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Kurzfassung

Es ist schon lange bekannt, dass Pro-, Pra- und Synbiotika einen positiven Einfluss auf die
Gesundheit des Menschen haben. In dieser Diplomarbeit wurde die wachstumsfordernde Wirkung
von verschiedenen Oligo- und Polysacchariden auf ausgewéhlte Bakterienstdmme untersucht. Diese
Saccharide wurden aus Agave, Topinambur, Knoblauch, Grinlilie, Kakteen und Pilzen gewonnen.
Die ausgewahlten Arten waren Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus paracasei und Bifidobacterium animalis. Die Wachstumszunahme der
Bakterien wurde mittels Tribungsmessung bestimmt. Im Rahmen dieser Untersuchungen konnte
ein positiver Einfluss einiger Zucker festgestellt werden, der durch zusétzliche Bestimmung der

koloniebildenden Einheiten auf Agarplatten bestétigt werden konnte.

Abstract

It has long been known, that pro-, pre- and synbiotics have a positive influence on the human
health. In this thesis, the specific effect of different oligosaccharides and polysaccharides on
selected bacterial strains was tested. These saccharides were obtained from agave, ,,Jerusalem
Artichoke®, garlic, green lily, cactus and mushrooms. The selected bacterial species were
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus paracasei
and Bifidobacterium animalis. The increase in growth of the bacterial species was determined by
turbidity measurement. As result of these investigations a positive influence of some sugars could
be detected. This could be confirmed using further determinations of the colony forming units on

agar plates.



1. Einleitung

Im Zuge dieser Diplomarbeit wurde das Wachstum von ausgewéhlten Bakterienstdmmen aus den
Gattungen Lactobazillen und Bifidobakterien unter dem Einfluss verschiedener Zuckerldsungen
untersucht und dokumentiert. In den folgenden Kapiteln wird ndher auf die Hintergriinde von
Functional Food, Pro-, Pra- und Synbiotika sowie auf die verwendeten Methoden und Materialien

der Untersuchung eingegangen.

1.1.Functional Food

»EIn Lebensmittel wird dann als funktionell eingestuft, wenn ausreichend gezeigt werden konnte,
dass es eine oder mehrere Funktionen im Korper gunstig beeinflusst. Diese Wirkung erfolgt tber
die Ublichen Erndhrungseinfliisse hinaus und zwar so, dass entweder verbesserte Gesundheit oder
Wohlbefinden und/oder eine Verringerung des Risikos von Erkrankungen nachgewiesen wird.
Funktionelle Lebensmittel miissen Lebensmittel bleiben und mussen ihre Wirkung in solchen
Mengen zeigen, die den ublicherweise mit der Nahrung verzehrten Mengen entsprechen. Sie sind
keine Pillen oder Kapseln, sondern ublicherweise Bestandteile der tblicherweise aufgenommenen
Nahrung* [1].

Der Ursprung von ,.Functional food* liegt in Japan; dort dirfen entsprechend angereicherte
Lebensmittel seit 1991 unter dem Begriff ,,Food for specific health use* (Essen fiir spezifischen
Gesundheitsnutzen) vermarktet werden [2]. Japanische Gesundheitsbehdrden hatten in den 80er-
Jahren erkannt, dass eine verbesserte Lebensqualitdt Hand in Hand mit einer Verbesserung der
Lebenserwartung des standig steigenden Bevdlkerungsanteils alterer Menschen geht. So wurde ein
Konzept entwickelt und es wurden spezielle Lebensmittel eingefuhrt, die nun vermehrt konsumiert
werden [3]. In den letzten Jahrzehnten fand ein Paradigmenwechsel statt von Uberleben,
Gesundheitserhaltung, Stillen von Hunger hin zu Gesundheitsverbesserung, Steigerung von
Wohlbefinden und Verringerung von gesundheitlichen Risiken wie Krebs und Fettsucht [1]. Es gibt
heutzutage ein viel groBeres Bewusstsein dafir, dass die Menschen sich selbst und ihren Familien
helfen konnen, Krankheitsrisiken zu verringern und Gesundheit und Wohlbefinden durch einen

gesunden Lebensstil, einschliel}lich der Ern&hrung, zu erhalten [3].



1.1.1. Probiotika

Das Wort ,,Probiotika® leitet sich vom Griechischen ,,pro bios* ab und bedeutet soviel wie ,,fiir das
Leben®. Es handelt sich dabei um definierte lebende Mikroorganismen, die in ausreichender Menge
in aktiver Form in den Darm gelangen und positive gesundheitliche Effekte erzielen. Vor allem
Lactobazillen und Bifidobakterien werden verwendet, da sie die Magen-Darm-Passage besser als
andere Mikroorganismen Uberleben und ihre protektive Wirkung im Darm entfalten. Zu finden sind
Probiotika beispielsweise in Joghurt mit definierten und untersuchten Stammen (z.B. Yakult,

Actimel), Mislis oder auch Sauglingsnahrung wie Beba [4].

Zu den Wirkungen der Probiotika zahlen die verklrzte Dauer und Vorbeugung von
Durchfallerkrankungen (wie Morbus Crohn, Colitis ulcerosa oder Reizdarmsyndrom), Stimulation
der Antikorperbildung gegen Erreger von Darminfektionen wie Helicobacter pylori, Verbesserung
der Enzymaktivitat in der Darmflora (bei Lactoseintoleranz), Reduzierung der Dauer und Schwere
von Erkéltungskrankheiten durch Stirkung des Immunsystems. Vermutet wird auch eine
Verringerung der Beschwerden bei Allergikern, Kindern mit Neurodermitis und Sauglingen mit
Windeldermatitis [4, 5]. Hoffnung schopft die Medizin auch hinsichtlich neuer Einsatzgebiete
aufRerhalb des Verdauungstraktes, wie Atemwege oder Urogenitaltrakt. In diesen Fallen miissen aber
noch weitere Studien vorgenommen werden, um Patienten Empfehlungen in diese Richtung
auszusprechen. Als unzureichend wird die Datenlage hinsichtlich der Vorbeugung von Friihgeburten
infolge vaginaler Infektionen wahrend einer Schwangerschaft angesehen, wenngleich es in friiheren
Untersuchungen Hinweise darauf gab [5]. Fraglich ist die mdogliche Senkung des
Cholesterinspiegels und die antimutagene Wirkung; auch hierzu sind noch weitere Untersuchungen
notig [6].

1.1.2. Prabiotika

Wihrend Probiotika lebende Mikroorganismen enthalten, sind Prabiotika fur den Menschen
unverdauliche Lebensmittelbestandteile. Sie fordern das Wachstum und/oder die Aktivitdt von
Bakterien im Darm, sind also quasi Substratquelle fiir die probiotischen Bakterien. Wichtig ist dabei
vor allem, dass das Prabiotikum nicht gleich in den oberen Darmabschnitten hydrolisiert bzw.
absorbiert wird und die selektive Verwertung durch bestimmte Bakterien in einer Mischkultur

erfolgt.

Als Prabiotika werden fir den Menschen unverdauliche Polysaccharide verwendet, wie
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Oligosaccharide, Oligofructose, Fructo- und Galactooligosaccharide oder Inulin [7].

