamine. Joonis on koostatud artikli Adamberg jt., 2014 andmete pohjal.

Selles t60s optimeeriti tingimusi, et saavutada monosahhariidide vdimalikult tdielik eemaldamine
FOS-i lahusest invertaasnegatiivse S. cerevisiae ga. Lisaks huvitas meid see, kas ja millises hulgas
lisab parmit6otlus FOS-1 lahusesse parmirakkude metaboliite. Véhetéhtis pole ka parmirakkude
metaboolne seisund. Soovisime uurida, kuidas mdjutab FOS-i lahus (suhkrusisaldus téotlemisel ~50

g/l e 5%) parmi metaboolset aktiivsust ja elulemust t66tluse kdigus.

2.3.1 FOS-i lahuse puhastamine pirmi Saccharomyces cerevisiae invertaasnegatiivse
mutandiga

Selleks, et kontrollida enstimaatiliselt stinteesitud FOS-i preparaadi prebiootilist toimet, tuleb FOS-i
lahus puhastada lisanditest (Lu jt., 2012; Pan ja Lee, 2005). Alles peaksid jadma oligosahhariidid,
mis voiksid olla selektiivseks toiduallikaks tervisele kasulikele soolebakteritele, soodustades nende
paljunemist ja aktiivsust. Levaani ja FOS-i lahuse eraldamist on kirjeldatud Joonisel 4 ja pt 2.3
alguses.
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Minu to6 pdhieesmirgiks oli optimeerida metoodikat FOS-i lahuse puhastamiseks. Selle
bakalaureusetod tulemusi on juba ka teadustods kasutatud. Nimelt kasutati pérmiga
monosahhariididest puhastatud FOS-i lahust FFI projekti raames ilmunud artiklis, milles vaadeldi

jamesoolebakteri Bacteroides thetaiotaomicron kasvu erinevatel fruktaanidel (Adamberg jt., 2014).

Selle bakalaureusetoé eksperimentides toodeldi FOS-i lahust 24 tunni jooksul kahel moel: 1)
aeroobse ja 2) staatilise t00tlusega. Staatilise tootluse korral rakke ainult segati, et véltida rakkude
sadenemist (vt pt 2.2.3). Mdlema t66tluse puhul vahenes FOS-i lahuse monosahhariidide sisaldus
tootluse 16puks ~98%. Suhkrute kasutamise kineetika jdlgimine néitas, et monosahhariidid (glitkoos
ja fruktoos) metaboliseeriti nii acroobse kui ka staatilise to6tluse kdigus sama kiiresti (12 tunniga).
12 h moddudes oli aeroobsel to6tlusel glitkoosi sisaldus 0,9 mg/ml ning fruktoosi sisaldus 0,1
mg/ml. Staatilisel t66tlusel oli sama aja moddudes gliikoosi sisaldus 1,0 mg/ml ning fruktoosi
sisaldus 0,3 mg/ml. Oodatult piisis sahharoosi ja FOS-ide sisaldus parmitootluse viltel (24 h)
stabiilsena (Joonis 5 ja 6). Kui tahaks FOS-i segust ka sahharoosi eemaldada, siis peaks kasutama
monda teist invertaasnegatiivset parmi, nditeks H. polymorpha’t, kes kasutab sahharoosi maltaasiga,
mis FOS-e ei lagunda (van der Heijden jt, 1999). Ka pagariparmil on olemas vahendid sahharoosi
kasutamiseks ilma invertaasi kasutamata. Néiteks on neil transporter(id) sahharoosi rakku
transportimiseks ning rakusisene maltaas, mis lagundab lisaks maltoosile ka sahharoosi (Needleman
jt., 1978; Viigand ja Alamde, 2007). Kuid kuna S. cerevisiae tivi BY4741, mille
invertaasnegatiivset mutanti selles t60s kasutati, ning ka moned teised selle parmi tiived ei siinteesi
maltaasi tdnu defektsele MAL aktivaatorile ja ei kasva seetdttu ka maltoosil

(http://wiki.yeastgenome.org/index.php/Commonly used strains), siis ei ole sahharoosi

lagundamine maltaasiga nende parmitiivede puhul voimalik.

