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YK:n elintarvike- ja maatalousjarjestd FAO:n mukaan hyonteiset ovat ihmisen ravinnoksi
sopivaa ruokaa, jota voidaan tuottaa kestdvdn kehityksen periaatteiden mukaisesti.
Hyonteiset siséltavat paljon proteiinia ja vastaavat ravintoarvoiltaan kanaa, kalaa ja muita
tuotantoeldimié. Niiden tuottaminen ruoaksi on nykyistéd lihatuotantoa ekologisempaa,
séastden energiaa ja maanviljelyyn kaytettyjd resursseja, sekd tuottaen vahemman
kasvihuonekaasupaastoja.

Hyonteisten ulkoinen tukiranka koostuu kitiinistd. Kitiini on myrkyton, selluloosan
kaltainen polysakkaridi. Hyonteisruoasta saatava Kitiini ja sen hajoamistuotteet, kito-
oligosakkaridi ja kitosaani, toimivat ravintokuidun tavoin ja alentavat veren kolesterolia.
Pienikokoiset ja vesiliukoiset kito-oligosakkaridi- ja kitosaanipartikkelit voivat toimia
ihmiselle ravintona imeytyessadn ruoansulatuskanavasta verenkiertoon. Niilla on my6s
todettu olevan antioksidatiivisia, anti-inflammatorisia, sek& antitumorisia vaikutuksia.
Kitiinin ja sen hajoamistuotteiden on myo6s todettu ehkdisevan useimpien haitallisten
suolistobakteereiden kasvua. Useimpien ruoansulatushéirididen ja suoliston tulehdusten
taustalla ovat lisdéntyneet haitallisten bakteereiden kannat. Haitallisten bakteereiden
kasvua voi ehkaistd syomalld ravintoa, joka edesauttaa ihmiselle hyodyllisten
maitohappo- ja bifidobakteerien kasvua.

Tassa tutkimuksessa kito-oligosakkaridin havaittiin toimivan prebiootin tavoin edistéen
hyodyllisten maitohappobakteerien Lactobacillus rhamnosus GG kasvua ja ehkéisten
haitallisten kolibakteereiden Escherichia coli TG kasvua. Kitiinin havaittiin estavan
molempien bakteereiden kasvua.

Jotta hydnteisruoasta saataisiin kaikkia mahdollisia terveysvaikutuksia, elimiston on
pystyttava pilkkomaan kitiinid kito-oligosakkarideiksi ja kitosaaniksi, tai naita Kitiinin
hajoamistuotteita on oltava hyonteisruoassa itsessaan. Elimistd voi hajottaa Kitiinia
ruoansulatuksen AMCaasi- ja lysotsyymientsyymien, tai suolistobakteerien avulla.
Hyonteisruoasta saatavan kitiinin terveytta edistavat vaikutukset riippuvat siitd miten
hyvin kitiinid pystytd&n ruoansulatuksessa hajottamaan, kuinka paljon hajoamistuotteita
syntyy, millaisia bioaktiivisia sivuketjuja niill& on ja miten pitké&ketjuisia yhdisteet ovat.
Ihmiset joilla tuotetaan kitiinid hajottamaan kykenevad AMCaasi-entsyymid vahan, eivat
saa sy0dysté hyonteisateriasta kitiinin kaikkia terveysvaikutuksia ainakaan niin vahvoina,
kuin sellaiset ihmiset joilla entsyymi& on paljon.

ASIASANAT: Kitiini, hyonteissyonti, ruoansulatus, prebiootti, maitohappobakteerit,
kolibakteerit
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1 Johdanto

Hyonteiset (Insecta) ovat jo vuosituhansien ajan kuuluneet ihmisen normaaliin ravintoon.
Hyonteissyonti on niinkin yleistd, ettd arvion mukaan hyonteisia kayttdad ravintonaan
kaksi miljardia ihmistad ympéri maailman. Hyonteisia syodaan erityisesti Afrikan, Aasian,
seké Keski- ja Etela&-Amerikan kulttuureissa. Lansimaisesta ruokakulttuurista hyonteiset
ovat havinneet, mutta viime vuosina kiinnostus hyonteissyontida kohtaan on noussut.
Monet ihmiset lansimaissa ovat alkaneet kiinnostumaan hyonteisruoasta sen

ravitsemuksellisten arvojen ja ekologisuuden takia.

