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Abriss

Der positive Einfluss von Probiotika, Prabiotika und Synbiotika auf den menschlichen
Korper und das Immunsystem ist schon lange bekannt. In dieser Diplomarbeit wurde
die spezielle Wirkung ausgewahlter prabiotischer Oligo- und Polysaccharide, die zuvor
aus Pflanzen wie Hyptis suaveolens, Ocimum basilicum und anderen Arten isoliert
wurden, auf 7 Probiotikastimme getestet. Dabei wurden bekannte Bakterienstdmme
wie Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus paracasei ssp. paracasei, Lactobacillus
casei, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus acidophilus und
Bifidobacterium animalis ssp. lactis verwendet, da sich diese bereits als probiotische
Zusatze in auf dem Markt befindlichen Praparaten bewahrt haben.

Die Zunahme des Wachstums wurde mittels Tribungsmessung bestimmt. Dabei
konnten zahlreiche Erfolge in der Beeinflussung der Zellvermehrung vermerkt werden,
die ermutigen, weitere und ausgedehntere Untersuchungen zu diesen speziellen

Kohlenstoffquellen und ihren Einfluss auf bestimmte Bakterienkulturen durchzuftihren.



Abstract

The positive influence of probiotics, prebiotics and synbiotics on the human body and
immun system has been well known for a long time. In this diploma thesis the particular
impact of selected probiotic oligo- and polysaccharids, which were isolated from plants
such as Hyptis suaveolens, Ocimum basilicum and others, were tested on 7 probiotic
strains. Well known bacteria strains like Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus
paracasei ssp. paracasei, Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus
reuteri, Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium animalis ssp. lactis were used,
because they have already been proven as probiotic additions in many products on the
market so far. The growth of the bacteria was determined, indicated by the rise of
turbidity. Thereby many of the tested prebiotics showed a sucessful influence on cell
growth. These results encourage further and more intensive studies on these special

carbon sources and their influence on the growth of certain bacteria strains.



1. Einleitung

Im Zuge dieser Diplomarbeit wurde das Wachstum verschiedener Bakterienstamme wie
Lactobacillus und Bifidobacterium unter verschiedensten Konzentrationen von
Zuckerlésungen aus Polysacchariden und Oligosacchariden untersucht.

Ziel war es, den Einfluss unterschiedlicher Kohlenhydratquellen auf das Wachstum der

Kulturen zu erforschen und zu dokumentieren.

1.1. Functional food

,Bei Functional Food handelt es sich um Lebensmittel oder um Bestandteile eines
Lebensmittels, denen lber die Zufuhr von Nahrstoffen hinaus ein zusatzlicher Nutzen
zugesprochen wird, der in der Steigerung des Wohlbefindens und dem Erhalt der
Gesundheit liegt. Dabei spielen die Reduktion eines Krankheitsrisikos und die

Pravention von Krankheiten eine besondere Rolle.” [1]

Functional food ist ein Begriff, der zwar erst seit ungefahr 2 Jahrzehnten in Europa und
der westlichen Welt bekannt ist, jedoch existierten dessen Vorganger bereits Ende des
19. Jahrhunderts. Schon damals versetzte man Lebensmittel mit Zusatzstoffen, um dem
menschlichen und tierischen Organismus zusatzlich Substanzen mit wertvollem
Gesundheitsnutzen zukommen zu lassen. [1] [2] [3]

Der Ursprung des Functional food liegt jedoch in Japan, wo genaueste Definitionen und
Vorschriften sowie ein eigenes Gesundheitslabel fur ,Lebensmittel mit spezifischem

Gesundheitsnutzen® existieren. [1] [2]

In Osterreich gab es lange Zeit keine eigenen Gesetze und Vorschriften fiir ,funktionelle
Lebensmittel“. Sie fielen in einzelne nationale Regelungen wie das Allgemeine
Lebensmittelrecht bzw. die Novel food Verordnung vom Mai 1997. [1] [4]

Im Jahr 2003 kam es zu einem ersten Vorschlag einer harmonisierenden Verordnung
der EU Kommission zu diesem Thema, die im Juli 2007 in Kraft getreten ist. [1]

Auch wenn der Begriff des Functional food oder der ,funktionellen Lebensmittel“ nicht
jedem gelaufig ist, finden sich doch viele Produkte in den Supermarktregalen, die als

solche einzuordnen sind. Die uns bekanntesten Functional food Produkte sind



Margarine mit Omega-3-Fettsauren, Fruchtsafte mit Vitamin A-C-E-Zusétzen und

Milchprodukte mit speziellen Bakterienkulturen wie Lactobacillus oder Bifidobacterium.

[1] [3] [6]

1.1.1. Probiotika

Der Ausdruck Probiotika kommt aus dem Griechischen, pro bios und bedeutet ,fur das
Leben®. [5] [6]

Probiotika sind Stamme von Uberlebensfahigen, nicht-pathogenen Mikroorganismen,
die in festen Zubereitungen (im medizinischen Bereich zum Beispiel in Kapselform oder,
im Falle der Lebensmittelindustrie, beispielsweise in Joghurt) aufgenommen werden
kobnnen und einen positiven Einfluss auf den Korper haben. [5] [6] [9] Zu den
bekanntesten Probiotika z&ahlen die Milchsadurebakterien mit den Vertretern der
Gattungen Lactobacillus und Bifidobacterium, die in geringen Mengen auch im
menschlichen und tierischen Darm vorkommen. Weiters werden Enterokokken- sowie
Hefestamme als Probiotika im medizinischen Bereich eingesetzt. [6] [9] [10]

Sie unterstitzen die Darmtatigkeit und fordern die Entwicklung und Gesunderhaltung
der Darmflora des Menschen, kdnnen kardiovaskularen Erkrankungen verringern,
Hautkrankheiten verbessern, das Allergierisiko bei Sauglingen und Kleinkindern
verringern, Karies vorbeugen, und das Immunsystem anregen. [5] [11] [30] [33]

Die besonderen Eigenschaften mancher Probiotika sind dabei nicht Merkmale einer

Spezies, sondern eines bestimmten Stammes. [9] [10]

1.1.2. Prabiotika

Prabiotika stellen die Nahrung der Darmbakterien dar. Sie sichern aber nicht nur das
Wachstum und Uberleben der Probiotika, die die unverdaulichen Kohlenhydrate als
Energiequelle nutzen, sondern wirken auch positiv auf den Darm und das Immunsystem
selbst. [5]

Prabiotika tragen zur Senkung des Cholesterinspiegels bei und leisten einen wichtigen
Beitrag bei der Osteoporosetherapie, indem sie die Calciumaufnahme in den Knochen

erhohen sowie den Abbau des Knochens durch Hemmung der Osteoklasten



verhindern. [5] [7] AufRerdem beeinflussen sie den Darm positiv bei Obstipation und
Erkrankungen wie Durchfall oder Reizdarmsyndrom. Auch wird durch ihr Zutun
vermehrt Calcium aus dem Darm rickresorbiert und so dem Koérper erneut zur
Verfugung gestellt. [5] [7] Ferner wirken Prabiotika prophylaktisch gegen
Atemwegserkrankungen und Infektionen des Respirationstraktes und konnen die
H&aufigkeit des Auftretens von Allergien bei Sauglingen und Kleinkindern verringern.
[7118]

Prabiotika sind meist Polysaccharide wie Inulin, oder Oligosaccharide wie Oligofructose,
Fructo- und Galactooligosaccharide, die vom menschlichen Korper selbst nicht verdaut
werden konnen. Unverdauliche Kohlenhydrate wie Inulin kommen in natirlicher Form in
Muttermilch sowie Cichorie, Topinambur, Schwarzwurzeln und Artischocken vor,
kénnen aber auch Backwaren wie Schwarzbrot zugesetzt werden. [6] [10]

Speziell an die jeweilige Bakterienart angepasst, kénnen die Kohlenhydratanteile der
Nahrung zugegeben werden und so das Wachstum der Probiotika verbessern. [6] [9]

1.1.3. Synbiotika

Synbiotika enthalten sowohl! Probiotika als auch Prabiotika. [6] [12]

1.2. Probiotische Bakterien

Probiotische Bakterien wie Lactobacillus oder Bifidobacterium werden z.B. in der
Lebensmittelindustrie Milchprodukten zugesetzt, sind aber auch in Pflanzen, im
menschlichen und tierischen Darm sowie auf Schleimhauten zu finden. [9] [10]