Prébiotika fordern beispielsweise die Absorption von Eisen, Magnesium und Calcium, hemmen die
Funktion der Osteoclasten und damit den Knochenabbau, fordern gleichzeitig die Calciumaufnahme
in den Knochen, haben einen positiven Einfluss auf die Blutfettwerte, beeinflussen den Darm
positiv bei Durchfallerkrankungen oder Obstipation. Es gibt auch erste Hinweise, dass Prabiotika,
die das Wachstum von Bifidobakterien fordern und das Risiko, an Kolonkrebs zu erkranken,

verringern konnen [6, 7].

1.1.2. Synbiotika

Synbiotische Lebensmittel enthalten Pro- und Prabiotika [7].

1.2. Probiotische Bakterien

Wie schon erwahnt, werden als probiotische Bakterien vor allem Lactobazillen und Bifidobakterien
verwendet [4]. Lactobazillen und Bifidobakterien z&hlen zu den grampositiven, nicht

sporenbildenden, anaeroben bis fakultativ anaeroben Milchsaurebakterien [8].

1.2.1. Lactobacillus reuteri

Unter anderem konnte in Studien nachgewiesen werden, dass Antibiotika-assoziierte Durchfélle von
hospitalisierten Patienten durch Lactobacillus reuteri verringert werden konnten [9]. Es gibt
Hinweise auf entziindungshemmende Effekte und nachdem es in kleinen Mengen auch in der
Muttermilch vorkommt, wirkt sich dieser Stamm positiv auf Koliken bei gestillten Neugeborenen
aus [10, 11]. Ebenso eignet sich Lactobacillus reuteri gut als Unterstiitzung einer Tripeltherapie von
Helicobacter pylori-Infektionen und reduziert gastrointestinale Nebenwirkungen [12]. Auch gibt es
Studien, die zeigen, dass Lactobazillen eine gute, nebenwirkungsfreie Methode zur Behandlung

einer bakteriellen Vaginalinfektion darstellen [13].



1.2.2. Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus acidophilus hat eine lange Geschichte als Zusatz in fermentierten Milchprodukten
und gilt als sicher in der Anwendung [14]. In klinischen Studien konnte bewiesen werden, dass die
Kombination aus Lactobacillus acidophilus und Vitamin C vorbeugend gegen Infektionen des
Respirationstraktes bei Vorschulkindern wirkt [15]. Ebenso gibt es Hinweise, dass mit Lactobacillus
angereichertes Joghurt das Lipidprofil von Typ 2-Diabetikern verbessern kann [16]. Sehr effektiv ist
die Wirkung gegen Clostridium difficile, einem pathogenen Keim, der Antibiotika-assoziierte
Durchfélle und Enterokolitis verursacht. Bei Patienten, die an chronischen Erschépfungszustanden

leiden, konnte eine teilweise Linderung der Symptome gezeigt werden [17].

1.2.3. Lactobacillus rhamnosus GG

Lactobacillus rhamnosus GG ist gegen saure pH-Werte (Magensaure, Gallensédure) resistent und
wird daher gern in Kombination mit anderen Milchsdurebakterien in der Lebensmittelindustrie
verwendet [7]. Der Anhang ,,GG* stammt von den beiden Forschern Dr. Sherwood Gorbach und Dr.
Barry Goldin, die diese Lactobacillus-Unterart 1985 erstmals isoliert haben [18]. Nicht alle
Vertreter von Lactobacillus rhamnosus GG wirken positiv. auf Immunsystem und
Gastrointestinaltrakt, da einige pathogene Eigenschaften haben und Karies, rheumatisch-vaskulare
Erkrankungen oder gar Endokarditis hervorrufen kdnnen [19]. Fur viele Vertreter sind aber
verschiedene Gesundheitseffekte gut dokumentiert, wie zum Beispiel die Préavention und
Behandlung gastrointestinaler Infekte und Durchfalle, Stimulation der Immunantwort durch
Aktivierung von Makrophagen, natlrlichen Killerzellen, antigen-spezifische zytotoxische T-Zellen
und Freisetzung verschiedener Zytokine oder die Pravention bestimmter allergischer Reaktionen.
[20]. Auch bei der atopischen Dermatitis von Kindern zeigte Lactobacillus rhamnosus GG gunstige
Eigenschaften und konnte einerseits die Entwicklung einer atopischen Dermatitis verhindern,
andererseits gab es auch eine Milderung des Schweregrades bei bereits erkrankten Kindern. Ebenso
konnte gezeigt werden, dass Kinder, die genetisch bedingt zur Hochrisikogruppe fur Ekzeme
gehdren, durch die Gabe von Lactobacillus rhamnosus GG weniger Ekzeme entwickelt haben, als
Kinder in der Placebogruppe [21].



1.2.4. Lactobacillus paracasei ssp. paracasei

Lactobacillus paracasei ist im Stande das Wachstum verschiedener pathogener Keime wie
Streptococcus mutans, der fur Infektionen im Mundbereich und Karies verantwortlich ist, zu
hemmen [22]. In Studien konnte zwar Pravention oder Verringerung der Schwere von Ekzemen bei
Kindern nicht verifiziert werden, wohl aber schien die Sensibilisierung der Haut gegenber
Nahrungsmittelallergenen und somit die H&aufigkeit des Auftretens von atopischen Ekzemen bei
jungeren Kindern verringert zu werden [23]. Ebenso wird von einer Aktivierung des Immunsystems
Uber intestinale Probiotika berichtet [24]. Sein positiver Einfluss auf Durchfallerkrankungen,
besonders durch Escherichia coli verursachte, und die Senkung des Korperfettgehaltes und des
Gewichtes bei Patienten, die Diat halten und gleichzeitig Probiotika zu sich nehmen, konnte in

mehreren Studien bewiesen werden [25, 26, 27].

1.2.5. Bifidobacterium animalis ssp. lactis

Die Einnahme von Bifidobakterien wirkt sich positiv bei Zahnfleischentziindungen und
Plaquebildung aus, weiters wirkt es immunmodulierend durch Aktivierung von Makrophagen,
natlrlichen Killerzellen, antigen-spezifischen zytotoxischen T-Zellen und Freisetzung verschiedener
Zytokine [28]. Bifidobacterium animalis ssp. lactis, auch bekannt unter der Bezeichnung Bb12, ist
eine Unterart der beiden Subspezies der Bifidobacterium animalis-Organismen, allerdings im
Gegensatz zu den anderen Lactobacillen nicht gegen Sédure resistent und wird oft in Kombination

mit anderen Milchsdurebakterien eingesetzt.

In Studien konnte gezeigt werden, dass Bifidobakterien, genauso wie Lactobacillus acidophilus-
Keime, das Lipidprofil von Typ-2-Diabetikern verbessern kénnen, bei Kleinkindern und Sauglingen
einen positiven Einfluss auf die Gesundheit haben und Infektionen sowohl im
Gastrointestinalbereich, als auch im Respirationstrakt, vorbeugen kénnen [16]. Ebenso wie bei
Lactobacillus acidophilus kdnnen die Symptome chronischer Erschdpfungszustiande teilweise

gemildert werden [28].
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2. Material und Methoden

2.1. Herstellung eines MRS (Man-Ragosa-Sharpes)-Mediums

2.1.1. Herstellung einer MRS-Bouillon ohne Glukose (MRS -Medium)

Tabelle 1: Bestandteile des MRS-Mediums

Pepton aus Casein 10g
Fleischextrakt 8¢
Hefeextrakt 49
Di-Kaliumhydrogenphosphat 29
Tween 80 1g
Di-Ammoniumhydrogencitrat 29
Natriumacetat 5¢
Magnesiumsulfat 0,29
Cystein-Hydrochlorid Monohydrat 0,569
Mangansulfat 0,049

Die Substanzen wurden in einem 1000ml Messzylinder eingewogen und mit Aqua destillata auf
900mlI aufgeflit.