Tutkimustietoa syotavista hyonteisistd ja hyonteisruoasta on keratty jo vuosikymmenia.
Kerattyyn tietoon perustuen Yhdistyneiden kansakuntien elintarvike- ja maatalousjarjesto
(FAO) onkin ehdottanut 2013 julkaisemassaan hyonteisruokaa késittelevassa kirjassaan,
ettd yksi kestdvan kehityksen mukainen vaihtoehto tulevaisuuden ruokatuotannolle on
lisatd vaihtoehtoisten proteiinilahteiden, kuten hyonteisten, osuutta ruoassamme seka
eldinten rehussa (van Huis ym. 2013). Maapallon kasvava vékiluku ja ruokaturvan
varmistaminen haastavat meidat etsiméén yha tehokkaampia ruoantuotantokeinoja, silla
esimerkiksi eldainproteiinin kysynnén on arvioitu kasvavan merkittavasti seuraavien
vuosikymmenten aikana. Hyonteisruoasta voi todella olla vastaamaan tulevaisuuden
ruoantuotannon haasteisiin, sill4d niiden kasvattaminen ruoaksi on monin Kkerroin
tehokkaampaa ja vdahemman ympdristda kuluttavaa, kuin lihakarjan kasvattaminen.
Kasvutehokkuus johtuu hyodnteisten vaihtolampoisyydestd, jonka vuoksi ne eivét kuluta

energiaa kehonsa lampiména pitamiseen.

Hyonteisista valmistettuja ruokatuotteita on ollut jo muutaman vuoden ajan saatavilla
joissakin Euroopan maissa, kuten Belgiassa, Hollannissa ja Iso-Britanniassa, mutta myos
Suomesta voi jo ostaa sirkkatuotteita. Kuitenkin Suomen elintarviketurvallisuusvirasto
Eviran (2016a) mukaan: ”Talld hetkelld kokonaisia tai prosessoituja hyOnteisid ei saa
tuoda maahan, myyd&, markkinoida tai kasvattaa elintarvikkeeksi, ennen kuin kunkin
lajin kayttohistoria EU:ssa on voitu osoittaa tai sille on mydnnetty uuselintarvikelupa.”
Paatos perustuu EU:n uuselintarvikelakiin (EU 2283/2015), jota ollaan uudistamassa
vuonna 2018 sallivammaksi hyonteisten osalta. Kyseinen asetus liittyy
elintarvikekaytdnnon valvomiseen ruokatuotteilla, joilla ei ole ollut merkittavaa kayttoa
ennen asetuksen voimaan tulemista 1997. Hyonteisruoka ei siis ole ihmiselle vaarallista.
Sill& ei vain ole ollut merkittdvaa ruokakayttod EU:n alueella ennen vuotta 1997 ja siksi
hyonteiset ovat vield talla hetkelld uuselintarvikelain piirissa.
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Hyonteisruoasta puhuttaessa eniten pinnalla ovat yleensa kotisirkat (Acheta domesticus)
ja jauhopukin (Tenebrio molitor) toukat, eli jauhomadot. Sirkat ja toukat ovat téll&
hetkell& ruokahyonteisistd suosituimpia ja eniten tutkittuja, mutta syotavia lajeja on
arvioitu olevan noin 2000. Hydnteiset valmistetaan ruoaksi, niin kuin muukin tavallinen
eldinperdinen ruoka. Valmistustavasta riippuen hyonteiset voidaan syoda monella eri
tavalla, sekd kokonaisia, ettd jauheena, jolloin niit4 voidaan esimerkiksi lisata muiden
elintarvikkeiden sekaan. Lisaksi niista voidaan myos erotella proteiinit, rasvat ja Kitiini
erikseen ja kayttaa niita elintarvikkeiden raaka-aineena. Hyonteiset ovat ravitsevaa
ruokaa, josta ihminen voi saada riittdvasti kaikkia tarvittavia aminohappoja. Ne vastaavat
ravinto-arvoiltaan kalaa ja kanaa, sisaltden proteiinin lisaksi runsaasti tyydyttyméattomia
rasvahappoja, E- ja B12-vitamiineja, sek& tarpeellisia hivenaineita, kuten rautaa ja sinkkia
(van Huis ym. 2013). Hyodnteiset sopivat kaikenlaisen ruoanlaiton raaka-aineiksi ja niita