Zur Familie der Milchséaurebakterien (Lactobacillaceae) gehdren grampositive,
sporenlose und fakultativ anaerobe kurze oder lange Stabchen, die je nach Art
unterschiedliche Merkmale aufweist. Sie haben die Energiegewinnung durch die
Vergarung unverdaulicher Kohlenhydrate zu Milchsaure gemein. [13] [14] Die
produzierte Milchsaure wirkt auf die Lactobacillen selbst nicht schadlich, jedoch kann
sie andere Mikroorganismen am Wachstum hindern oder sogar abtéten. Das geschieht,
indem das Milieu in der Umgebung der Milchsdure-produzierenden Bakterien saurer

wird und die Zellmembranen schédlicher Mikroorganismen angegriffen werden. Somit



wird die Ansiedlung von Pathogenen auf menschlichen und tierischen Schleimh&auten
gehemmt. [13] [14] [21]

1.2.1. Lactobacillus rhamnosus GG

Ursprunglich als Unterart von Lactobacillus casei angesehen, fand man spater durch
genauere Forschung am Genom des Bakteriums heraus, dass Lactobacillus rhamnosus
eine eigene Spezies darstellt. [15] [17] Nicht jeder Vertreter dieser Bakterienspezies
wirkt positiv auf das Immunsystem. Einige Unterarten haben pathogene Eigenschaften
und werden fir Durchfalle oder sogar fir Endokarditis verantwortlich gemacht.
[16] [18] [21]

Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) ist eine Unterart des Lactobacillus rhamnosus
Stammes und ist gegen Magensaure, Gallensaure und niedrige pH-Werte resistent,
weshalb es gerne in Kombination mit anderen Milchsaurebakterien als Probiotikum in
der Lebensmittelindustrie eingesetzt wird. [15] [21] [24]

Den Anhang ,GG" tragt es wegen den beiden Forschern, Dr.Sherwood Gorbach und
Dr.Barry Goldin, die Lactobacillus rhamnosus GG 1985 erstmals isoliert haben. [21]
Medizinisch betrachtet soll LGG bei Durchfallerkrankungen helfen und allergischen
Hautreaktionen bei Kindern und Kleinkindern sowie Atemwegserkrankungen
vorbeugen. [18] [19] [20] [21] Auch eine kariesprophyllaktische Wirkung wurde fur
Lactobacillus rhamnosus GG erforscht und nachgewiesen. [22] In Untersuchungen mit
Helicobacter pylori infizierten Probanden wurde eine Verbesserung der
gastrointestinalen Nebenwirkungen der Tripeltherapie nachgewiesen, wenn die
Patienten zeitgleich mit Lactobacillus rhamnosus GG — Praparaten substituiert wurden.
[23]

1.2.2. Lactobacillus paracasei ssp. paracasei

Lactobacillus paracasei kommt auf den Schleimhauten der Mundhohle und des Darmes
vor und unterstitzt von dort aus das Immunsystem. [9] [10] [25] [27]
Lactobacillus paracasei ssp.paracasei ist eine ebenfalls im Darm ansassige Unterart

des oben genannten Stammes. [15] Der Vorgang der Milchsaureproduktion passiert bei



Lactobacillus paracasei ssp. paracasei sehr langsam, weshalb diese Bakterienkultur in
der Lebensmittelindustrie zur Kaseherstellung verwendet wird. Aufgrund seiner guten
Uberlebensrate wird Lactobacillus paracasei ssp.paracasei auch Milchprodukten
zugesetzt. [15] [25] [26]

Sein positiver Einfluss bei Durchfallerkrankungen, besonders solche, die durch
Escherichia coli bedingt sind, wurde in mehreren Studien untersucht und bewiesen. [35]
Weiters senkt Lactobacillus paracasei ssp. paracasei das Risiko von Helicobacter pylori
verursachten Infektionen des Magens und tragt zur Besserung von Hauterkrankungen
bei Kindern bei. [26] Personen, die Diat halten und gleichzeitig Probiotika wie
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei zu sich nehmen, konnten durch eine verbesserte

Darmfunktion ihr Gewicht sowie ihren Koérperfettgehalt senken. [36] [37]

1.2.3. Lactobacillus casei (Immunitas)

Lactobacillus casei ist recht unempfindlich gegeniber Magendure und niedrigen
pH — Werten und kann sich auch bei groRen Temperaturschwankungen noch gut
vermehren. [15] Deshalb wird es in der Lebensmittelindustrie Joghurt und
Joghurtdrinks, wie z.B. Actimel® beigesetzt. In Milchprodukten wird Lactobacillus casei
weniger in Reinkultur als in Kombination mit anderen Lactobacillus — Stammen in
gro3en Mengen zugesetzt. [15] [18] [38] Fruher wurde Lactobacillus casei als grofRe
Gruppe angesehen, der mehrere Subspezies angehdrten. Heute wei3 man, dass der
Lactobacillus casei — Stamm aus 3 verschiedenen Bakterienarten besteht, namlich
Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei mit seinen zahlreichen Subspezies, und
Lactobacillus rhamnosus. [15] [27] [28]

Wie die meisten Milchsdurebakterien hat die Bakterienart Lactobacillus casei
erwiesenermal3en eine positive Wirkung auf Darm und Verdauungssystem. Der Grund
fur den vorteilhaften Einfluss auf die Darmflora bei Durchfallerkrankungen, aber auch
bei Verstopfung, liegt hochstwahrscheinlich an der fakultativ heterofermentativen
Milchsaureproduktion des Bakteriums. [15] [26] [41]

Einige Studien deuten darauf hin, dass die Progredienz von Darmtumoren durch
regelméalige Zufuhr von Lactobacillus casei verlangsamt wird. [40] Man hat auch
festgestellt, dass, wenn der Bakterienstamm in regelméfigen Zeitabstanden dem

Korper zugefuhrt wird, es die Progression von Diabetes mellitus hinauszdégern bzw. das
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Risiko fur das Ausbrechen der Erkrankung vermindern kann. [39] AufRerdem soll
Lactobacillus casei die Symptome Helicobacter pylori bedingter Infektionen lindern,
indem es durch Sekretion bestimmter Substanzen die Beweglichkeit jener Pathogene in

der Magensaure einschrankt. [29]

1.2.4. Lactobacillus paracasei (Shirota)

Lactobacillus paracasei ist eine der 3 Arten des Lactobacillus casei. [15] Es hat nicht
nur wie die anderen Lactobacillus — Stamme positive Wirkungen auf den Darm bei
Durchfallerkrankungen, sondern soll laut einigen Studien ebenso das Risiko des
Auftretens einer allergischen Rhinitis verringern. [27] [28] [42] [43] Weiters soll dieser
Stamm dazu beitragen, Adipositas und Ubergewicht zu verringern, indem es die
Lipolysetatigkeit im Korper erhoht und somit das Korpergewicht vermindert.
[15] [27] [28]

Auch die Lebensmittelindustrie hat Lactobacillus paracasei fur sich entdeckt und setzt
die fakultativ heterofermentativen Lactobacillen allseits bekannten Joghurtdrinks wie
Shirota® und Yakult® zu. [15] Aul3erdem soll es laut einigen Untersuchungen eine
inhibierende Wirkung auf das Wachstum anderer Mikroorganismen in Milchprodukten
haben. [31]

Genau wie Lactobacillus paracasei ssp. paracasei wird Lactobacillus paracasei zur
Kariesprophylaxe in Zahnpasten eingesetzt. Es verklumpt mit dem in der Mundhohle
vorkommenden, Kkariesausldsenden Streptococcus mutans zu Aggregaten, die
anschlielBend mit Wasser ausgespult werden. Dadurch hat der Streptococcus Stamm
keine Mdglichkeit mehr sich an den Zahnschmelz zu heften und ihn zu schadigen.

[30] [32] [33] [34]

1.2.5. Lactobacillus reuteri

Lactobacillus reuteri kommt in kleinen Mengen in der Muttermilch vor und nimmt
dadurch Einfluss auf die Darmgesundheit und die Starkung des Immunsystems von
Sauglingen. [48] [49] Auch bei Erwachsenen verbessert Lactobacillus reuteri das

Allgemeinbefinden und verringert das Auftreten von Allergien. [44] [49] Des Weiteren
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soll Lactobacillus reuteri das Fortschreiten von Helicobacter pylori Infektionen
vermindern. [50] Schon langer ist der positive Einfluss von Lactobacillus reuteri im
Bereich der Mundhygiene bekannt. Bei Patienten mit Gingivitis wurde durch den Einsatz
dieses Bakterienstammes nicht nur die Haufigkeit von Zahnfleischentziindungen
sondern auch das Auftreten von Zahnplaque verringert. [45]

In anderen Studien untersuchte man Patientinnen, bei denen eine bakterielle Vaginosis
diagnostiziert wurde und denen Praparate, die das Probiotikum Lactobacillus reuteri
enthielten, verabreicht wurden. Jede dieser Untersuchungen kam zu dem Ergebnis,
dass Lactobacillus reuteri die Symptome einer vaginalen Infektion verbessern und

aufzuhalten vermag. [46] [47]

1.2.6. Lactobacillus acidophilus

Lactobacillen der Art Lactobacillus acidophilus kommen auf der menschlichen Mund-
und Darmschleimhaut sowie im Vaginal- und Urogenitaltrakt vor. [14] [15]