Staatiline t66tlus Aeroobne todtlus
60 60
o~
= =
E 50 - %D 50
= 40 ~ 40
2 “ =FOS
=
% 30 T 30 - Sah
o —
— w
: 20 - 2 20 - BGlc
E = mFru
= 10 T 10
E 2
.g 0 ﬁ 0 |
@ 0 6 12 18 24 “ 0 6 12 18 24

Aeg (h) Aeg (h)

Joonis 5. Monosahhariidide gliikoosi ja fruktoosi eemaldamine FOS-i lahusest S. cerevisiae
invertaasnegatiivse mutandiga. Tootlus toimus temperatuuril 30 °C 24 h staatilistes v0i aeroobsetes
tingimustes. Gliikkoosi (Glc), fruktoosi (Fru), sahharoosi (Sah) ja FOS-ide kontsentratsioonid
(mg/ml) téddeldavas FOS-i lahuses maddrati HPLC analiitisil (pt. 2.2.5.4). Joonisel esitatud
tulemused ja standardhélbed on esitatud kahe paralleelkatse tulemuste pdhjal.
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_Aeroobne totlus Staatiline to5tlus Joonis 6. FOS-i segu lahutamine Shukese kihi
F e _ kromatograafiaga (TLC). Stardijoonele kanti
—" . - : . . 0,5 ul proove (1A-4B: aeroobne tootlus 0 h
. (1A, 2A) ja 24 h (1B, 2B); staatiline t66tlus O h

S — 0

. ? \ ‘ - é é - f - (3A, 4A) ja 24 h (3B, 4B)). Vordluseks kanti
» stardijoonele sama kogus markerit (R1: 100
9 ® ® 2" 0" eSS mM fruktoos (F), 30 mM glitkoos (G), 100
hant I B BN BN BE BN BR BN mM sahharoos (S), 25 mM 1-kestoos (K), 25
BREEEEREE R mM niistoos (N) ja 2% levaan (L).
Sahhariidide  sisalduse  visualiseerimiseks
Lk L B varviti TLC plaati reaktiiviga, mille koostis on

Rl 1A 1B 2A 2B 3A 3B 4A 4B esitatud pt 2.2.5.3.

See, millisel méaral ja kui kiiresti suudab parm mono- ja disahhariidide metaboliseerida, soltub
kasutatavast parmist, kasvutingimustest (acroobne/anaeroobne) ning parmi elulemusest (Snoek ja
Steensma, 2007; Pan ja Lee, 2005; Pratt jt., 2003). Kéesoleva t60 katsetes dnnestus FOS-i lahuse
monosahhariidide sisaldust oluliselt vdhendada (~98%), mille tulemusena suurenes FOS-i sisaldus

kogusuhkrust parast parmitodtlust ~71%-ni. Enne to6tlust oli see palju madalam, 23%.

2.3.2 Parmitootlusel moodustunud lisaproduktid

Parmid moodustavad fermentatsiooni kdigus mitmesuguseid produkte: etanooli, orgaanilisi happeid
ja ka gliitserooli (Fernandez-Gracia ja McGregor, 1994). Kuna pagaripidrm on etanoolkééritaja, siis
koige enam tekib etanooli. See moodustub atseetaldehiitidi redutseerimisel gliikoliitisis
moodustunud NADH reoksiideerimiseks (Dombek ja Ingram, 1987). 24 h moéodudes on staatilise
tootluse tulemusena reaktsioonisegu etanooli sisaldus 343 mM ja aeroobsel to6tlusel 292 mM.
Etanooli lisandumine FOS-i lahusesse parmitdotlusel ei ole takistuseks, sest lahuse hilisemal

kontsentreerimisel vaakumis etanool aurustub.