voi kéayttad hyvin monipuolisesti osana terveellista ruokavaliota.

Hyonteiset siséltdvat myos kitiinid, joka on ominaisuuksiltaan selluloosan, eli kasvien
soluseinien tukirakenteiden kaltainen kuitumainen yhdiste. Kitiinid on kaikkien
niveljalkaisten (Arthropoda) ulkoisessa tukirangassa ja sitd on myds esimerkiksi
katkarapujen kovassa kitiinikuoressa, seké sienten soluseindmissa, joten sen tiedetaén jo
olevan turvallinen osa ruokaamme. T&hdnastisesta Kitiinitutkimuksesta kerétyt faktat on
koostettu taulukkoon 1. Useimpien ihmisten on mahdollista hajottaa ja hyddyntaa
ravinnosta saatua kitiinid ruoansulatusentsyymiensé avulla ja néin ollen myods hyotya
kitiinin ja sen hajoamistuotteiden fysiologisista vaikutuksista. Esimerkiksi EU:n
hyvaksyman asetuksen mukaan Kitiinin hajoamistuotteen, kitosaanin, vaikutuksista
kolesterolitasapainon yllapitamiseen on riittdvaa tieteellista nayttéa (EU 432/2012).
Toinen Kkitiinin hajoamistuote, kito-oligosakkaridi, voi toimia prebioottina, eli ruoasta
saatavana yhdisteend joka edistdd hyvien suolistobakteerien kasvua ja ehkdaisee
haitallisten  bakteereiden kasvua. Mikali hyonteisruoka tulee yleistymaan,
Kitiiniyhdisteilld saattaa tulevaisuudessa olla merkittdvd vaikutus tavallisessa
ruokavaliossamme. Vaikka Kitiini on tunnettu yhdiste, sen ravitsemuksellisia
merkityksid, tai fysiologisia vaikutuksia ihmisen ruoansulatukselle ja suoliston
symbioottisille bakteereille, ei ole tutkittu viel& riittavasti.

Ihminen, kuten muutkin nisakkaat, on ruoansulatukseltaan riippuvainen suoliston
symbioottisten bakteereiden hajotustoiminnasta, silla ihmisen omat
ruoansulatusentsyymit eivat pysty hajottamaan kaikkea ruokamassaa. Suolistobakteerit

kykenevét hajottamaan esimerkiksi kasviravinnon mukana saatavaa selluloosaa, joten ne
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voivat myo6s vaikuttaa hyonteisravinnosta saatavan Kitiinin pilkkoutumiseen ihmiselle
hyodynnettdvdadn muotoon. Jokaisella ihmiselld on suolistossaan omanlaisensa
yhdistelm& bakteereita, jotka vaikuttavat monin tavoin esimerkiksi toimivaan
ruoansulatukseen, paikallisiin suolistotulehduksiin, ravintoaineiden imeytymiseen, K2-
vitamiinin tuotantoon ja jopa mielentilaan (Sudo ym. 2004; Boulangé ym. 2016). Terve
suolistobakteeriston koostumus voi auttaa joidenkin sairauksien ennaltaehkaisyssa, seka
edistdd terveyttd ja hyvinvointia. Onkin tarked tietdd millaisia vaikutuksia
nauttimallamme ruoalla on elimistéssamme, silla ihminen pystyy oman ruokavalionsa

avulla vaikuttamaan suolistobakteeristonsa koostumukseen.