Durch Klinische Studien wurde bewiesen, dass die Symptome von Antibiotika — und
Chemotherapie — bedingten Durchfallen gelindert werden kénnen, indem Lactobacillus
acidophilus den Wiederaufbau der geschadigten Schleimhdute unterstutzt. [51] Des
Weiteren soll die Bakterienkultur einen bedeutenden Einfluss auf die Senkung des
Cholesterinspiegels und somit in weiterer Folge, auf die Entstehung von
kardiovaskuléaren Erkrankungen haben. [52] Aul3erdem zeigte dieser Stamm auch eine
teilweise erfolgreiche Wirkung bei Patienten mit chronischen Erschdpfungszustanden.
[53] Weiters kann Lactobacillus acidophilus, sofern es in Kombination mit
verschiedenen Antibiotika verabreicht wird, den Verlauf einer, durch Clostridium difficile
verursachten Enterokolitis mindern, und beim Heilungsprozess helfen. [54] In sowohl
lebender als auch abgetétteter Form vermag Lactobacillus acidophilus auf eine

Influenza — Erkrankung prophyllaktisch als auch lindernd zu wirken, indem das
Milchsaurebakterium die Aktivitat des Immunsystems steigert. [55]

Lactobacillus acidophilus spielt auch in der Lebensmittelindustrie eine wichtige Rolle.
Einerseits wird es als Probiotikum in Joghurts und Joghurtdrinks zugesetzt, andererseits
verwendet man es aufgrund seiner ,milden Sauerung® zur Herstellung und

Haltbarmachung von Milchprodukten und Sauerkraut. [15]
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1.2.7. Bifidobacterium animalis ssp. lactis

Bifidobacterium animalis ist ein anaerobes, heterofermentatives Bakterium, das bereits
im Darm von Sauglingen, die mit Muttermilch gestillt werden, in groRer Menge
vorkommt. [11] [13] [15] [56] So kann es Mutter und Kind gleichsam vor Erkrankungen
durch z.B. Escherichia coli oder Candida albicans schitzen, aber auch Verstopfungen
vorbeugen. [15] [57]

Bifidobacterium animalis ssp. lactis, ebenfalls unter der Abkirzung BB 12 bekannt, ist
eine Unterart der beiden Subspezies des Bifidobacterium animalis Stammes. [15]
Jedoch ist Bifidobacterium animalis ssp. lactis, anders als die Lactobacillen, nicht gegen
Saure resistent und wird dadurch in der Lebensmittelindustrie meist nur in Kombination
mit anderen Milchséurebakterien als Probiotikum eingesetzt. [15] [57] [60]

Wie auch Lactobacillus acidophilus kann Bifidobacterium animalis ssp. lactis den
Cholesterinspiegel beeinflussen. Studien belegen, dass unter Einfluss der
Milchsaurebakterien der Gesamtcholesterinspiegel sowie LDL gesenkt werden kdnnen,
wahrend HDL unbeeinflusst bleibt. [58] Bei Patienten, die an chronischen
Erschépfungszustanden leiden, kann BB12, ebenso wie Lactobacillus acidophilus, eine
teilweise Linderung der Symptome bewirken. [53] Wie bereits erwéhnt, kann
Bifidobacterium animalis Infektionen mit anderen Mikroorganismen bei Sauglingen und
Kleinkindern vorbeugen. In neueren Untersuchungen wurde bewiesen, dass auch die
Unterart BB12 einen positiven Einfluss auf die Gesundheit von Neugeborenen und
Sauglingen haben kann, wenn es regelmalig zugefuhrt wird. Dabei wird aber nicht die
Darmgesundheit allein verbessert, sondern auch das Risiko fir Infektionen des

Respirationstraktes vermindert. [59]
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2. Material und Methoden

2.1. Herstellen eines Man — Rogosa — Sharpes (MRS) — Mediums
2.1.1. Rezept MRS - Bouillon ohne Glucose (MRS- — Medium) [61]
Pepton aus Casein 10,0 g

Fleischextrakt 8,09

Hefeextrakt 4049

Di — Kaliumhydrogenphosphat 20g

TWEEN 80 109

Di — Ammoniumhydrogencitrat 20g

Natriumacetat 509

Magnesiumsulfat 0,29

Cystein — HCI 0,59

Mangansulfat 0,04 g

Die Substanzen wurden in einen 1000 ml Messzylinder eingewogen und auf 900 ml* mit

Aqua destillata aufgefulit.

*(Das Medium wurde deshalb nur auf 900 ml aufgefillt, weil nach dem Autoklavieren 100 ml

Zuckerstandard zugesetzt wurden.)

Nachdem sich die einzelnen Bestandteile unter Rihren gel6st hatten, wurde die Losung
fur 2 Stunden bei 121 °C autoklaviert und bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C

aufbewabhrt.
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2.1.2. MRS — Bouillon mit Glucose (MRS+ — Medium)

Das MRS+ — Medium wurden mit denselben Substanzen wie das MRS- — Medium, das
unter 2.1.1. beschrieben wurde, hergestellt. Man l6ste die Substanzen in 900 ml Aqua
destillata und autoklavierte die Losung fur 2 Stunden bei 121°C.

Eine 20%ige Glucoseldsung wurde hergestellt, indem 200 g Glucose in 1000 ml Aqua
destillata unter Ruhren gelost wurden. Anschliel3end wurde die Losung 2 Stunden lang
bei 121°C autoklaviert und bis zur weiteren Verwendung auf 4°C gelagert.

Nach dem Autoklaviervorgang wurde dem Medium 100 ml 20 Gewichts%-ige
Glucoselésung zugesetzt, sodass das MRS+ — Medium nun 1000 ml ergab, mit 2%

Glucose.

Die Glucoselosung wurde erst nach dem Autoklaviervorgang zugesetzt, da es sonst zu

einer Maillard Reaktion zwischen den Aminosauren und dem Zucker gekommen wére.

2.2. Herstellen der Zuckerlésungen

Fur die Untersuchungen wurden 2 Gewichts%-ige Zuckerldsungen aus denen in
Tabelle 1, Kapitel 2.2. aufgelisteten Saccharide hergestellt.

(Einige Zucker waren fur eine 2%ige Losung selbst nach Erhitzen nicht ausreichend
|6slich. Deshalb wurden diese Zuckerldsungen weiter verdinnt, sodass am Ende des
Sterilisationsvorganges 0,4%ige Zuckerstandards in die Mikrotiterplatte zu den
Bakterienkulturen pipettiert wurden. Die Zuckerlésungen wurden autoklaviert (2
Stunden bei 121 °C) oder durch einen Membranfilter gereinigt und bis zur weiteren

Verwendung auf 4°C gelagert.
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Tabelle 1:

Polysaccharide

Liste, der im Rahmen der Diplomarbeit verwendeten Mono-, Oligo- und

Bezeichnung der Pflanzenname Merkmale und Zucker
Probe (Pflanzenfamilie) / Aussehen
Firma
1 | Negativkontrolle Agua dest. autoklaviert
2 | Taro Starke (0,4%) Colocasia esculenta — graulich-weil3es Pulver; a-Glucan, Stéarke
Taro (Araceae) Probe 23.3.2004
3 | Jackfrucht Starke (0,4%) Artocarpus heterophyllus — | feines, weil3es Pulver; a-Glucan, Starke
Jackfrucht (Moraceae) Probe 22.3.2004
4 | Betaven | (0,4%) Firma: Microstructure hellbraunes Pulver; 30% B-Glucan
sp.zo.o. Warschau Probe Dez. 2008
5 | Chaga Tee (0,4%) Inonotus obliquus / dunkelbraune Stiicke des | vorwiegend
Fungus betulinus — Chaga | zermahlenen Pilzes B-Glucan
(Basidomycetes)
6 | Reisstroh (0,4%) Oligomer vom Reisstroh gefriergetrocknetes, B-Glucan
braunes, granulatartiges
Pulver
7 | Cellobiose (0,4%) Firma: Glycon Bioch. weil3es Pulver B-Glucan
GmbH
8 | Betaven Il (0,4%) Firma: Microstructure weildes, feinkdrniges wasserlosliche Fraktion
sp.zo.o0. Warschau Granulat des B-D-Glucans von
Betaven; mit MeOH
ausgefallt
9 | Glucose (2%) Firma: Sigma Aldrich weil3es Pulver Monosaccharide
10 | Lactose (2%) Firma: Sigma Aldrich weil3es Pulver Monosaccharide
11 | D (+) Mannose (2%) Firma: Sigma Aldrich weil3es Pulver Monosaccharide
12 | D (+) Maltose (2%) Firma: Sigma Aldrich weil3es Pulver Monosaccharide
13 | D (+) Galaktose (0,2%) Firma: United States weil3es Pulver Monosaccharide
Biochem. Corp.
14 | Naxus (0,4%) Praparat isoliert aus weil3e, wasserlosliches
Weizenkleie zusammenheftende L-Arabinoxylan
Flocken
15 | Hyptis | (0,4%) Hyptis suaveolens weif3e Schilpen Heteropolysaccharide
(Lamiaceae)
16 | Hyptis Il (0,4%) Hyptis suaveolens hellbraun - wei3liche Polysaccharide von