Dann wurden die Bestandteile mittels Magnetriihrer bei Raumtemperatur geldst. Im Anschluss
wurde die Losung fur 20 Minuten bei 121°C autoklaviert und bis zur weiteren Verwendung bei 4°C
im Kihlraum gelagert.
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2.1.2. Herstellung einer MRS-Bouillon mit Glukose (MRS+ - Medium)

Fur das MRS+ - Medium wurden dieselben Bestandteile, wie in Tabelle 1 angegeben, verwendet.
Die Bestandteile wurden ebenfalls in einem 1000ml Messzylinder eingewogen, mit Aqua destillata
auf 900ml aufgefillt und bei 121°C fir 20 Minuten autoklaviert.

Zur Bereitung einer 20%igen Glukosel6sung wurden 200g Glukose in einem 1000ml Messzylinder
eingewogen, mit Aqua destillata auf 1000ml aufgefillt und bei Raumtemperatur am Magnetrihrer
gelost. AnschlieBend wurde die Losung 20 Minuten bei 121°C autoklaviert. Nach dem
Autoklavieren und Abkiihlen wurden 100ml dieser Ldsung zu den 900ml MRS ~ - Medium
zugeflgt. Danach wurde die Ldsung bis zur weiteren Verwendung im Kihlraum bei 4°C gelagert.

2.2. Herstellung einer PBS-LOsung (Phosphate Buffered Saline-Ldsung)

Die Bestandteile (2,46g Kalium-dihydrogenphosphat, 14,2g Di-Natriumhyrogenphosphat, 2,01g
Kaliumchlorid und 80,069 Natriumchlorid) wurden in einem 1000ml Messzylinder eingewogen,
mit Aqua destillata auf 1000ml aufgefullt und bei Raumtemperatur am Magnetrihrer geldst. Die
Losung wurde anschlieBend fur 20 Minuten bei 121°C autoklaviert und bis zur weiteren

Verwendung im Kihlraum bei 4°C gelagert.

Um eine einfache PBS-L6sung zu erhalten, wurde die derart hergestellte PBS-Ldsung mit sterilem

Wasser 1:10 verdinnt.
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2.3. Herstellung eines MRS-Agar-Mediums mit Glukose

Tabelle 2: Bestandteile des MRS-Agar-Mediums

Pepton aus Casein 109
Fleischextrakt 10g
Hefeextrakt 4g
Di-Kaliumhydrogenphosphat 29
Tween 80 19
Di-Ammoniumhydrogencitrat 29
Natriumacetat 59
Magnesiumsulfat 0,29
Cystein-Hydrochlorid Monohydrat 0,569
Mangansulfat 0,049
Agar 149

Die Bestandteile wurden in einem 1000ml Messzylinder eingewogen und mit Aqua destillata auf
900ml aufgefillt. Nachdem die Bestandteile am Magnetrihrer bei Raumtemperatur geldst wurden,
wurde die Losung fur 20 Minuten bei 121°C autoklaviert.

Nachdem das Agarmedium auf Handwérme abgekihlt war, wurden unter der Laminar-Air-Flow-
Werkbank 100ml Glukoselésung in das Agarmedium pipettiert. AnschlieBend wurden die
Petrischalen mit dem Agarmedium befillt und Gber Nacht zum Festwerden stehen gelassen.
Nachdem das Agarmedium sich tber Nacht verfestigt hatte, wurden die Schalen mit dem Deckel

nach unten bis zur weiteren Verwendung im Kihlraum bei 4°C gelagert.
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2.4. Herstellung einer Cystein HCI-LOsung

1g Cystein-HCI wurde in einem Messzylinder eingewogen und mit Aqua destillata auf 200ml
aufgefullt. Danach wurde die Losung fur 20 Minuten bei 121°C autoklaviert und bis zur weiteren

Verwendung im Kihlraum bei 4°C gelagert.

2.5. Herstellung einer PBS/Cystein HCI-L6sung

50ml PBS-L6sung und 50ml Cystein HCI-Ldsung wurden in einen 500ml Messzylinder uberfihrt,
mit sterilem Aqua destillata auf 500ml aufgefillt und bis zur weiteren Verwendung im Kuhlraum

bei 4°C gelagert.

2.6. Herstellung der Zuckerl6sungen

Fur die Untersuchungen wurden 2%-ige Zuckerldsungen aus den in Tabelle 3 aufgelisteten
Sacchariden hergestellt, am Magnetrihrer bei Raumtemperatur gel6st, anschlieend unter dem
Laminar-Air-Flow durch einen Membranfilter filtriert und bis zur weiteren Verwendung kuhl

gelagert.

Tabelle 3: Liste, der im Rahmen der Diplomarbeit verwendeten Oligo- und Polysaccharide

Bezeichnung der Pflanzenname(-familie)/Firma Merkmale und Zuckerart
Probe Aussehen der
Probe

1) Topinambur Helianthus tuberosus-Topinambur Weil3es Pulver 3-2-1-verknupftes
Extrakt 10 (Asteraceae, Korbbltler) Fruktan

2) Topinambur Helianthus tuberosus-Topinambur Weil3es Pulver 3-2-1-verknupftes
Extrakt 3 (Asteraceae, Korbbltler) Fruktan

3) FOS Helianthus tuberosus-Topinambur Bréunliche, 3-2-1-verknupftes
(Topinambur) (Asteraceae, Korbbldtler) kristalline Fruktan

Substanz
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4) Sinistrin

Squilla maritima-Meerzwiebel

(Liliaceae, Liliengewdchse)

Weil3es Pulver

Mixtyp, B-2-1- und B-
2-6-verknupft

5) Agavenfructan

Agave tequilana Weber-Mexikanische
Agave (Agavoideae, Agavengewéchse)

WeilRes Pulver

Mixtyp, 3-2-1- und [3-
2-6-verknuUpft

6) Metlin Agave tequilana Weber-Mexikanische Weil3es, Mixtyp, B-2-1-und [3-
Agave (Agavoideae, Agavengewachse) kristallines Pulver|  2-6-verknupft, hoher
molekular
7) Metlos Agave tequilana Weber-Mexikanische Braune, brockelige Mixtyp, B-2-1- und [3-

Agave (Agavoideae, Agavengewéchse)

Substanz

2-6-verknipft,

niedermolekular

8) Knoblauch

Allium sativum (Amaryllidaceae,

Amaryllisgewéachse)

Weilie, kristalline

Substanz

Mixtyp, 3-2-1-und B-
2-6-verknipft

9) Chlorophytum |  Chlorophytum comosum-Grunlilie | WeiRe Substanz B-2-1-verknupftes
(Agavoideae, Agavengewdchse) mit watteartiger Fruktan
Konsistenz
10) 1-Kestose Weil3es Pulver Triose, B-2-1-

verknipftes Fruktan,
unverzweigt,

niedermolekular

11) Raftiline ST

Cichorium intybus-Wegwarte
(Asteraceae, Korbblitler), Firma:
ORAFTI

WeiRes Pulver

R-2-1-verknipftes

Fruktan, unverzweigt

12) Raftiline GR

Cichorium intybus-Wegwarte
(Asteraceae, Korbbltler), Firma:
ORAFTI

Weildes Pulver

R-2-1-verknupftes
Fruktan

13) Raftilose P95

Cichorium intybus-Wegwarte

(Asteraceae, Korbbldtler), Firma:

WeiRes Pulver

R-2-1-verknipftes

Fruktan, niedermolekular
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ORAFTI

14) Benefiber

Cyamopsis tetragonoloba-Guarbohne
(Fabaceae, Hulsenfrichtler),

Firma:Novartis

Weil3es Pulver

Heteropolysaccharid

15) Frutafit 1Q

Cichorium intybus-Wegwarte

WeilRes Pulver

B-2-1-verknuUpftes

(Asteraceae, Korbblitler), Firma: Fruktan
Neuber GmbH
16) Nopalzin Opuntia ficus-indica-Feigenkaktus |brdaunliches Pulver| Heteropolysaccharid
(Cactaceae, Kakteen)
17) Chagatee Inonotus obliquus-Schiefer Dunkelbraune vorwiegend B-Glukan

Schillerporling (Basidomycetes,

Standerpilze)

Stiicke des
zermahlenen

Pilzes

2.7. \Verwendete Bakterienkulturen

Im Zuge der Diplomarbeit wurde das Wachstum der folgenden 7 Bakterienstimme unter dem

Einfluss der in Tabelle 3 genannten Saccharide genauer untersucht.

1.) Lactobacillus reuteri, ATCC 55730, Firma BioGaia

2.) Lactobacillus acidophilus, LA-5, Firma Hansen

3.) Lactobacillus rhamnosus GG, ATCC 53103

4.) Lactobacillus paracasei ssp. paracasei, CRL 431, Firma Hansen (1)

5.) Lactobacillus paracasei ssp. paracasei, DN 114001, Firma Danone (2)

6.) Lactobacillus paracasei ssp. paracasei /Shirota, DSM 20312, Firma Yakult (3)

7.) Bifidobacterium animalis ssp. lactis (BB12), Firma Hansen
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2.7.1. Anzucht der Bakterienkulturen

Am Vortag des Experiments wurde jeweils eine frische Bakteriensuspension hergestellt, 1 Tropfen
der Bakterienausgangskultur in 5 ml MRS+ - Medium aufgenommen und Uber Nacht im

Brutschrank unter anaeroben Bedingungen bei 37°C bebriitet.

2.8. Bioscreen C-Messung

Am néchsten Tag wurde von den frisch angeziichteten Bakterienkulturen die OD600 (optische
Dichte bei einer Wellenlange von 600nm) mittels Photometer bestimmt. Aus den erhaltenen
ODG600-Werten wurde die Verdlnnung errechnet, die nétig ist, um eine OD600 von 0,2 zu erhalten.
Die errechnete Menge Bakterienkultur wurde in ein steriles Eppendorf-Réhrchen pipettiert, mit 1mi
verdunnter PBS-Ldsung gewaschen und 8 Minuten bei 13500rpm zentrifugiert. Das Waschen des
Pellets wurde insgesamt dreimal durchgefuhrt. Nach dem 3. Waschvorgang wurde mit der
errechneten Menge MRS™ - Medium auf eine OD600 von 0,2 verdinnt.

Vor der Messung wurde zuerst die Mikrotiterplatte mit 200ul Flissigkeit pro Well befullt. Dabei
enthielten die ersten beiden Wells 200ul MRS - Medium, das 3. und 4. Well jeweils 200ul MRS+ -
Medium und die weiteren Wells 100ul Bakteriensuspension in MRS~ - Medium (OD600=0,2) und
100ul 2%-ige Zuckerlosung in MRS - Medium beziehungsweise reines MRS™ - Medium als
Negativkontrolle.

Die endgultige Zuckerkonzentration betrug somit 1% und die Start OD600 0,1.

Die befullte Mikrotiterplatte wurde anschlieBend im Bioscreen C-Messgerat positioniert und die
Messung uber 48 Stunden bei 37°C gestartet.

Das Bioscreen C-Messgerét ist sowohl Inkubator als auch Photometer und misst die durch die
wachsenden Bakterienkulturen entstehende Tribung. Dabei wird stiindlich die OD600 gemessen.

Nach 3 Messdurchgdngen am Bioscreen C-Messgerat mit den in Kapitel 2.7. genannten
Bakterienkulturen und den in Tabelle 3 genannten Sacchariden wurden die Mittelwerte der

Messwerte berechnet und als Wachstumskurven in Diagrammen graphisch dargestellt.
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2.9. Bestimmung der koloniebildenden Einheiten (KBE)

Im Anschluss an die Bioscreen C-Messungen wurden Agarplatten mit Glukose, Agavenfructan,

Metlos, Raftiline ST und Benefiber in der Konzentration 1% mit allen Bakterienstimmen beimpft.

Zur Bereitung der Agarplatten wurde die Halfte der Substanzmenge, die in Tabelle 2 angegeben ist,
eingewogen, mit Aqua destillata auf 450ml aufgefullt und bei Raumtemperatur am Magnetrihrer
gelost. Fir die Zuckerlésungen wurden 5g des Zuckers mit 50ml Aqua destillata aufgeftllt und am
Magnetrihrer gelést. Agarmedium und 10%-ige Zuckerlésung wurden anschlieBend fur 20 Minuten
bei 121°C autoklaviert, danach wurde die Zuckerlésung dem Medium unter der Laminar-Air-Flow-
Werkbank zugesetzt und die Mischung in Agarplatten gefillt. Die Platten wurden bis zur weiteren

Verwendung im Kihlraum bei 4°C gelagert.

Zur Bestimmung der koloniebildenden Einheiten wurde zuerst die OD600 der Bakterienkulturen
mittels Photometer bestimmt. Die Bakteriensuspension wurde mit der errechneten Menge
PBS/Cystein Hydrochlorid auf eine OD600 von 0,01 verdunnt und Verdiinnungsstufen hergestellt.
AnschlieBend wurden 50ul der Verdiinnungsstufen 1073, 104, 10° auf die Agarplatten pipettiert, mit
dem Drigalskispatel auf den Agarplatten verteilt und Uber Nacht im Brutschrank unter anaeroben
Bedingungen bei 37°C bebriitet.

2.10. Dunnschichtchromatographie

Ebenso wurde eine diinnschichtchromatographische Untersuchung von 1-Kestose, Sinistrin, Metlos,
Topinambur 3, Topinambur 10, Knoblauch und Chlorophytum durchgefhrt.

Zuerst wurden LoOsungen von 1-Kestose, Metlos, Topinambur 3, Topinambur 10, Sinistrin,
Knoblauch und Chlorophytum hergestellt. Dazu wurden 4-5mg der Substanzen mit 500ul Wasser
und 500ul Methanol versetzt und die Substanzen geldst.