Parmitootluse kdigus lisandub FOS-i lahusesse ka gliitserooli ja orgaanilisi happeid: suktsinaati ja
dddikhapet. Hapniku ligipddsul suureneb fermentatsioonil moodustunud etanooli oksiideerumine
orgaanilisteks hapeteks, mistdttu moodustub orgaanilisi happeid rohkem aeroobse to6tluse korral
(suktsinaati 1,9 mM; atsetaati 7,1 mM). Gliitserooli moodustub aeroobsel toGtlusel
kontsentratsioonis 8,9 mM. Staatilisel to6tlusel moodustub rohkem gliitserooli (16,0 mM),
suktsinaati moodustub 2,4 mM ja atsetaati 4,4 mM kontsentratsioonis (Joonis 7). Gliitserool on
peamine osmoprotektor parmidel ja selle moodustumine aktiveerub korge osmootsusega
keskkonnas HOG (high osmolarity glycerol) raja aktiveerumisel (Blomberg ja Adler, 1992; van Eck
jt., 1993). Gliitserool moodustub peamiselt parmitootluse algfaasis, kui glikkoosi on palju. Sellisel
juhul moodustub gliikoliitisi kdigus fruktoos-1,6-bisfosfaadist dihiidroksiiatsetoonfosfaat, mille

redutseerimisel NADH-ga tekib gliitserool. Samuti soodustab gliitserooli teket ka rakkude kiire
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kasv, sest kiirel kasvul kulub rohkem ATP-d ja rakkudel on vaja suuremal mééral reoksiideerida
NADH-d (Mager ja Siderius, 2002; Somsen jt., 2000).

Parmitootlusel FOS-i lahusele lisanduvate tihendite kontsentratsioonid on piisavalt madalad.
Seetottu ei tohiks iikski tuvastatud iihenditest halvendada t66tlusel saadud FOS-i preparaatide
kasutatavust prebiootilise toime uurimisel. Prebiootilist toimet testivates katsetes kasutatud FOS-i
lahuse puhul oli orgaanilistest hapetest ainsana katse nullproovis tuvastatav atsetaat (4 mM).
Arvame, et see ei muutnud katse tulemust, sest uuriti bakteri B. thetaiotaomicron kasvu fruktaanidel
ja see bakter moodustab {ihe pShiproduktina kddrimisel atsetaati (Adamberg jt., 2014). Kiill aga
mojutavad lisanduvad iihendid téddeldava lahuse pH-d, muutes FOS-i lahuse happelisemaks (pH
4,5). Valtimaks FOS-ide lagunemist happelises keskkonnas on soovitatav peale parmito6tlust FOS-i

lahus neutraliseerida.
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Joonis 7. Lisaproduktide moodustumine FOS-i lahuse 24-tunnilisel staatilisel ja acroobsel tootlusel
S. cerevisiae invertaasnegatiivse mutandiga (vt pt. 2.2.3). Orgaaniliste hapete kontsentratsioonid on
méadratud HPLC-ga (pt 2.2.5.4). Joonisel esitatud tulemused ja standardhélbed on esitatud kahe

paralleelkatse tulemuste pdhjal.

2.3.3 S. cerevisiae fiisioloogiline seisund staatilisel ja aeroobsel tootlusel

Kui pidrme kasutada mingi produkti puhastamiseks lisanditest, siis sOltub protsessi tulemus
parmirakkude eluvdimest ja metaboolsest aktiivsusest. Meie Kkatsetes vois rakkude eluvdimet ja
metaboolset aktiivsust hakata mojutama osmootne stress, fermentatsioonil lisanduv etanool jm
(Dombek ja Ingram, 1987; Alexandre ja Charpentier, 1998; Pratt jt., 2003; Martinez de Marafion jt.,
2001). Meie kasutasime oma katsetes pagaripirmi invertaasnegatiivset mutanti. Invertaas on
rakukesta vilispinnaga seotud ensiiiim ja on arvatud, et invertaasnegatiivsed mutandid vdivad olla
vidiksema stressitaluvusega (Ando jt., 2006). Kui rakud surevad vdi nende membraanid muutuvad

labilaskvaks, siis voivad rakkudest vilja lekkida produktid, mis rikuvad FOS-i preparaadi puhtust.
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Minu bakalaureuseto6 iiheks eesmérgiks oli vilja selgitada, kuidas mojutab pikaajaline

inkubeerimine FOS-i lahuses parmi metaboolset aktiivsust ja elulemust.