Taulukko 1. Yhteenveto kitiinista tiedetyista faktoista. Taulukossa on esitetty tiiviisti hyonteisravinnon
kannalta oleellisimmat asiat mité kitiinista talla hetkella tiedetaan.

Kitiini ei vaikuta merkittavasti muiden ravintoaineiden

saatavuuteen hyonteisruoassa.

(Finke 2007)

Hyonteisruoan kautta saatu kitiini ja sen

hajoamistuotteet eivét ole myrkyllisia tai allergisoivia.

(Muzzarelli 2010)

Kitiini ei imeydy elimistéon, ellei sitd hajoteta
pienemmiksi yhdisteiksi. Kitiini tai sen hajoamistuotteet
voivat vaikuttaa elimistoon esimerkiksi ravintokuidun

tavoin, vaikka ne eivat imeytyisikaan.

(Goodman 1989; Gibson & Roberfroid
1995; Ormrod ym. 1998; Gibson ym.
2004; Raafat ym. 2008; Aranaz ym.
2009; Muzzarelli ym. 2012; Choi ym.
2012)

Ihmisilla tuotetaan AMCaasi-entsyymia, joka pystyy
pilkkomaan Kitiinia ruoansulatuskanavassa. Tuotetun

entsyymin maarat vaihtelevat ihmisesta riippuen.

(Boot ym. 2001; Paoletti ym. 2007;
Musumeci & Paoletti 2009)

Ohut- ja paksusuolessa, sekd monissa muissa ihmisen
kudoksissa tuotetaan lysotsyymientsyymia, joka pystyy
deasetyloimaan ja hajottamaan kitiinin sidoksia,
muodostaen erimittaisia kitosaani ja kito-

oligosakkaridimolekyyleja.

(Hayashi ym. 1969; Geyer 1973;
Muzzarelli 1997)

Ruoan, jonka avulla kitosaanin péivittdinen saanti on
vahintdan 3 grammaa, voidaan sanoa edistavan
terveyttd, auttamalla yllapitamaan elimiston normaalia

LDL-kolesterolitasoa.

(EU 432/2012)

Kito-oligosakkaridit ja kitosaani alentavat veren
kolesterolia. Ne myos edistavat hyodyllisten
suolistobakteerien kasvua, ja ne ovat siten prebioottien
kaltaisia ravinnosta saatavia aineita. Ne ovat anti-
inflammatorisia, antioksidatiivisia, ehkaisevat
suolistotulehduksia, seka toimivat haavakudoksen

paranemista edistavina tekijoina.

(Nishimura ym. 1984; Peluso ym. 1994,
Lee ym. 2002; Lee ym. 2008; Nagatani
ym. 2008; Tomida ym. 2009; Ribeiro ym.
2009; Yang Eun-Jin ym. 2010; Muzzarelli
2010; Brinchmann ym. 2011; Choi ym.
2012; Benhabiles ym. 2012; Bae ym.
2013; Mateos-Aparicio ym. 2016)

Kito-oligosakkaridit ovat potentiaalisia yhdisteita

diabeteksen ehkaisyssé ja hoidossa.

(Hayashi & Ito 2002; Lee ym. 2003)

Kitiini ja etenkin sen hajoamistuotteet omaavat
antibakteerisia vaikutuksia monia haitallisia bakteereja

vastaan.