3ul jeder Losung wurden durch den SOP Linomat IV auf eine mit Kieselgel beschichtete
Dunnschichtplatte (DC Kieselgel 60 F254) aufgetragen und anschlieBend in einem Trog mit
Laufmittel (40ml 1-Butanol, 60ml Propanol, 60ml Ethanol, 40ml Wasser) 65 Minuten laufen
gelassen. Das Lésungsmittel wurde danach abgetrocknet, die Platte erneut mit einer Laufzeit von 65
Minuten in den Trog gestellt und danach wieder getrocknet. Dann kam die Platte in ein Bad mit
Entwicklerfllssigkeit; diese war eine Mischung aus Thymol, Schwefelsdure und Methanol. Nach

kurzer Zeit im Trockenschrank zeigten sich eindeutige Banden auf der Diinnschichtplatte.
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3. Resultate

3.1. Lactobacillus reuteri

Lactobacillus reuteri (1)

=+=Negativ
=+=Glukose
=+=Topinambur 10
=&=Topinambur 3
FOS (Topinambur)
1-Kestose

Raftiline ST

Raftiline GR
Raftilose P95

Frutafit IQ
135 7T 9 1315171928 23252129 333 3H 357394 434449

Zei 1

Abb. 1. Wachstumskurven von Lactobacillus reuteri unter dem Einfluss ausgewahlter Oligo- und

Polysaccharide vom Inulintyp im Vergleich zu Glukose (1)

Wie in Abb. 1. ersichtlich ist, zeigt sich unter dem Einfluss von Glukose das stérkste Wachstum,
gefolgt von FOS und Raftilose P95. Ebenso bewirkt Frutafit 1Q, Topinambur 10, Raftiline GR,
Topinambur 3, 1-Kestose und Raftiline ST ein gutes Wachstum. Alle Zuckerlésungen liegen

signifikant tber der Negativkontrolle, welche der Bakterienstamm ohne Zuckerlésung war.
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Lactobacillus reuteri (2)

2
18 asaanans T O =+=Negativ
16 Mas s o S =+(lukose
14
0 =+=Sinistrin
Q
2 =+-Agavenfructan
2 08
06 =+=|\letlin
04 ==|\leflos
02
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135 7T 91 1311719212325 27T 293 333 37 394 43 45 4749

Zeit [

Abb. 2. Wachstumskurven von Lactobacillus reuteri unter dem Einfluss ausgewahlter Oligo- und

Polysaccharide vom Mischtyp im Vergleich zu Glukose (2)

Das beste Wachstum zeigt sich in Abb. 2. mit Glukose, Metlos, Sinistrin und Agave. Auch Metlin
zeigt einen positiven Einfluss auf das Wachstum, allerdings etwas verzogerter als die anderen
Zuckerlésungen. Knoblauch léasst die Bakterien am schwachsten anwachsen, liegt allerdings tber

der Negativkontrolle.
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Lactobacillus reuteri (3)

2
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Abb. 3. Wachstumskurven von Lactobacillus reuteri unter dem Einfluss ausgewahlter Oligo- und

Polysaccharide im Vergleich zu Glukose (3)

Chagatee, Benefiber, Chlorophytum und Nopalzin bewirken eine moderate Wachstumssteigerung.
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3.2. Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus acidophilus (1)

=+=Negativ
=+Glukose
=+=Topinambur 10
=&=Topinambur 3
FOS (Topinambur)

1-Kestose

OD600

Raftiline ST
Raftiline GR

Raftilose P95

Frutafit IQ

135 7 91N BOBAT192 232202 3133353739 443444

Zeit [h]
Abb. 4. Wachstumskurven von Lactobacillus acidophilus unter dem Einfluss ausgewéhlter Oligo-
und Polysaccharide vom Inulintyp im Vergleich zu Glukose (1)

Das beste Wachstum zeigt sich hier wiederum in Glukoselésung, aber auch Raftilose P95, 1-
Kestose, FOS und Raftiline ST bewirken eine betrachtliche Wachstumssteigerung. Auch der Zusatz

von Topinambur 10 und 3 fuhrt zu einer signifikanten Wachstumssteigerung, ebenso Raftiline GR.
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Lactobacillus acidophilus (2)

?
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08
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Abb. 5. Wachstumskurven von Lactobacillus acidophilus unter dem Einfluss ausgewahlter Oligo-

und Polysaccharide vom Mischtyp im Vergleich zu Glukose (2)

Wie in Abb. 5. ersichtlich, zeigt sich ein &hnlich starkes Wachstum bei Metlos, Glukose, Metlin,
Agavenfructan und Sinistrin. Knoblauch bewirkt zwar auch eine Wachstumssteigerung und liegt
uber der Negativkontrolle, lasst Lactobacillus acidophilus im Vergleich zu den anderen Zuckern

aber vergleichsweise schwach wachsen.
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Lactobacillus acidophilus (3)
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Abb. 6. Wachstumskurven von Lactobacillus acidophilus unter dem Einfluss ausgewahlter Oligo-

und Polysaccharide im Vergleich zu Glukose (3)

Das starkste Wachstum ist in dieser Abbildung in Glukoselosung zu sehen. Ebenfalls gutes
Wachstum ist durch Chagatee und Nopalzin, gefolgt von Benefiber und Chlorophytum zu

verzeichnen.
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3.3. Lactobacillus rhamnosus GG

Lactobacillus rhamnosus GG (1)
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Abb. 7. Wachstumskurven von Lactobacillus rhamnosus GG unter dem Einfluss ausgewahlter

Oligo- und Polysaccharide vom Inulintyp im Vergleich zu Glukose (1)

Lactobacillus rhamnosus GG zeigt ein sehr starkes, steiles Wachstum in Glukoseldsung. In den
Zuckerlosungen von Raftilose P95, Frutafit 1Q, FOS, Topinambur 10 und 3 erfolgt das
Bakterienwachstum verzogert, in den Losungen von Raftiline ST, GR und 1-Kestose stark
verzogert.
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Lactobacillus rhamnosus GG (2)

OD600

08
06
04

02

Abb. 8. Wachstumskurven von Lactobacillus rhamnosus GG unter dem Einfluss ausgewahlter

1

37T 9 M 3T 192232527293 3335 37 39 4143447

Zeit [

Oligo- und Polysaccharide vom Mischtyp im Vergleich zu Glukose (2)

Metlos und Sinistrin bewirken zunéchst starkes Wachstum von Lactobacillus, das Wachstum bleibt
dann konstant und steigt anschlieRend wieder steil an. Ebenfalls verzdgertes, aber gutes Wachstum
zeigt die Losung von Agavenfructan. Metlin l&sst die Bakterienkultur nur allmahlich und verzogert

anwachsen. Das schwéchste Wachstum erfolgt in Losungen mit Knoblauch, es liegt aber dennoch

knapp Uber der Negativkontrolle.
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Lactobacillus rhamnosus GG (3)

2
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Abb. 9. Wachstumskurven von Lactobacillus rhamnosus GG unter dem Einfluss ausgewahlter
Oligo- und Polysaccharide im Vergleich zu Glukose (3)

Die Vermehrung der Zellzahl liegt in allen Zuckerlésungen unter der des Bakteriums in der
Glukoselésung. Chlorophytum, Nopalzin, Chagatee und Benefiber bewirken in den ersten 9
Stunden der Messung dennoch ganz gutes Wachstum, bleiben dann jedoch eher konstant und lassen

das Bakterium kaum noch wachsen.
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3.4. Lactobacillus paracasei 1

Lactobacillus paracasei 1 (1)
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Abb. 10. Wachstumskurven von Lactobacillus paracasei 1 unter dem Einfluss ausgewahlter Oligo-
und Polysaccharide vom Inulintyp im Vergleich zu Glukose (1)

Wie in dieser Abbildung ersichtlich ist, steigt die Zellzahl in Glukoselosung sehr friih steil an und
erreicht das Maximum bereits nach Stunden 8. Etwas verzdgert, aber auch sehr stark, steigt die
Bakterienmasse in Losungen von Raftilose P95, 1-Kestose, Frutafit 1Q, FOS, Topinambur 3 und 10,
Raftiline ST und GR an.
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Lactobacillus paracasei 1 (2)
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Abb. 11. Wachstumskurven von Lactobacillus paracasei 1 unter dem Einfluss ausgewahlter Oligo-
und Polysaccharide vom Mischtyp im Vergleich zu Glukose (2)