Parmirakkude elulemust on vdimalik hinnata rakkude reaktsiooni kaudu metiileensinisega. See varv
toimib alternatiivse vesiniku aktseptorina mikroobsetele dehiidrogenaasidele. Metiileensinine
valastub Kiiresti, kui proovis on rohkesti elusaid mikroobirakke. Surnud mikroobirakud ei valasta

metiileensinist ja virvuvad siniseks (Pan ja Lee, 2005).

FOS-i lahuse parmitootluses on viga oluline ka pédrmirakkude metaboolne aktiivsus. Selle
hindamiseks virviti rakke FDA-ga. FDA tungib difusiooni teel 1dbi plasmamembraani parmirakku
ning konverteeritakse seal mittespetsiifiliste esteraaside vahendusel roheliselt fluorestseeruvaks
fuorestsiiniks (Clarke jt., 2001). Uldjuhul peaks esteraaside aktiivsus S. cerevisiae kasvu jooksul
plsima stabiilsena, mistdottu on ensiiiimi aktiivsuse langus mérgiks péarmirakkude metaboolse
aktiivsuse viahenemisest (Breeuwer jt., 1995). Meie katsed néitasid, et nii aeroobse kui ka staatilise
tootluse tulemusel vihenes parmirakkude metaboolne aktiivsus katse 10pupoole (12-24 h) (Joonis 8;
vt pt 2.2.4.2).
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Joonis 8. S. cerevisiae elulemus ja metaboolne aktiivsus (%) FOS-i lahuse staatilisel ja aeroobsel
tootlusel 24 h temperatuuril 30 °C (pt. 2.2.3). Rakkude elulemust hinnati metiileensinisega (MS) (pt
2.2.4.1) ja metaboolset aktiivsust FDA-ga viarvides (pt. 2.2.4.2). Joonisel on esitatud
representatiivsed graafikud kolmest erinevast katsest.

Rakkude metaboolse aktiivsuse vdhenemiskover ei ole staatilise ja aeroobse tootluse korral
ithesugune. Kuna S. cerevisiae on paremini kohanenud kasvama anaeroobses (staatilises)
keskkonnas (Snoek ja Steensma, 2007), siis piisivad parmirakud staatilise to6tluse korral pikema
perioodi jooksul metaboolselt aktiivsed. Katse alguses (0 h proov), mil rakud ei ole veel
adapteerunud uue keskkonnaga (FOS-i lahusega), on nende metaboolne aktiivsus madal.

Parmirakud kohanevad uue keskkonnaga suhteliselt kiiresti ning 6-ndaks t66tlustunniks on nende
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metaboolne aktiivsus taastunud. Parmirakud on kd&ige aktiivsemad t66tluse esimese 12 h jooksul,
mil metaboliseeritakse FOS-i lahusest enamus gliikoosist (vt ka Joonis 5). Peale 12-ndat
tootlustundi, mil kasvukeskkonnast saavad otsa kasutatavad suhkrud (gliikoos ja fruktoos), jaab
invertaasnegatiivne S. cerevisiae nilga. Tagajiarjeks on parmiraku metaboolse aktiivsuse Kiire

vihenemine (Joonis 8).