(Tsai & Su 1999; Jeon ym. 2001; Fei Liu
ym. 2001; No ym. 2002a; Gerasimenko
ym. 2004; Benhabiles ym. 2012)




1.1 Kitiinin kemiallinen rakenne ja ominaisuudet

Kitiini on kemiallisesti luokiteltuna lineaaristen N-asetyyliglukosamiiniyksikoiden
(GIcNAc) muodostama polysakkaridi, joka voi muodostaa pitkié ketjuja (Goycoolea ym.
2000). Hyonteiset voivat syntetisoida Kkitiinid glukoosista, glukosamiinista, tai
GIcNAc:sta. Glukoosia ja glukosamiinia voidaan hyonteisen kutikulan alaisissa
kudoksissa muokata uridiini-difosfori-N-asetyyliglukosamiiniksi, josta irtoaa uridiini-
difosforiryhma sen muodostaessa N-asetyyliglukosamiiniketjuja. (Candy & Kilby 1962;
Andersen 1979). Asetyyliamiiniryhmiensd avulla Kitiini voi muodostaa vetysidoksia
itsenséd ja muiden aineiden kanssa, mika tekee Kkitiinistd todella vahvan yhdisteen
(Andersen 1979). Vahvojen sidostensa ansiosta kitiini on ominaisuuksiltaan kuitumainen
yhdiste ja siksi se ei liukene helposti veteen tai muihin aineisiin (Goycoolea ym. 2000;
Muzzarelli ym. 2012). Ihmisen ruoansulatuksessakaan Kitiinia ei pystyta pilkkomaan

ilman ruoansulatusentsyymeja tai bakteerien hajotustoimintaa.

Kitiini on selluloosan jalkeen yksi yleisimmistéd luonnossa esiintyvista polysakkarideista.
Selluloosa on kaikkien kasvien soluseinissa esiintyva orgaaninen yhdiste, jota saamme
ravinnosta kasviperaista ruokaa syodessamme. Selluloosa vaikuttaa
ruoansulatuskanavassa ravintokuituna. Selluloosa ja Kkitiini ovat molemmat
glukoosijohdannaisia ja siten rakenteeltaan hyvin samankaltaisia (kuva 1). Ne molemmat
koostuvat samanlaisten linkittyneiden D-glukoosimolekyylien muodostamista ketjuista,
poiketen toisistaan vain sivuketjujen eri ryhmissd. Siind missd selluloosan
glukoosiyksikoilla on vain hydroksyyliryhmid, on kitiinin  glukoosiyksikgilla
hydroksyyliryhma, sekd asetyyliryhmd. Samankaltaisen rakenteen vuoksi niilla on
samankaltaisia tehtavia, toimien monissa organismeissa usein rakennetta tukevina

yhdisteina.



OH ' selluloosa

OH
_ 0 HO 0O OH
HO™  OH

o-— Kitiini

N-asetyyliglukosamiini

Kuva 1. Selluloosan ja kitiinin kemiallinen rakenne. Kitiini koostuu N-asetyyliglukosamiinin (GICNACc)
muodostamista ketjuista, jotka ovat kiinnittyneet toisiinsa glykosidisidoksin. Perusrakenne on Kitiinissé ja
selluloosassa sama. Molemmat muodostuvat toisiinsa linkittyneistd glukoosiyksikoista. Eroavaisuudet
yksikdiden rakenteessa Kitiinin asetyyliryhnman suhteen on merkitty havainnollistaen vaaleisiin
laatikkoihin.

1.2 Hyonteisten ulkoinen tukiranka koostuu kitiinista

Hyonteiset ovat niveljalkaisten pédjaksoon kuuluva luokka. HyoOnteiset ovat
selkdrangattomia elaimid, joilla on kitiinista koostuva ulkoinen tukiranka (eksoskeleton),
jota voidaan kutsua myos kutikulaksi. Kutikulan térkein tehtdva on toimia rakenteena,
johon hyonteisten lihakset ja sisdelimet voivat kiinnittyd. Lisaksi se suojaa hyonteista
ympéristolta ja saalistajilta (Andersen 1979). Hyodnteisilla on Kitiinid myGs sisdisissa
rakenteissaan ruoansulatuskanavan seinamien kudoksissa, missd Kitiini suojaa
hyonteisten ruoansulatuskanavan seindmia kulumiselta ja muilta mekaanisilta vaurioilta,
seké haitallisilta mikrobeilta, eli patogeeneiltd (Gonil & Sajomsang 2012; Alvarenga ym.
2016).