Die steilsten Wachstumskurven zeigen sich bei Glukose, dann erst bei Metlos und Sinistrin. Etwas
zeitverzogert, aber auch gut, wachsen die Bakterien in Ldsungen von Metlin und Agave. Das
schwéchste Wachstum zeigt sich wiederum in Knoblauchlésung. Knoblauch lasst die Bakterien zu
Beginn zwar gut wachsen, stagniert dann aber ab Stunde 5 und ab Stunde 16 wird das

Bakterienwachstum wieder geringfuigig beschleunigt.
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Lactobacillus paracasei 1 (3)
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Abb. 12. Wachstumskurven von Lactobacillus paracasei 1 unter dem Einfluss ausgewahlter Oligo-

und Polysaccharide im Vergleich zu Glukose (3)

Die Loésungen von Nopalzin, Chlorophytum, Benefiber und Chagatee bewirken im Vergleich zu den
anderen Zuckerlésungen schwaches, aber gleichmaRiges Wachstum von Lactobacillus paracasei.
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3.5. Lactobacillus paracasei 2

Lactobacillus paracasei 2 (1)
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Abb. 13. Wachstumskurven von Lactobacillus paracasei 2 unter dem Einfluss ausgewahlter Oligo-
und Polysaccharide vom Inulintyp im Vergleich zu Glukose (1)

Lactobacillus paracasei zeigt ein sehr starkes, steiles Wachstum in Glukosel6sung, ebenso ein
gutes, aber verzdgertes Wachstum zeigt sich in Raftilose P95, Topinambur 3, Frutafit 1Q, FOS und
Raftiline ST. Noch starkere zeitliche Verzdgerung im Wachstum zeigt Lactobacillus paracasei in
Raftiline GR, Topinambur 10 und 1-Kestose. Alle Zuckerlosungen lassen die Bakterien stark

anwachsen.
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Lactobacillus paracasei 2 (2)
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Abb. 14. Wachstumskurven von Lactobacillus paracasei 2 unter dem Einfluss ausgewahlter Oligo-

und Polysaccharide vom Mischtyp im Vergleich zu Glukose (2)

Metlos und Sinistrin lasst die Zellzahl im Vergleich zu Glukoselésung zeitlich verzdgert, jedoch
dann stark ansteigen. Die starkste Verzogerung bewirken Metlin und Agavenfructan. Knoblauch

bleibt konstant auf dem Niveau der Negativkontrolle.
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Lactobacillus paracasei 2 (3)
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Abb. 15. Wachstumskurven von Lactobacillus paracasei 2 unter dem Einfluss ausgewahlter Oligo-

und Polysaccharide im Vergleich zu Glukose (3)

Chlorophytum, Benefiber, Nopalzin und Chagatee zeigen schwachen, aber immerhin positiven

Einfluss auf das Wachstum der Bakterienkultur. Alle Proben liegen in ihrem Wachstumspotential

uber der Negativkontrolle.
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3.6. Lactobacillus paracasei 3

Lactobacillus paracasei 3 (1)
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Abb. 16. Wachstumskurven von Lactobacillus paracasei 3 unter dem Einfluss ausgewahlter Oligo-

und Polysaccharide vom Inulintyp im Vergleich zu Glukose (1)

Lactobacillus paracasei 3 wachst in allen Zuckerlésungen ahnlich und gleichférmig. 1-Kestose,
Glukose, Raftilose P95, Frutafit 1Q, Raftiline GR, FOS, Raftiline ST, Topinambur 3 und 10
bewirken schnell hohe OD600-Werte.
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Lactobacillus paracasei 3 (2)
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Abb. 17. Wachstumskurven von Lactobacillus paracasei 3 unter dem Einfluss ausgewahlter Oligo-
und Polysaccharide vom Mischtyp im Vergleich zu Glukose (2)

Auf Hohe der Glukose ist, mit sehr starker und &hnlicher Wachstumssteigerung, die Kurve von
Lactobacillus paracasei in Gegenwart von Metlos zu erkennen. Metlin, Agavenfructan und Sinistrin
haben einen etwas verzdgerten Wachstumsanstieg. Knoblauch lasst die Bakterien zu Beginn

ebenfalls gut wachsen, die Wachstumskurve bleibt dann aber auf Hohe der Negativkontrolle.
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Lactobacillus paracasei 3 (3)
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Abb. 18. Wachstumskurven von Lactobacillus paracasei 3 unter dem Einfluss ausgewahlter Oligo-

und Polysaccharide im Vergleich zu Glukose (3)

Nopalzin und Chagatee bewirken verzdgertes, nicht sehr steiles Wachstum, beeinflussen die
Zellvermehrung aber ebenfalls positiv. Benefiber bewirkt kaum Wachstum. Unter Zusatz von
Chlorophytum wadchst das Bakterium zundchst kaum, erst ab Stunde 15 beginnt ein starkes

Wachstum.
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3.7. Bifidobacterium animalis

Bifidobacterium animalis (1)
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Abb. 19. Wachstumskurven von Bifidobacterium animalis unter dem Einfluss ausgewahlter Oligo-

und Polysaccharide vom Inulintyp im Vergleich zu Glukose (1)

Den frihesten, steilen Wachstumsanstieg zeigt das Bakterium in Glukoseldsung. Ebenfalls stark ist
die Zellvermehrung in Losungen von Raftilose P95, Raftiline GR, Frutafit 1Q, FOS, Topinambur
10, Topinambur 3 und Raftiline ST.
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Bifidobacterium animalis (2)
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Abb. 20. Wachstumskurven von Bifidobacterium animalis unter dem Einfluss ausgewahlter Oligo-

und Polysaccharide vom Mischtyp im Vergleich zu Glukose (2)

Wie in Abb. 20. ersichtlich ist, ist die Zellvermehrung in Glukose, Metlos und Sinistrin am
starksten. Ebenfalls starkes, wenn auch zeitlich verzogertes Wachstum ist in Agavenfructan- und
Metlinlésung gegeben. Knoblauch bewirkt zundchst sehr schwaches Wachstum, das erst ab Stunde

28 starker wird.
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Abb. 21. Wachstumskurven von Bifidobacterium animalis unter dem Einfluss ausgewahlter Oligo-

und Polysaccharide im Vergleich zu Glukose (3)

Chagatee, Chlorophytum, Benefiber und Nopalzin zeigen eindeutig einen positiven, wenn auch

schwachen Einfluss auf das Wachstum von Bifidobacterium animalis.
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3.8. Koloniebildende Einheiten (KBE)

Tabelle 4: Bestimmung der koloniebildenden Einheiten

Bestimmung MRS- Glukose Benefiber Metlos Raftiline Agavenfructan
KBE ST

Lactobacillus 0 24x10° 25x10° 26x10° 26x10° 59x10°
reuteri

Lactobacillus 0 2,7x10° 38x10° 35x10° 3,8x10° 1,2x107
acidophilus

Lactobacillus 0 8,4x10° 8,7x107 9,1x107 88x107 54x10°
rhamnosus GG

Lactobacillus 0 1,4x10° 26x10° 22x10° 3,1x10° 76x107
paracasei 1

Lactobacillus 0 2,6x10°6 26x10° 3,2x10°6 45x10°6 40x10°
paracasei 2

Lactobacillus 0 3,0x10° 3,3x10° 3,5x10° 2,3x107 2,9x10°
paracasei 3

Bifidobacterium | 0 35x10° 30x10° 3,6x10° 3,7x10° 20x10°

animalis

Im Rahmen der Bestimmung koloniebildender Einheiten, wurde das Wachstum 7 verschiedener

Bakterienstdmme unter dem Einfluss von 5 ausgewahlten Zuckerquellen (Glukose, Benefiber,

Metlos, Raftiline ST und Agavenfructan) auf Agarplatten untersucht, zusétzlich wurde eine

Negativkontrolle mit MRS™ -Medium durchgefiihrt.