Elutegevust fermentatsiooniprotsessi viltel mojutavad mitmed tegurid. Esiteks on fermentatsioonil
moodustunud etanool pirmidele toksiline ning on parmirakkudele iiks peamisi stressiallikaid
(Dombek ja Ingram, 1987; Alexandre ja Charpentier, 1998). Alexandre ja Charpentier (1998)
andmetel hakkab juba 4-6%-line etanooli sisaldus mojutama péarmide kasvu ja elulemust.
Eksponeerides parmirakke etanooli 10%-lises lahuses 40 minutit, vdheneb parmirakkude elulemus
7-9% vorra. Seega, mida kdrgem on etanooli sisaldus, seda suurem on rakkude suremus (Canetta jt.,
2006). Peamiselt mojutab etanool rakumembraani, muutes seda lébilaskvamaks (Takahashi jt. 2001;
Betz jt., 2004; Marza jt., 2002). Etanool pdhjustab ka prootonite kontrollimatut liikumist rakku,
mille tagajirjel hairub H'ATPaasi t66 ning pH raku sees muutub happelisemaks. Liiga happeline
raku sisekeskkond hakkab inhibeerima gliikoliilisi (Dombek ja Ingram, 1987). Kéiesoleva t66
eksperimentides kasutati etanooli hasti taluvat parmi S. cerevisiae (Bai jt., 2008) ning etanooli
kontsentratsioon reaktsioonisegus ei ililetanud 2%. Seetdttu ei hakanud to6tluse kdigus tekkinud
etanool  maérkimisvadrselt ~mdjutama S.  cerevisiae  elulemust ega  inhibeerima

fermentatsiooniprotsessi.

Meie katsed nditasid, et FOS-i lahuse t66tlemisel parmiga vdheneb monosahhariidide 15ppedes
rakkude metaboolne aktiivsus, kuid rakud piisivad t66tluse viltel siiski elusad. Seetdttu ei tohiks

parmitootlus halvendada 10pp-produkti kvaliteeti. Parmide head fiisioloogilist seisundit FOS-i

lahuse to6tluse 16pul illustreerib Joonis 9.

Joonis 9. Invertaasnegatiivne S. cerevisiae peale
24-tunnilist staatilist inkubeerimist FOS-i lahuses
temperatuuril 30 °C. Pirmirakke virviti FDA ja
propiidiumiodiidi seguga. Metaboolselt aktiivsed
elusrakud fluorestseeruvad sellisel tootlusel
roheliselt ja surnud rakud punaselt. Foto on
tehtud kogusuurendusel 1300 x (vt pt 2.2.4.3).
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KOKKUVOTE

See bakalaureuset66 valmis projekti “Design and application of novel levansucrase catalysts for the
production of functional food ingredients (Functional Food Ingredients, FFI)” SLOMR12215T
raames, mille eesmérk on uudsete prebiootikumide siintees levaansukraasiga ja saadud produktide
rakenduste otsimine. Seni on prebiootikumidena kasutatud peamiselt taimedest ekstraheeritavat -
2,1 fruktaani (inuliini) ja selle hiidroliiisil saadud fruktooligosahhariide. FFI projektis toodetakse
ensiimaatilise silinteesi teel Lsc 3 valgu abil sahharoosist p-2,6 fruktaane: levaani ja
fruktooligosahhariide (FOS-e), mille bioloogilisi efekte, nt prebiootilist toimet kasulikele
soolebakteritele, on vorreldes B-2,1 fruktaanidega veel vdga vihe uuritud. Selleks, et uurida FOS-i
preparaatide prebiootilist toimet, tuleb see puhastada monosahhariidsetest lisanditest. Kédesoleva to6
eesmargiks oli viia end kurssi kirjandusega probiootikumide, prebiootikumide ja suhkrusegude
puhastamise kohta, to6tada vélja meetod ensiimaatiliselt siinteesitud FOS-i lahuse puhastamiseks
monosahhariididest ja wuurida, kuidas mojutab FOS-i lahuse to6tlemine péarmiga rakkude
metaboolset aktiivsust ja elulemust to6tluse kaigus. Lisaks analiiiisiti Staatilisel ja aeroobsel

tootlusel moodustunud lisaproduktide hulka.
Too pohitulemused ja jireldused olid jirgmised:

1. FOS-i lahuse puhastamiseks kasutati invertaasnegatiivse S. cerevisiae tiive, et viltida
fruktooligosahhariidide metaboliseerimist.