(Lamiaceae)

Flocken

Hyptis, modifiziert mit

Pektinase
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17 | Hyptis 11l (0,4%) Hyptis suaveolens weil3es Pulver Polysaccharide von
(Lamiaceae) Hyptis, modifiziert mit
a-Glucosidase
18 | Hyptis IV (0,4%) Hyptis suaveolens weil3es Pulver Polysaccharide von
(Lamiaceae) Hyptis, modifiziert mit
endo-1,4 B-Mannanase
19 | Hyptis V (0,4%) Hyptis suaveolens dunkelbraun — neutrale
(Lamiaceae) karamellartige Masse Polysaccharide von
Hyptis,
modifiziert mit
Pektinase +
lonenaustauscher
20 | Hyptis VI (0,4%) Hyptis suaveolens weil3es Pulver saure Polysaccharide
(Lamiaceae) von Hyptis, modifiziert
mit Pektinase +
lonenaustauscher,
Fraktion |
21 | Hyptis VII (0,4%) Hyptis suaveolens weil3es Pulver saure Polysaccharide
(Lamiaceae) von Hyptis, modifiziert
mit Pektinase +
lonenaustauscher,
Fraktion Il
22 | Hyptis VIII (0,4%) Hyptis suaveolens weilde, saure Polysaccharide
(Lamiaceae) zusammenheftende von Hyptis,

Flocken modifiziert mit NaOH +
lonenaustauscher;
mit MeOH gefallt

23 | Hyptis 1X (0,4%) Hyptis suaveolens weil3e Schilpen Gesamtpolysaccharide
(Lamiaceae) von Hyptis,
modifiziert mit KOH
24 | Hyptis X (0,4%) Hyptis suaveolens weilRes Pulver Oligosaccharide von
(Lamiaceae) Hyptis, modifiziert mit
a-Glucosidase
25 | Hyptis XI (0,4%) Hyptis suaveolens - hellgelbes Pulver Oligosaccharide von
(Lamiaceae) Hyptis,
modifiziert mit
endo-1,4 B-Mannanase
26 | Ocimum | (0,4%) Ocimum basilicum — gefriergetrocknete, wasserldsliche

Konigskraut / Basilikum

(Lamiaceae)

cremefarbene Flocken

Fraktion der

Heteropolysaccharide
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27 | Ocimum Il (0,4%) Ocimum basilicum — gefriergetrocknete, weiRe | wasserlosliche
Koénigskraut / Basilikum Flocken Fraktion der
(Lamiaceae) Heteropolysaccharide
28 | Ocimum 11 (0,4%) Ocimum basilicum — hellbraunes, filzartiges Polysaccharide von
Konigskraut / Basilikum Gebilde Ocimum, modifiziert
(Lamiaceae) mit Pektinase
29 | Ocimum IV (0,4%) Ocimum basilicum — weil3es, kristallines Polysaccharide von
Kdnigskraut / Basilikum Pulver Ocimum, modifiziert
(Lamiaceae) mit NaOH +
lonenaustauscher
30 | Ocimum V (0,4%) Ocimum basilicum — weil3es Pulver Polysaccharide von
Kdnigskraut / Basilikum Ocimum, modifiziert
(Lamiaceae) mit a-Amylase
31 | Ocimum VI (0,4%) Ocimum basilicum — hellgelb - weililiche Polysaccharide von
Konigskraut / Basilikum Flocken Ocimum, modifiziert
(Lamiaceae) mit Amyloglucosidase
32 | Ocimum VII (0,4%) Ocimum basilicum — hellbraunes, filzartiges saures Polysaccharid
Koénigskraut / Basilikum Gebilde von Ocimum,
(Lamiaceae) modifiziert mit NaOH +
lonenaustauscher
33 | Ocimum VIII (0,4%) Ocimum basilicum — weild — gelbliches, Oligosaccharide von
Konigskraut / Basilikum klebriges Pulver Ocimum, modifiziert
(Lamiaceae) mit a-Amylase
34 | Ocimum IX (0,4%) Ocimum basilicum — weil3 — gelbliches, Oligosaccharide von
Konigskraut / Basilikum klebriges Pulver Ocimum,
(Lamiaceae) modifiziert mit
Amyloglucosidase
35 | Resource Benefiber | Optifiber; Cyamopsis gelblich-weil3es Pulver Guar-
(2%) tetragonolobus — Heteropolysaccharide
Guarbohne (Fabaceae);
Firma: Novartis
36 | Resource Benefiber Il Optifiber; Cyamopsis weil3es Pulver Heteropolysaccharide
(0,4%) tetragonolobus — (hydrolysierte
Guarbohne (Fabaceae); Galactomannane)
Firma: Novartis
37 | Liquiritiae radix pulvis Glycirrhiza glabra — gelblich griine Spéne und | Polysaccharide
(0,4%) SiuRholz (Fabaceae) Pulver; Probe Mai 2013
38 | Raftiline ST (0,4%) Cichorie — Wegwarte feines, weilRes Pulver Polysaccharide

(Asteraceae);
Firma: ORAFTI

(Fructan: Inulin)

18




39

Raftiline GR (0,4%)

Cichorie —Wegwarte
(Asteraceae);
Firma: ORAFTI

feines, weilRes Pulver

Polysaccharide

(Fructan: Inulin)

40

Frutafit 1Q (0,4%)

Cichorie — Wegwarte
(Asteraceae); Firma:
NEUBER GesmbH,

Division of Brenntag

weilRes Pulver

Polysaccharide
(Fructane aus Cichorie
(Inulin))

41

Sterculia (0,4%)

Sterculia urens —

Stinkbaum (Malvaceae)

hellgelbes Pulver

wasserlosliche
Oligosaccharide,
modifiziert und

gereinigt mit NaOH

42

Actilight 950 P (0,4%)

Firma: Beghin — Meiji
Industries

weildes Pulver

Fructo -

Oligosaccharide

43

Raftilose P 95 (0,4%)

Cichorie — Wegwarte
(Asteraceae);
Firma: ORAFTI

feines, weilRes Pulver

Fructo -
Oligosaccharide

(abgebautes Inulin)

a4

getrocknetes

Sterculia urens —

dunkelbraunes Pulver

*Probe verworfen

Sterculiapulver * Stinkbaum (Malvaceae) wegen zu hoher

Viskositat

45

Flohsamenschalen * Plantago ovata — Indischer | hellgrau — wei3liches *Probe verworfen

Flohsamen Pulver wegen zu hoher

(Plantaginaceae) Viskositat

2.3. Verwendete Bakterienkulturen

Im Rahmen der Diplomarbeit wurde das Wachstum der folgenden 7 Bakterienstamme
unter Einfluss der in Tabelle 1, Kapitel 2.2. genannten Saccharide gestestet:

* Lactobacillus rhamnosus GG, ATCC 53103

* Lactobacillus paracasei ssp. paracasei, CRL 431 (Chr. Hansen)

* Lactobacillus casei (Immunitas), DN-114001 aus Actimel® (Danone)
* Lactobacillus paracasei (Shirota), aus Yakult®

* Lactobacillus reuteri, ATCC 55730

* Lactobacillus acidophilus, (La 5) (Chr. Hansen)

* Bifidobacterium animalis ssp. lactis, (Bf 3) bzw. (BB12) (Chr. Hansen)
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Um mit den Bakterienstdmmen arbeiten zu kdnnen, wurden diese zuerst angezichtet.
Aus den Bakterienausgangskulturen wurden auf Agarplatten fraktionierte Ausstriche

angefertigt.

2.4. Anzucht der Bakterienkulturen

Alle Arbeitsschritte wurden in einer Laminar — Air — Flow — Werkbank der Klasse Il
durchgefihrt, um Verunreinigungen mit anderen Mikroorganismen auszuschlief3en.
Ein fraktionierter Ausstrich der Ausgangskulturen auf MRS — Agar wurde angefertigt,

um isolierte Kulturen zu erhalten.

Fir einen Ganzplattenausstrich wurde eine kleine Menge Ausgangskultur auf die
Agarplatte pipettiert und mit dem Drigalskispatel verstrichen.

Die Agarplatte wurde Uber Nacht bei 37°C im Anaerobierschrank WTC — binder APT
Line VD23/53/115 bebriitet und bis zur weiteren Verwendung in der Kihlkammer bei

4°C gelagert.