Wie in Tabelle 4 ersichtlich, zeigt Lactobacillus reuteri die gréfite Anzahl an Kolonien unter dem

Einfluss von Agavenfructan, Metlos und Raftiline ST. Ebenfalls gutes, vergleichbares Wachstum

zeigte das Bakterium, wenn Benefiber oder Glukose als Zuckerquelle verwendet werden. Wenn

man dieses Ergebnis nun mit der Wachstumskurve von Lactobacillus reuteri vergleicht, ist zu

bemerken, dass auch hier Agave, Metlos, Glukose und Raftiline ST das Wachstum sehr gut fordern,

Benefiber liegt allerdings eher im unteren Bereich der Wachstumsforderung.
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Sehr hohe Werte an koloniebildenden Einheiten zeigten sich bei Lactobacillus acidophilus bei allen
Zuckern, vor allem aber bei Agavenfructan. Unter dem Einfluss von Glukose zeigte der Stamm
ebenfalls gute, wenn auch etwas geringere Koloniebildung als Raftiline ST, Benefiber und Metlos.
Auch hier ist in den Wachstumskurven der Bioscreenmessung ein ahnliches Wachstumsverhalten zu

erkennen.

Bei Lactobacillus rhamnosus GG war auf den Agarplatten, ebenso in den Bioscreen C-Messungen,

sehr gutes Wachstum durch Glukose, Metlos, Benefiber, Raftiline ST und Agavenfructan zu sehen.

Bei Lactobacillus paracasei 1 gab es hohe Koloniezahlen bei Agavenfructan, ebenso bei Metlos,
Benefiber, Glukose und Raftiline ST.

Lactobacillus paracasei 2 wurde durch Raftiline ST am stérksten zur Koloniebildung angeregt,
ebenfalls sehr wachstumsfordernd wirkten Agavenfructan und Benefiber, aber auch Glukose. In den

Wachstumkurven von Lactobacillus paracasei 2 zeigt sich eine Bestatigung dieser Messung.

Lactobacillus paracasei 3 zeigte unter dem Einfluss von Raftiline ST die hochste Zahl an

koloniebildenden Einheiten, gefolgt von Agave, Metlos, Benefiber und dann Glukose.

Auch auf den Agarplatten von Bifidobacterium animalis zeigte sich mit Raftiline ST sehr starkes
Wachstum, das Wachstum durch Metlos, Benefiber, Agavenfructan und Glukose ist ebenfalls gut.
Ein &hnliches Bild vom Wachstum zeigt sich auch in den Wachstumskurven von Bifidobacterium

animalis.
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3.9. Diinnschichtchromatographie

Die Dunnschichtchromatographie von Fruktanen, die im Bioscreen untersucht worden waren,

wurde zur Bestimmung deren Zusammensetzung durchgefihrt.

Abb. 22. Dinnschichtchromatographie ausgewéhlter Saccharide: 1=1-Kestose, 2=Sinistrin,
3=Metlos, 4=Topinambur 3, 5=Topinambur 10, 6=Knoblauch, 7=Chlorophytum

1-Kestose wurde als Kontrolle aufgetragen. Es handelt sich dabei um eine Triose, die Kkleinste
Einheit der Inulinreihe, bei der ein Fruktosylrest Uber eine B-2-1-Verkniipfung an der Fruktoseseite
der Saccharose, die aus Glukose und Fruktose besteht, gebunden ist. Da zuviel Menge der Probe
aufgetragen wurde, ist die Bande im \ergleich zu den 1-Kestose Banden von Topinambur 3,
Topinambur 10 und Chlorophytum zu intensiv und zu hoch. Topinambur und Chlorophytum zeigen
die Banden der Inulinreihe (B-2-1 verknupfte Fruktoseeinheiten mit einer endstédndigen

Glukoseeinheit pro Molekal).
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Sinistrin, Metlos (niedermolekulares technisches Produkt aus Agavenfructan) und Knoblauch
zeigen Neostruktur (eine mittelstdndige Glukoseeinheit pro Molekil) mit Verzweigungen (p-2-6
verknupfte Fruktoseeinheiten in der \Verzweigung); diese Polymere weisen B-2-1- und [-2-6
Verknipfungen auf und sind daher komplex aufgebaut (Mischtyp).

Sinistrin ist ein ziemlich hochpolymeres Fruktan (intensive Grundlinie) und zeigt 3-4 schwache

Banden und eine etwas intensivere oberste Bande (Fruktose).

Metlos ist eine Mischung von Oligomeren, die aus der mexikanischen Agave (Agave tequilana
Weber) gewonnen wurden; dieses Fruktan a3t etwa 7 obere Banden erkennen, wobei die erste und
zweite Bande fast zusammenfallen (Fruktose, Saccharose); die dritte Bande zeigt Neokestose, die
vierte Bande 1-Kestose; weitere Banden stehen fuir Oligomere mit dem Polymerisationsgrad (DP) 4,
5und 6.

Bei Knoblauch ist aufgrund der hochpolymeren Struktur nur der intensive Startpunkt zu sehen.

Topinambur 3 und 10 unterscheiden sich aufgrund des Zeitpunktes ihrer Ernte. Topinambur 3 wurde
im Marz, Topinambur 10 im Oktober geerntet, was sich auf den DP der Fruktanmolekile in der
Knolle auswirkt, Topinambur 10 hat aufgrund des vorangegangenen Sommers (Sonneneinstrahlung)
einen hohen Gehalt an hoheren Polymeren, wéhrend Topinambur 3 (ber den Winter die hoheren
Polymere vermehrt zu Oligomeren abbaut und daher ein hoherer Gehalt an niederen Polymeren
vorhanden ist. Beide Topinamburproben zeigen eine homologe Reihe von 11-13 Banden, wobei die
Banden von Topinambur 3 intensiver sind (hoherer Anteil an Oligomeren) mit Saccharose als
oberste Bande, 1-Kestose als zweite Bande; weitere Banden stehen fir DP 4-13,14,... dieser

Inulinreihe.

Eine ebenfalls homologe Bandenreihe wie fur die Inulinreihen von Topinambur 3 und 10 zeigt sich
auch bei Chlorophytum (Grinlilie); hier dirften auch Neostrukturen enthalten sein, wie die zweite

Bande von oben, die fir Neokestose steht, zeigt.
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4. Diskussion

Mit dem Bioscreen C-Messgerat wurden Wachstumskurven von 7 verschiedenen Bakterienstdimmen
ermittelt. Mit zunehmender Zellzahl nimmt auch die Trlibung der Bakteriensuspension zu, wodurch

Ruckschlisse auf das Zellwachstum gezogen werden konnen.