2. FOS-i lahuse nii staatilisel kui ka aeroobsel to6tlemisel kasutati monosahhariidid (gliikoos ja
fruktoos) dra ~12-ne tunniga. Sahharoosi ja FOS-ide sisaldus piisis eksperimendi valtel (24
h) stabiilsena. Katse 10ppedes vihenes FOS-i lahuse monosahhariidide sisaldus ~98%.

3. FOS-i lahuse aeroobsel tootlusel parmiga lisandus reaktsioonisegusse peamiselt orgaanilisi
happeid (suktsinaati 1,9 mM; atsetaati 7,1 mM) ning gliitserooli (8,9 mM).

4. FOS-i lahuse staatilisel todtlusel lisandus reaktsioonisegusse rohkem gliitserooli (16 mM)
kui aeroobsel to6tlusel, suktsinaati moodustub ligikaudu sama palju (2,4 mM) kui aeroobsel
tootlusel ja atsetaati umbes poole vihem (4,4 mM) kui aeroobsel tootlusel. Need
kontsentratsioonid on piisavalt madalad ega tohiks segada puhastatud FOS-i preparaatide
prebiootilise toime uurimist.

5. Parmirakud pisivad elusad nii aeroobse kui ka staatilise to6tluse véltel (24 h) — elulemuse
maéér oli >95%.

6. Monosahhariidide 16ppedes viheneb téodeldavas FOS-i lahuses parmirakkude metaboolne

aktiivsus. Staatilisel todtlusel piisivad parmirakud aktiivsed ~16 h, aeroobsel to6tlusel ~12 h.
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7. Selle t60 andmetel voib efektiivseks FOS-ide puhastamiseks soovitada jargmist skeemi:
inkubeerida invertaasnegatiivse S. cerevisiae rakke (~3,1*10® rakku/ml) ~10 x lahjendatud
FOS-i lahuses 12 tundi (voi kuni gliikoos éra kasutatakse) temperatuuril 30 °C. FOS-i lahuse

lahjendamiseks soovitame kasutada steriilse kraanivee ja steriilse destilleeritud vee 1:1 segu.
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Purification of Lsc3-produced fructooligosaccharides by yeast treatment

Kati Metsla

SUMMARY

Fructooligosaccharides (FOSs) are popular prebiotic compounds used as ingredients in functional
foods around the world. These components promote the overall state of well-being and health of
humans and reduce the risk of a disease. Prebiotic properties of inulin and inulin-type FOS (B-2,1
linked fructans) have been widely confirmed and they are currently most important components of
industrially formulated prebiotic foods. Despite several reports demonstrating potential prebiotic
effect of levan-type FOS (B-2,6 linked fructans), the production of these FOS has not reached

industrial level.

B-2,6 linked fructans: polymeric levan and short-chain fructooligosaccharides, were synthesized
from sucrose using a purified preparation of levansucrase Lsc3 of P. syringae pv. tomato. Besides
FOS, the resulting product mixture contained low molecular weight sugars: a high concentration of
glucose and less fructose and sucrose. In order to investigate the prebiotic potency of levan-type

FOS, monosaccharides and sucrose should be removed.

This study was conducted within the project “Design and application of novel levansucrase
catalysts for the production of functional food ingredients (Functional Food Ingredients, FFI)”
SLOMR12215T.

The aim of this study was to establish a method for purication of the FOS mixture from
monosaccharides and use it to produce a FOS preparation for the study of its prebiotic effect. The
FOS mixture resulting from precipitation of levan with ethanol, was treated in this work with yeast
to remove glucose and fructose. For that, the FOS mixture was diluted 10 x with sterile water
distilled water and incubated with an invertase-negative mutant of S. cerevisiae in batch under
aerobic or static conditions for 24 h. During the treatment, content of saccharides, organic acids and
alcohols in the FOS mixture was measured using high-performance liquid chromatography (HPLC).
The results indicated that both, static and aerobic treatments reduced the amount of glucose and
fructose by ~98% whereas sucrose and FOS were not consumed or degraded. S. cerevisiae
produced a connsiderable amount of ethanol, but it evaporates during vacuum concentration of
yeast-treated FOS mixture. Despite production of succinate, acetate and glycerol by the yeasts
during the treatment, their final concentration in the FOS mixture was low enough not to interfere

with application of the preparation for further microbiological studies. Is important to preserve yeast
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viability during the FOS mixture treatment to maintain quality of resulting product. Therefore,
viability and metabolic acticity of yeasts were estimated. It was shown that yeast cells remained
alive during the treatment period.