Eine frische Bakteriensuspension wurde am Vortag jedes Experiments hergestellt,
indem eine isolierte Bakterienkultur in 10 ml MRS+ — Flissigmedium aufgenommen
wurde oder 1 ml Bakterienkultur mit 9 ml MRS+ — Medium verdinnt und tGber Nacht im,
mit Stickstoff — befullten, Anaerobierschrank bei 37°C bebritet wurde.

Im nachsten Arbeitsschritt wurde die OD 600 (optical density beziehungsweise optische
Dichte bei einer Wellenlange von 600nm) von einer frisch angezlchteten
Bakterienkultur mit dem Photometer des Typs Hitachi U-1100 Spectrophotometer
bestimmt. Mit den erhaltenen Messwerten berechnete man die Verdiinnung, die notig
war, um eine OD 600 von 0,1 bzw. 0,2 zu erhalten. Die berechnete Menge
Bakterienkultur wurde in ein steriles Eppendorf Réhrchen pipettiert. Dieses wurde fr 15
Minuten bei 10 000 Umdrehungen pro Minute (rounds per minute - rpm) zentrifugiert
und das Pellet 3 Mal mit 1 ml MRS- — Medium fur 10 Minuten bei 10 000 rpm
gewaschen. Nach dem 3. Waschvorgang wurde das Pellet in 1 ml MRS- — Ldsung

resuspendiert und mit MRS- — Medium auf eine OD 600 von 0,1 bzw. 0,2 verdinnt.

20



2.5. Bioscreen C — Messungen und Tecan — Messungen

Bevor die Messungen im Bioscreen C — Messgerat des Typs Labsystems Bioscreen C
bartelt Type FP-1100C, beziehungsweise im Spektralphotometer Tecan Infinite M200
N0.30016411 stattfinden konnten, wurden in jedes Well 300 ul pipettiert, die sich je

nach Ausgangskonzentration der Zuckerlésung aus

» 150 ul Bakteriensuspension + 150 pl Zuckerlésung oder Wasser als Negativkontrolle
bzw.
« 270 uyl Bakteriensuspension + 30 pl Zuckerldsung oder Wasser als Negativkontrolle

zusammensetzten.

Die beflllte Mikrotiterplatte wurde im Bioscreen C — Messgerat (beziehungsweise im
Tecan — Spektralphotometer) positioniert.

Das Bioscreen C — Messgerét ist ein Inkubator und Photometer in Einem und misst die
Tribung, die durch die wachsenden Bakterienkulturen entsteht. Die Bakterien wurden
fur 48 Stunden bei 37°C bebritet und stiindlichen Messungen der optischen Dichte bei
600nm (OD 600) unterzogen.
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3. Resultate

Nach der Durchfihrung von 3 bzw. 4 Durchgangen der OD 600 — Messungen im
Bioscreen C — Messgerat fur die Kulturen von Lactobacillus rhamnosus GG,
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei, Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei,
Lactobacillus reuteri und Lactobacillus acidophilus unter Einfluss ausgewahlter
Saccharide (Tabelle 1, Kapitel 2.2.) wurden die Mittelwerte berechnet und in
Wachstumskurven graphisch dargestellt.

Trotz mehrmaliger Versuche wurde die Bakterienkultur Bifidobacterium animalis ssp.
lactis fur die Messungen ausgeschlossen, da diese Kultur unter den aeroben
Bedingungen im Bioscreen C — Messgerat als auch im Spektralphotometer (Tecan) nur

sehr geringes Wachstum zeigte, wie in Kapitel 3.7. ersichtlich wird.
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3.1. Lactobacillus rhamnosus GG

Lactobacillus rhamnosus GG (1)
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Abb.1. Wachstumskurven von Lactobacillus rhamnosus GG unter Einfluss ausgewahlter
Mono- , Oligo- und Polysaccharide (1)

Wie aus Abb.1. ersichtlich, ist das Wachstum von Lactobacillus rhamnosus GG unter
Einfluss von Cellobiose am starksten. Auch Mannose und Galaktose zeigen gute
Wachstumsvoraussetzungen fir die Bakterienkultur. Alle 3 Zuckerlésungen liegen tber
der Glucose — Losung, die in allen Messungen als Positivkontrolle dient.

Die restlichen Zuckerlésungen liegen zwar unter der Positivkontrolle, dennoch sieht
man auch hier deutliches Wachstum der Lactobacillus rhamnosus GG — Kultur.
Lediglich mit Lactose zeigt Lactobacillus rhamnosus GG fast keine Zellvermehrung.
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Lactobacillus rhamnosus GG (2)
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Abb.2. Wachstumskurven von Lactobacillus rhamnosus GG unter Einfluss ausgewahlter
Mono- , Oligo- und Polysaccharide (2)

Lactobacillus rhamnosus GG zeigt in Abb.2. das beste Wachstum, wenn es mit
Reisstron — sowie Chaga Tee — Ldsung versetzt wird. Auch die Lésungen von
Betaven I, Betaven Il, Naxus und Liquiritiae radix pulv. haben einen positiven Einfluss
auf das Wachstum der Zellen. Weiters liegen Uber der Negativkontrolle die
Zuckerlésungen von Taro Starke, Jackfrucht Starke und Sterculia und sind somit positiv
in der Beeinflussung des Wachstums von Lactobacillus rhamnosus GG zu bewerten.
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Lactobacillus rhamnosus GG (3)
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Abb.3. Wachstumskurven von Lactobacillus rhamnosus GG unter Einfluss ausgewahlter

Mono- , Oligo- und Polysaccharide (3)

Lactobacillus rhamnosus GG zeigt in Abb.3. unter dem Einfluss von Hyptis Il — Lésung
das beste Wachstum. Auch die Proben Hyptis | und Hyptis XI beeinflussen die
Bakterien in ihrem Wachstum positiv. Die Wachstumskurven von Lactobacillus
rhamnosus GG liegen in allen Hyptis Proben innerhalb der Positivkontrolle und
Negativkontrolle. Das bedeutet, dass jede Hyptis — Probe gute Eigenschaften bei der
Zellvermehrung der Kultur zeigt.
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Lactobacillus rhamnosus GG (4)
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Abb.4. Wachstumskurven von Lactobacillus rhamnosus GG unter Einfluss ausgewahlter

Mono- , Oligo- und Polysaccharide (4)

Wie in Abb.4. ersichtlich, ist das beste Wachstum fiir Lactobacillus rhamnosus GG in
Kombination mit Ocimum Il —, gefolgt von Ocimum VIII — Lésung, zu erzielen. Die
restlichen Ldsungen zeigen ebenfalls einen guten Einfluss auf die Zellzunahme von
Lactobacillus rhamnosus GG.
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3.2.
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Abb.5. Wachstumskurven von Lactobacillus paracasei ssp.paracasei unter Einfluss

ausgewahlter Mono- , Oligo- und Polysaccharide (1)

In Abb.5. zeigt die Kultur Lactobacillus paracasei ssp. paracasei unter Einfluss mehrerer

Zuckerlésungen Uberdurchschnittlich gutes Wachstum. Zu Beginn der Messungen ist

ein schneller Wachstumsanstieg der Bakterien in Mannose — bzw. Lactoselésung

deutlich zu erkennen. In den Zuckerldsungen Actilight 950 P, Raftilose P 95, Frutafit 1Q,

Raftiline GR und Raftiline ST steigt das Bakterienwachstum zeitverzogert, aber sehr

hoch an. Auch die anderen Zuckerlésungen befinden sich mit ihrem Einfluss auf das

Zellwachstums alle in Hohe der Positivkontrolle.
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Abb.6. Wachstumskurven von Lactobacillus paracasei ssp.paracasei unter Einfluss

ausgewahlter Mono- , Oligo- und Polysaccharide (2)

In Abb.6. zeigt Lactobacillus paracasei ssp. paracasei in Reisstroh — Lésung das beste

Wachstum. Auf Hohe der Positivkontrolle sind, mit gutem Wachstum, die Kurven von

Lactobacillus paracasei ssp.paracasei in Gegenwart von Betaven |, Chaga Tee,

Jackfrucht Starke und Taro Starke zu erkennen.

Darunter

befinden sich die

Wachstumskurven der Zellen in Sterculia —, Naxus —, und Betaven Il — Losung, die

ebenfalls einen positiven Einfluss auf die Zellvermehrung von Lactobacillus paracasei

ssp. paracasei haben. Liquiritiae radix pulv. hat keine Bedeutung fur das Wachstum

dieser Kultur.
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Lactobacillus paracasei ssp. paracasei (3)

0,7
—#—Negativkontrolle
0,6 —l—Glucose
® —h—Hyptis|
0,5 == Hyptis I
== Hyptis I
0,4 K —@—Hyptis IV
OD 600 e Hy ptis V
0,3 ——Hyptis VI
e Hy OIS VI
0,2 == Hyptis VIII
== Hyptis IX
01 Hyptis X
0.0 Hyptis XI

0 2 4 6 8 1012141618 2022 24 26 28 3032 34 36 384042 44 46 48

Zeit (h)

Abb.7. Wachstumskurven von Lactobacillus paracasei ssp.paracasei unter Einfluss

ausgewahlter Mono- , Oligo- und Polysaccharide (3)

Lactobacillus paracasei ssp. paracasei zeigt in Abb.7. in Gegenwart von Hyptis | —
Losung die grofdte Zunahme, gefolgt von Zellen, die in Hyptis 1l — Lésung kultiviert
werden.