Durch Vergleich der Wachstumskurven konnte ein unterschiedliches Wachstumsverhalten unter dem
Einfluss ausgewahlter Zuckerlosungen festgestellt werden. Glukose und Metlos (niedermolekularer
als Metlin) bewirken die grofite Wachstumssteigerung bei allen Bakterienstimmen. Metlin
(héhermolekularer als Metlos) zeigt auch starke Wachstumssteigerung, aber etwas zeitverzégert zu
Metlos und Glukose. Metlos und Metlin sind Mixtypen der Fruktane aus Agave und zeigen sowohl
B-2-1-, als auch B-2-6-Verknipfung in der Struktur. Ebenso l&sst Agavenfructan bei allen
Bakterienstammen die Wachstumskurven tberdurchschnittlich gut ansteigen. Raftiline GR und ST
lassen die Kurven ebenso ansteigen, wie Raftilose P95. Raftiline ST, GR und Raftilose P95
stammen aus der Wegwarte und sind B-2-1-verkniipfte Fruktane. In diesem Fall bewirkt wieder die
niedermolekularere Raftilose einen schnelleren Anstieg als die Raftilineproben, die hohermolekular
sind. Auch die 1-Kestose, bestehend aus einem Fruktosylrest, der ber eine B-2-1-Bindung mit dem
Fruktosylrest der Saccharose verknupft ist, und Frutafit 1Q aus der Wegwarte, ebenfalls ein p-2-1-
verknlpftes Fruktan, fordern das Wachstum aller Bakterienstdamme in auBergewdhnlich gutem
MafRe.

Unterschiedlich starken, aber ebenfalls nennenswerten Einfluss auf das Keimwachstum, zeigen
Sinistrin aus der Meerzwiebel, Topinambur 3 und 10 und FOS (aus Topinambur). Topinambur 3 und
10 haben unterschiedliche Erntezeitpunkte und daher auch unterschiedliche Zuckerkomponenten.
Waihrend Topinambur 3 im Marz geerntet wurde und einen hoéheren Oligomergehalt (niedere
Polymere) hat, wurde Topinambur 10 im Oktober geerntet und enthélt (bedingt durch die vermehrte
Sonneneinstrahlung im  vorangegangenen Sommer) mehr hohere Polymere. In den
Wachstumskurven war zu erkennen, dass Topinambur 3 aufgrund seiner niederen Polymere
schneller verwertet werden konnte, als Topinambur 10 mit seinem erhéhten Gehalt hoherer

Polymere.

Die Proben Knoblauch (hochpolymer), Chagatee (vorwiegend p-Glukan), Nopalzin
(Heteropolysaccharid), Chlorophytum (B-2-1-verknupftes Fruktan) und Benefiber (Hetero-
polysaccharid) haben in diesen Versuchen zwar ebenfalls das Wachstum der Bakterienstimme

signifikant angeregt, allerdings im Vergleich zu den anderen Zuckerlésungen in geringerem
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Ausmabi.

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine Vermehrung der Zellzahl wahrend der Messung
stattgefunden hat, allerdings konnten auch andere Grinde zu einer Trubung gefuhrt haben, wie
beispielsweise chemische Prozesse in der Suspension, verringerte Loslichkeit der Saccharide, was
zum Ausfallen fihrt oder Abbauprodukte, die bei der Zuckerverwertung durch die Bakterien

entstanden sind.

Aus diesem Grund wurde zusétzlich zur Bioscreenmessung eine Ermittlung der Bakterienzahl
mittels Keimzahlbestimmung durchgefiihrt. Weiters sind die getesteten Stdmme anaerobe
Milchsdurebakterien, die zwar unter aeroben Bedingungen gutes Wachstum gezeigt haben, jedoch
haben sie unter anaeroben Bedingungen hohere \Vermehrungsraten. Daher ist es nétig, das
Wachstum sowohl unter aeroben als auch anaeroben Bedingungen zu untersuchen, wie es bei der

Bestimmung der Keimzahl getan wurde.

Bei der Keimzahlbestimmung auf Agarplatten zeigten alle getesteten Zuckerlésungen einen

positiven Einfluss auf das Wachstum der Bakterienstdmme unter anaeroben Bedingungen.

Im Rahmen von diinnschichtchromatographischen Untersuchungen unter Einsatz von 1-Kestose,
Sinistrin, Metlos, Topinambur 3 und 10, Knoblauch und Chlorophytum wurden die jeweils
erwarteten Banden der Inulinreihe und der Mixtypfruktanen sichtbar und einige Oligomere konnten
identifiziert werden. Durch die Dunnschichtchromatographie konnte man sehen, dass Knoblauch
hochpolymer ist, weshalb es eine verminderte Loslichkeit aufweist und von den Bakterienkulturen
wahrend der Bioscreenmessung nicht so gut verwertet werden konnte, wie die Fruktane der
Inulinreihe und die Mixtypfruktane. Ebenso konnte man durch die Dinnschichtchromatographie
sehen, dass Topinambur 3 und 10 einen unterschiedlichen Gehalt an niederen und hoheren
Polymeren besitzen und dadurch von den Bakterien in der Bioscreenmessung unterschiedlich
verwertet wurden. Topinambur 3 zeigte hierbei aufgrund seines hohen Gehalt an niederen

Polymeren einen schnelleren Anstieg im Keimwachstum, als Topinambur 10.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Diplomarbeit wurde das Wachstum von Lactobacillus rhamnosus GG,
Lactobacillus acidophilus, drei verschiedenen Stdmmen von Lactobacillus paracasei, Lactobacillus
reuteri und Bifidobacterium animalis unter dem Einfluss verschiedener Oligo- oder Polysaccharide,
wie Topinambur 3 und 10, FOS (aus Topinambur), 1-Kestose, Sinistrin, Metlin, Metlos, Knoblauch,
Agavenfructan, Frutafit 1Q, Raftiline ST und GR, Raftilose P95, Benefiber, Chagatee, Nopalzin,
Chlorophytum sowie Glukose in mehreren Messvorgéngen untersucht. Es konnte gezeigt werden,
dass vor allem Ldsungen von Agave, Metlin, Metlos, 1-Kestose, Raftilose P95, Raftiline ST und
GR, Frutafit 1Q, FOS, Topinambur 3 und 10 das Wachstum besonders positiv beeinflussen, wéhrend
Losungen von Benefiber, Nopalzin, Chlorophytum, Chagatee und Knoblauch gutes, aber im

Vergleich zu den anderen Zuckerlésungen schwacheres, Wachstum bewirken.

Fur die Bestimmung der koloniebildenden Einheiten wurden Agarplatten mit Glukose, Raftiline ST,
Benefiber, Metlos und Agavenfructan verwendet und in allen Zuckermedien zeigte sich nach
Beimpfen und Bebriiten unter anaeroben Bedingungen ein signifikant gutes Wachstum fir alle

Bakterienstimme.

Zur  ldentifizierung der  Zuckerzusammensetzung wurde abschlieBend noch eine
dinnschichtchromatographische Untersuchung mit 1-Kestose, Sinistrin, Metlos, Topinambur 3 und
10, Knoblauch und Chlorophytum durchgefiihrt. Es konnten alle erwarteten Inhaltstoffe detektiert

und somit die Zusammensetzung der Zucker bestatigt werden.

Der néchste Schritt, um genauere Aussagen tber den Einfluss der Saccharide auf das Wachstum der
Bakterienstdmme zu erzielen, konnte sein, dass weitere Keimzahlbestimmungen mit allen Zuckern
und eine Hochleistungsflissigkeitschromatographie zur Bestimmung des Polymerisierungsgrades

durchgefuhrt werden.
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