According to this study, we propose following protocol for the purification of enzymatically
produced FOS from monosaccharides glucose and fructose. FOS mixture should be diluted with
sterile up to total sugar content ~50 g/l and incubated with invertase-negative S. cerevisiae (~3,1

cells/ml) under static conditions at 30 °C for 12 hours or until glucose exhaustion.
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LISAD
LISA1

Inuliini ja oligosahhariididega rikastatud tooted Eesti poelettidelt.

Toode Allikas
Hommikusdogipulber Femisoja Plus www.loodustoode.ee
Agaavi siirup Www.umami.ee
Naturaalne sigurikohv www.prismamarket.ee
mustikaekstraktiga

Hellus rabarberi-kaera jogurt www.hellus.tere.eu
Hellus metsamarja jogurt www.hellus.tere.eu
Hellus mustika-banaani jogurt www.hellus.tere.eu
Helluse maasika jogurt www.hellus.tere.eu
Helluse duna-kaera www.hellus.tere.eu
Helluse duna-kaera-mee jogurt www.hellus.tere.eu
Largo ploominektar www.largo.ee

Felix Voila Vbileiva margariin www.felix.ee

Farmi Basic sarja jogurtid www.enda.jooksu.ee
La Karnita Green Coffee www.apteekonline.ee
Yomi oomego-3 narimistabletid www.apteekonline.ee
Takjadli www.apteekonline.ee
Marsimehe vitamiinid www.nl.ee
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LISA 2

Saccharomyces cerevisiae tiive BY4741 invertaasnegatiivse mutandi Y02321 FDA
kaliibergraafiku konstrueerimine

Kaliibergraafiku tegemiseks kasvatati invertaasnegatiivse S. cerevisiae rakke ile66 (18h) 5 ml-s 2%
YPD vedelsootmes, kuhu lisati 500 pl (10%) FOS-i siirupit. Kultuuri aereeriti loksutil (180 rpm, 30
°C). Rakud pesti iiks kord autoklaavitud kraanivees ning suspendeeriti 5 ml-s autoklaavitud

kraanivees.

Uks osa rakke (2 ml) surmati temperatuuril 80 °C Biosan TDB-120 termostaadis 10 min. Teine osa
rakke (elusad) hoiti jadl. Seejarel viidi kummagi proovi rakkude tihedus ODgoonm védrtuseni ~0,2.
Kaliibri moodustamiseks pipeteeriti omavahel vastavas suhtes kokku elusad ja surnud rakud (100:0;
80:20; 50:50; 20:80 ja 0:100). Seejarel kanti igast proovist 100 pl mustale 96-kaevulisele
mikrotiiterplaadile (Greiner Bio-One REF 655209) ning seejarel lisati 100 ul FDA to66lahust. FDA

16ppkontsentratsioon analiiiisitavas proovis oli 20 pg/ml.

Proovi ja FDA too6lahusega mikrotiiterplaati inkubeeriti 30 °C termostaadis, peale 15 minutilist
inkubatsiooni mdodeti proovide fluorestsents spektrofotomeetril (Infinite M200 PRO Tecan; EX
485/Em 527 nm, integratsiooniaeg 20 ms). Iga proov oli modtmisel kolmes korduses. Nende

modtmiste tulemuste pohjal arvutati keskmine.
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Kaliibergraafikul on kujutatud S. cerevisiae elulemuse (%) ja fluorestsentsi intensiivsuse

korrelatsioon (pt. 2.2.4.2).
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