Ebenfalls auffallig ist die Wachstumskurve von Hyptis V, die gegen Ende der
Messungen noch einmal kréaftig ansteigt. Die Zuckerlésungen der Proben von Hyptis Xl,
Hyptis 1V, Hyptis VIII und Hyptis VI haben auch einen guten Einfluss auf das Wachstum
von Lactobacillus paracasei ssp. paracasei. Die restlichen Losungen beeinflussen die
Zellzunahme ebenso positiv. Alle Wachstumskurven der Proben liegen im Grof3teil der

Messungen deutlich tGber der Negativkontrolle.
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Lactobacillus paracasei ssp. paracasei (4)
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Abb.8. Wachstumskurven von Lactobacillus paracasei ssp.paracasei unter Einfluss
ausgewahlter Mono- , Oligo- und Polysaccharide (4)

In Abb.8. zeigt Lactobacillus paracasei ssp. paracasei in Gegenwart der Probe von
Ocimum Il die grof3te Wachstumszunahme. Ebenso gute Eigenschaften betreffend der
Zellzunahme werden durch die Losung von Ocimum VI, Ocimum Il und Ocimum V
erzielt. Die Ubrigen Ocimum — Proben nehmen auch einen positiven Einfluss auf das
Wachstum von Lactobacillus paracasei ssp. paracasei.
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3.3. Lactobacillus casei

Lactobacillus casei (1)
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Abb.9. Wachstumskurven von Lactobacillus casei unter Einfluss ausgewéahlter Mono- , Oligo-

und Polysaccharide (1)

Die Kultur von Lactobacillus casei weist in Abb.9. aul3ergewothnlich gutes Wachstum in
Cellobioselésung auf. Auch in Maltoselosung steigt die Zellzahl deutlich an. Die
Wachstumskurven beider Losungen liegen deutlich Giber der Positivkontrolle.

Das Wachstum von Lactobacillus casei in Galaktose — und Mannoselosung liegt auf
gleicher Hohe wie die Positivkontrolle. Die anderen Zuckerldsungen liegen zwar
unterhalb der Positivkontrolle, dennoch sieht man auch hier einen klaren
Wachstumsanstieg. Lactose hingegen hat weniger Einfluss auf das Wachstum von
Lactobacillus casei.
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Abb.10. Wachstumskurven von Lactobacillus casei unter Einfluss ausgewahlter Mono- , Oligo-

und Polysaccharide (2)

In Abb.10. liegen alle Wachstumskurven von Lactobacillus casei in Gegenwart jeder

Zuckerldsung genau zwischen der Positivkontrolle und der Negativkontrolle, was

bedeutet, dass alle einen gewissen Einfluss auf die Zellvermehrung der Kultur haben.

Die hochste Vermehrungsrate haben die Bakterien in Chaga Tee — Ldsung, gefolgt

von Reisstronh —, Jackfrucht Starke —

und Taro Starke — LOsung. Die restlichen

Zuckerlésungen zeigen ungefahr gleich gute Eigenschaften bei der Vermehrung der

Zellen von Lactobacillus casei.
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Abb.11. Wachstumskurven von Lactobacillus casei unter Einfluss ausgewahlter Mono- , Oligo-
und Polysaccharide (3)

In Abb.11. befinden sich alle Wachstumskurven von Lactobacillus casei in Gegenwart
der Hyptis — Proben innerhalb der Positivkontrolle und Negativkontrolle. Das meiste
Wachstum liefert die Kultur unter Einfluss von Hyptis | — Losung, gefolgt von den
Lésungen von Hyptis V und Hyptis IV. Die restlichen Proben sind ebenfalls als positiv in

der Beeinflussung der Zellzunahme zu bewerten.
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Abb.12. Wachstumskurven von Lactobacillus casei unter Einfluss ausgewahlter Mono- , Oligo-
und Polysaccharide (4)

In Abb.12. erreicht Lactobacillus casei das beste und gleichmafigste Wachstum mit der
Zuckerlésung von Ocimum Il, gefolgt von Ocimum Ill. Auch die Wachstumskurven der
restlichen Proben zeigen eine Zunahme der Zellzahl von Lactobacillus casei. Alle
Proben sind als positiv zu werten, da alle Kurven innerhalb der Positivkontrolle und der
Negativkontrolle liegen.
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Abb.13. Wachstumskurven von Lactobacillus paracasei unter Einfluss ausgewahlter

Mono- , Oligo- und Polysaccharide (1)

In Abb.13. waéchst Lactobacillus paracasei unter Einfluss von Cellobiosel6sung

Uberdurchschnittlich gut, sogar besser als mit Glucoselésung. Auch in Lactose —,

Maltose —, Galaktose —, sowie Mannoselésung zeigen die Zellen eine deutliche

Wachstumszunahme. Die restlichen Zuckerlésungen haben eher weniger Einfluss auf

das Wachstum von Lactobacillus paracasei. Die Wachstumskurven liegen in gleicher

Hohe wie die Negativkontrolle.
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Abb.14. Wachstumskurven von Lactobacillus paracasei unter Einfluss ausgewahlter

Mono- , Oligo- und Polysaccharide (2)

In Abb.14. zeigt das beste Wachstum Lactobacillus paracasei unter dem Einfluss von

Chaga Tee — Losung, gefolgt von den Ldsungen von Taro Starke, Reisstroh und

Jackfrucht Starke. Die Wachstumskurven der Ubrigen Losungen liegen knapp Uber der

Negativkontrolle,

signifikant.
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Abb.15. Wachstumskurven von Lactobacillus paracasei unter Einfluss ausgewahlter

Mono- , Oligo- und Polysaccharide (3)

Das eindeutig beste Wachstum in Abb.15. zeigt Lactobacillus paracasei in Gegenwart
der Zuckerlésung von Hyptis |. Dagegen sind die Proben von Hyptis IX und Hyptis X,
sowie Hyptis XI als negativ in der Wachstumsbeeinflussung zu erachten. Die restlichen
Proben von Hyptis suaveolens liegen innerhalb der Positivkontrolle und Negativkontrolle
und zeigen somit positive Eigenschaften fur das Wachstum von Lactobacillus
paracasei.
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Abb.16. Wachstumskurven von Lactobacillus paracasei unter Einfluss ausgewahlter

Mono- , Oligo- und Polysaccharide (4)

In Abb.16. zeigt Lactobacillus paracasei das beste Wachstum in Gegenwart von
Ocimum IX — Losung. Ocimum IV hat keinen Einfluss auf die Zunahme der Zellzahl von
Lactobacillus paracasei. Die restlichen Ocimum — Proben haben alle ungefahr
dieselben positiven Eigenschaften betreffend der Einflussnahme auf das Wachstum
dieser Bakterienkultur. Die Wachstumskurven dieser Zuckerldsungen liegen zwischen
der Negativkontrolle und der Positivkontrolle und deuten somit auf eine Zellzunahme

von Lactobacillus paracasei hin.
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3.5. Lactobacillus reuteri
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Abb.17. Wachstumskurven von Lactobacillus reuteri unter Einfluss ausgewahlter
Mono- , Oligo- und Polysaccharide (1)

Die Wachstumskurven von Lactobacillus reuteri in Abb.17. zeigen, dass die Zellen in
Lactose — und Maltoselosung das starkste Wachstum haben, sogar hdher als mit
Glucose. Galaktose — Losung liegt zwar unterhalb der Positivkontrolle, weist aber auch
auf einen positiven Einfluss der Losung auf die Zellen hin. Die tbrigen Zuckerlésungen
beeinflussen das Wachstum von L.reuteri nicht signifikant.
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Abb.18. Wachstumskurven von Lactobacillus reuteri unter Einfluss ausgewahlter

Mono- , Oligo- und Polysaccharide (2)

Deutlich unterhalb der Positivkontrolle aber dennoch den meisten Einfluss bei der

Zellvermehrung von Lactobacillus reuteri hat die Losung von Reisstroh in Abb.18. .

Auch die Zuckerlésung der Probe Taro Starke kann das Wachstum von L.reuteri positiv

beeinflussen. In Gegenwart von Betaven | —, Jackfrucht Starke —, Naxus —, Liquiritiae

radix pulv.— und Betaven Il — Lésung zeigen die Zellen ebenfalls eine Zunahme der

Zellzahl. Die Chaga Tee — Wachstumskurve lasst zu Beginn einen leichten Anstieg

erkennen. Auf Hohe der Negativkontrolle liegt die Losung von Sterculia, weshalb diese

als negativ zu betrachten ist.

40



Lactobacillus reuteri (3)

0,7
—4— Negativkontrolle
06 == Glucose
=== Hyptis |
0,5 = Hyptis
e Hyptis
0,4 =@ Hyptis IV
OD 600 =t Hyptis V/
0.3 e Hyptis VI
. _ = Hyptis VII
02 Mot ) Dol o OPIRY —o— Hyptis VI
A == HyptisIX
0,1 i
==fe= Hyplis X
Hyptis XI
0,0

0 2 4 6 8101214161820 22 2426283032 3436384042 44 4648
Zeit (h)

Abb.19. Wachstumskurven von Lactobacillus reuteri unter Einfluss ausgewahlter
Mono- , Oligo- und Polysaccharide (3)

Lactobacillus reuteri zeigt in Abb.19. unter Einfluss aller Hyptis — Proben eine Zunahme
des Wachstums, da alle Wachstumskurven innerhalb der Positivkontrolle und
Negativkontrolle zu finden sind. Jedoch liegt die Positivkontrolle deutlich Uber den
Proben mit den besten Eigenschaften zur Verbesserung des Wachstums von L.reuteri,

namlich jenen von Hyptis I, Hyptis II, Hyptis VI, Hyptis VIII und Hyptis XI.
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Abb.20. Wachstumskurven von Lactobacillus reuteri unter Einfluss ausgewahlter
Mono- , Oligo- und Polysaccharide (4)

In Abb.20 sind bei der Kultur von Lactobacillus reuteri die besten Zuckerlésungen mit
dem groR3ten Einfluss auf das Wachstum Ocimum [l und Ocimum VI. Die Proben von
Ocimum V, Ocimum VII, Ocimum Il und Ocimum IV haben ebenfalls Einfluss auf die
Zellzunahme, dennoch liegen die Wachstumskurven aller Proben deutlich unterhalb der
Positivkontrolle. Nur die Losung von Ocimum | hat keine Bedeutung fur die Zunahme
der Zellzahl.
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. Wachstumskurven von Lactobacillus acidophilus unter Einfluss ausgewahlter

Die Kultur Lactobacillus acidophilus zeigt in Abb.21. das beste Wachstum in Actilight

950 P —, sowie Raftilose P 95 — Losung. Erst ab Stunde 26 nimmt was Wachstum von

Lactobacillus acidophilus unter Einfluss von Cellobioseldsung stark zu. Die Kurve von

Frutafit 1Q liegt auf genau derselben Hohe wie die Positivkontrolle, jene von

Raftiline GR und Raftiline ST knapp darunter. Auffallend ist, dass die Wachstumskurven

der Zellen in den Zuckerlésungen Resource Benefiber Il und Mannose erst gegen Ende

der Messungen einen leichten, aber nicht signifikanten Wachstumsanstieg zeigen.

Lediglich die Zuckerlésungen von Lactose und Benefiber | scheinen keinen Einfluss auf

das Wachstum von Lactobacillus acidophilus zu haben.
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Abb.22. Wachstumskurven von Lactobacillus acidophilus unter Einfluss ausgewahlter
Mono- , Oligo- und Polysaccharide (2)

Wie in Abb.22. erkennbar, zeigt die Wachstumskurve von Lactobacillus acidophilus in
Chaga Tee — Losung das beste Wachstum. Ahnlich in der Beeinflussung der
Zellvermehrung sind die Lésungen der Proben Betaven | und Reisstroh.

Die Zellen scheinen unter Einfluss von Jackfrucht Starke — Lésung kurzzeitig ein gutes
Wachstum zu zeigen. In den Zuckerldsungen von Betaven Il, Liquiritiae radix pulv. und
Taro Starke kommt es ebenfalls zu einer Vermehrung von Lactobacillus acidophilus.

Die Kurve von Naxus verlauft parallel zur Negativkontrolle, weshalb diese Probe als

negativ zu bewerten ist.
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Abb.23. Wachstumskurven von Lactobacillus acidophilus unter Einfluss ausgewahlter

Mono- , Oligo- und Polysaccharide (3)

Wie in Abb.23. erkennbar, ist bei der Kultur von Lactobacillus acidophilus keine klare
Aussage Uber die eindeutig beste Hyptis — Probe mdglich. Hier liegen alle Kurven sehr
eng zusammen und deutlich unterhalb der Positivkontrolle. Dennoch kann man
erkennen, dass sich die meisten Wachstumskurven tber der Negativkontrolle befinden.
Sowohl die Lésungen von Hyptis I, Hyptis Ill, Hyptis VI, Hyptis VII als auch Hyptis Xl
beeinflussen das Wachstum der Kultur in gleicher, positiver Weise. Die Zuckerlésungen

von Hyptis VIII und Hyptis X jedoch sind als negativ zu bewerten.
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Abb.24. Wachstumskurven von Lactobacillus acidophilus unter Einfluss ausgewahlter

Mono- , Oligo- und Polysaccharide (4)

Wie aus Abb.24. ersichtlich, zeigt Lactobacillus acidophilus in Anwesenheit von
Ocimum Ill — Lésung, gefolgt von Ocimum IX —, Ocimum IV —, sowie Ocimum VIII —
Losung das beste Wachstum. Auch die Proben von Ocimum VII, Ocimum Il und
Ocimum V haben deutlichen Einfluss auf die Vermehrung der Zellen von Lactobacillus
acidophilus. Ocimum | hat keinen nennenswerten Einfluss auf das Wachstum der
Bakterienkultur.
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3.7. Bifidobacterium animalis ssp. lactis

Zu Beginn der praktischen Arbeit wurde die Kultur von Bifidobacterium animalis ssp.
lactis (BB 12) in mehreren Durchgéngen in 2 Mikrotiterplatten unter aeroben sowie
anaeroben Bedingungen bebritet.

Zuerst wurden mehrmals taglich im Laufe von 3 Tagen OD 600 — Messungen der aerob
bebriteten Kultur im Tecan — Spektralphotometer durchgefiihrt. Da auch nach dem 3.
Durchgang keine Wachstumszunahme von BB 12 erkennbar war, wurde ein neuerlicher
Versuch, diesmal mit Bebriuten unter anaeroben Bedingungen im Stickstoff —
gefluteten — Inkubator, durchgefinhrt.

Wieder wurden taglich im Laufe von 3 Tagen OD 600 — Bestimmungen durchgefihrt.
Auch hier stellte sich das Wachstum der Bifidobakterien kaum ein, lediglich gegen Ende

des 3. Tages nahm die Zellzahl von Bifidobacterium animalis ssp.lactis geringfiigig zu.

Um die Durchfihrung der angewandten Methode zu Uberprufen, wurde beim nachsten
Durchgang das Wachstum von 2 weiteren Kulturen, namlich jenes von Lactobacillus
casei sowie Lactobacillus acidophilus, von denen man wusste, dass sie sowohl unter
aeroben als auch anaeroben Bedingungen gutes Wachstum zeigen, paralell zu BB 12
mitbestimmt. Dieses Mal wurden die Bakterien unter anaeroben Bedingungen im
Inkubator bei 37°C 3 Tage lang bebrttet und einmal taglich eine OD 600 — Messung im

Tecan — Spektralphotometer durchgefthrt.
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Abb. 25. Wachstumskurven von Lactobacillus casei unter Einfluss ausgewahlter

Mono- , Oligo- und Polysaccharide im Vergleich mit Bifidobacterium animalis

ssp. lactis
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Abb. 26. Wachstumskurven von Lactobacillus acidophilus unter Einfluss ausgewahlter
Mono- , Oligo- und Polysaccharide im Vergleich mit Bifidobacterium animalis

ssp. lactis

Sowohl die Kultur Lactobacillus casei als auch Lactobacillus acidophilus zeigten bis
Ende des 1. Tages gutes und schnelles Wachstum, danach befanden sich die Zellen
bereits wieder in der Absterbephase, wie man in Abb.25. und Abb.26. erkennen kann.
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Abb. 27. Wachstumskurven von Bifidobacterium animalis ssp. lactis unter Einfluss ausgewahlter

Mono- , Oligo- und Polysaccharide

Bifidobacterium animalis ssp. lactis benotigte wesentlich langer, um &hnliche OD 600 —
Werte wie die anderen beiden Kulturen zu erreichen. Am Ende des 1. Tages lagen die
Messergebnisse nicht einmal halb so hoch wie jene von Lactobacillus casei und
Lactobacillus acidophilus. Die Zellzahl von Bifidobacterium animalis ssp. lactis nahm
am 2. Tag deutlich zu und war gegen Ende des 3. Tages noch immer am Steigen.

Die Kultur von Bifidobacterium animalis ssp. lactis wurde dennoch fur weitere
Messungen mit den restlichen Zuckerlésungen ausgeschlossen, da eine anaerobe
Inkubation von BB 12 im Bioscreen C — Messgerat unmadglich gewesen waére.
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4. Diskussion

Wie bereits erwahnt, sind die mit dem Bioscreen C — Messgerat und dem Tecan —
Spektralphotometer durchgefuhrten Messungen Tribungsmessungen. Die Trubung
steigt mit der Zellzahl, wodurch das Zellwachstum gemessen werden kann.

Bei den Versuchen wurden Bakterienkulturen in MRS- — Medium mit Zuckerlésungen in
ausgewahlten Konzentrationen zusammenpipettiert und bei 37 °C unter aeroben
Bedingungen bebritet. In zuvor bestimmten Zeitabstdnden wurden die Messungen der
optischen Dichte bei 600 nm durchgefiihrt und so die Zunahme der Tribung in den
einzelnen Wells der Mikrotiterplatten gemessen.

Die OD 600 — Messungen mit dem Bioscreen C — Messegerat sowie mit dem
Spektralphotometer (Tecan) zeigen eine klare Zunahme der Tribung der

Bakterienkulturen in Kombination mit den ausgewahlten Zuckerldsungen.

Wie in Abb.1. bis Abb. 24. aus Kapitel 3 ersichtlich, Gbt Cellobiose den grofiten,
positiven Einfluss auf das Wachstum der ausgewahlten Bakterienstdamme aus. Die
Proben Mannose und Maltose liegen mit ihren Wachstumskurven bei den meisten der
Bakterienkulturen auch Uber den durchschnittlichen Werten. Lactose und die Fructane
der Polysaccharidproben Raftiline GR und Raftiline ST lassen die Kurven ebenso
ansteigen, wie die Fructooligosaccharide der Proben Raftilose P 95 und Actilight 950 P
(Tabelle 1, Kapitel 2.2.).

Reisstroh hat einen grof3en Einfluss auf das Wachstum der Bakterienkulturen. Jede
einzelne der 6 Kulturen spricht mit einem erhéhten Wachstum auf die Gegenwart der
B — Glucan — Zuckerlésung an. Auch die Versuche mit Chaga Tee in Kombination mit
den Bakterienzellen zeigen deutliche Erfolge. Unterschiedlich starken, aber dennoch
nennbaren Einfluss auf die Vermehrung der Zellen haben die Proben Taro Starke,
Jackfrucht Starke und Betaven | (Tabelle 1, Kapitel 2.2.).

Die Zellen aller Bakterienstamme werden am haufigsten von Probe Hyptis | (Tabelle 1,
Kapitel 2.2.) zur Vermehrung angeregt, dicht gefolgt von Hyptis XI. Weiters leisten auch
die Polysaccharidproben Hyptis Il und Hyptis V (Tabelle 1, Kapitel 2.2.) einen deutlichen
Beitrag zur Erh6hung der Zellzahl.

51



Ocimum Ill hat die meiste Beteiligung am Wachstum aller 6 Bakterienstamme, gefolgt
von den Proben Ocimum VII und Ocimum VI (Tabelle 1, Kapitel 2.2.). Auch
erkennbaren, positiven Einfluss auf das Wachstum der Zellen liefern Ocimum I,
Ocimum VIII und Ocimum VIII (Tabelle 1, Kapitel 2.2.). Diese Proben erhéhen zwar
nicht bei jeder einzelnen, aber dennoch bei den meisten der 6 Bakterienkulturen die
Zellteilungsrate.

Die Ergebnisse lassen darauf schlieen, dass die Wachstumskurven der OD 600 —
Messungen auf eine Vermehrung der Zellzahl hindeuten. Dies jedoch ist nicht zu 100%
sicher, da eine Zunahme der Tribung auch bedeuten kann, dass sich in den
Bakterien — Zuckerlésungs — Suspensionen andere chemische Prozesse ereignet
haben und so eine Tribung ergeben, die falschlicherweise als zunehmendes
Wachstum der Bakterienkultur verstanden werden kann.

Womdglich wurden im Laufe der Kultivierung die Loslichkeit der Oligo — und
Polysaccharide verringert und dadurch ergab sich eine Trilbung der Suspensionen.
Eine weitere Moglichkeit ware, dass die Zuckerldsungen tatsachlich von den Zellen
verwertet wurden, jedoch die entstandenen Abbauprodukte der Zucker eine starkere
Tribung als die sich — vermehrenden Bakterien selbst lieferten.

Um eine Fehlinterpretation auszuschlieen und eine Aussage Uber die tatsachliche
Erhdhung der Zellzahl zu erhalten, ist die Ermittlung der Bakterienzahl mittels
Keimzahlbestimmung eine gute und aussagekraftigte Methode, die wahrend der
praktischen Arbeit aber aus zeitlichen Grinden nicht durchgefuhrt wurde.

Auch wenn der Stamm fiur die Versuchsreihe ausgeschlossen wurde, sollte
Bifidobacterium animalis ssp. lactis in zukinftigen Untersuchungen miteinbezogen
werden. Da die genau definierten Bedingungen der durchgefihrten Messungen nicht
speziell fir den Bifidobacterium animalis ssp. lactis — Stamm ausgeweitet wurden, ist
deshalb nicht klar, ob die Zellen unter Einfluss der getesteten Oligo- und

Polysaccharidproben gutes Wachstum gezeigt hatten.
Dabei sollte man auch in Betracht ziehen, dass die getesten Stdmme anaerobe

Milchsaurebakterien sind. Von den getesten Bakterienkulturen zeigen die meisten zwar

auch im aeroben Milieu ein gutes Wachstum, jedoch ist ihre Vermehrungsrate in
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anaerober Umgebung viel héher. Bei zuklnftigen Tests sollte man versuchen, die
Stdmme im aeroben als auch anaeroben Milieu zu kultivieren.

Eine weitere Uberlegung wére es, verschiedene Kombinationen von Bakterienstammen
in den oben erwdhnten Zuckerldsungen zu testen. Dies dient dazu um herauszufinden,
ob sich die Kulturen eventuell in ihren Eigenschaften positiv ergdnzen und ein héheres
Wachstum aufweisen als in Monokulturen oder ob sie sich gegenseitig die
Nahrungsquellen entziehen und so eine verfrihte Absterbephase aller beteiligten

Stamme hervorrufen.

Ebenfalls konnte auch der Einfluss verschiedener Kombinationen von Zuckerlésungen
auf die Bakterienstamme getestet werden. Womadoglich liefern die Ergebnisse der Tests
mit Monokulturen sowie mehrerer kombinierten Bakterienstdamme interessante neue
Erkenntnisse Uber das Wachstum und den Einfluss von Préabiotika und Probiotika im
Speziellen.

Auch hier ware es empfehlenswert sowohl Tribungsmessungen als auch

Keimzahlbestimmungen durchzufihren, um klare Aussagen Uber den Einfluss spezieller

Prabiotika auf einzelne als auch kombinierte Probiotika zu erhalten.
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5. Zusammenfassung

Das Wachstum der Bakterienkulturen Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus
paracasei ssp. paracasei, Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus
reuteri und Lactobacillus acidophilus unter Einfluss ausgewahlter Oligo— und
Polysaccharidproben wurde in mehrmals durchgefuhrten Messvorgangen bestatigt.
Auch wurde die Reproduzierbarkeit der Messergebnisse sowie der Methode bewiesen.
Es wurde gezeigt, dass einige der getesteten Oligo— und Polysaccharidproben das
Wachstum der 6 Kulturen in positiver Weise beeinflussen. Die Lésungen der Proben
von Cellobiose (Disaccharid), Reisstroh (B—Glucan), Chaga Tee (B—Glucan), Hyptis |
(Heteropolysaccharide), Hyptis XI (Oligosaccharide) und Ocimum III (Polysaccharide)
hatten in mehrmals durchgefiihrten Tribungsmessungen den meisten Einfluss auf die
Bakterienkulturen.

Nur einige wenige Zuckerausgangsverbindungen haben keine Bedeutung fur
Zellvermehrung und sind deshalb fir weitere Tests mit den oben erwahnten
Bakterienstdmmen auszuschliel3en.

Der Stamm Bifidobacterium animalis ssp. lactis wurde von den Versuchen
ausgeschlossen, da er auch nach mehrmaligen Testmessungen unter aeroben
Bedingungen keinen wirklichen Fortschritt im Wachstum zeigte.

Um eine genaue Aussage Uber den Einfluss der getesteten, besten Prabiotika auf die
genannten Bakterienzellen treffen zu koénnen, sind weitere Untersuchungen wie

Keimzahlbestimmungen notig.
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