Kutikula on sekoitus eri aineiden yhdistelmi&. Padosin se koostuu kitiinin muodostamista
ketjuista (20 - 50 %), ja kitiiniverkoston seka typen ja proteiinien matriisista. Kutikulan
kitiini on luonnostaan osittain deasetyloitunutta ja sisaltad siten myo6s Kitiinin
hajoamistuotteita kitosaania ja kito-oligosakkarideja (No & Samuel 1995). HyoOnteisten
Kitiinikuoressa on myos vetta, lipidejé ja mineraaleja (Andersen 1979; Kramer ym. 1995;
Chandran ym. 2016). Mineraalipitoisuudet kutikulassa ovat yleisesti hyvin véhéisig,
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mutta hyonteisravinnon kannalta merkittavia mééria ovat Musca autumnalis- ja Hermetia
illucens-kérpésten kutikulan siséltdamat kalsiumpitoisuudet (Finke 2007). Vaikka
kutikulassa ei ole mineraaleja paljon, sisaltavat useimmat hyonteiset merkittaviad maaria

esimerkiksi rautaa ja sinkkia, kun ne nautitaan kokonaisina (van Huis ym. 2013).

Kutikulassa on useita proteiineja, joista noin puolet voi olla kitiiniin sitoutuneena. Tama
on tietysti lajikohtaista. Kitiiniin kovalenttisilla sidoksilla Kiinnittyneet proteiinit
muodostavat Kitiinin kanssa glykoproteiinikomplekseja. Kutikulassa proteiineja voi olla
kiinnittyneena myos vetysidoksin, tai muilla sidoksilla ja heikoilla vuorovaikutuksilla.
Osa proteiineista ei ole kiinnittyneend muihin yhdisteisiin ollenkaan (Hackman &
Goldberg 1958). Kutikulan proteiineja voidaan syntetisoida kutikulan alapuolisessa
pintakerroksessa, eli epidermissd, ja muissa hyonteisen kudoksissa, joista ne kuljetetaan
kutikulaan (Andersen 1979). Tutkimuksessaan Yi ym. (2013) laskivat keskimaaraisen
raakaproteiinipitoisuuden viidelle eri hydnteislajille (Tenebrio molitor, Zophobas morio,
Alphitobius diaperinus, Acheta domesticus, Blaptica dubaia) ja saivat tulokseksi, etta
proteiinipitoisuus vaihteli 19 - 22 %:iin, kutikulan proteiinien typpiyhdisteet mukaan
laskettuna. Toisessa kokeessa Barker ym. (1998) ryhmineen selvittivét, ettd vain 5 - 6 %

hyOnteisten sisaltdmasta typestéd on Kitiiniin sitoutunutta typpea.

Ramos-Elorduyn ym. (1997) tutkimuksessa analysoitiin 78:aa eri Meksikolaista
ravinnoksi kaytettdvad hyonteislajia ja niistd saatavan proteiinin mé&aréd. Tassa
tutkimuksessa he saivat tulokseksi, ettd hyonteisproteiinin sulavuus ihmisen
ruoansulatuksessa vaihteli 76 - 98 %:n valilla. Luku ei ole sata prosenttia kutikulassa
kitiinin sitoutuneiden proteiinien takia (Gonil & Sajomsang 2012), silla Kitiinin
hajottaminen ruoansulatuksessa vaatii ruoansulatuskanavan Kkitinaasientsyymeja, tai
symbioottisten suolistobakteereiden hajotustoimintaa. Finken (2007) tutkimusten
mukaan Kitiiniin sitoutuneen typen madra on kuitenkin niin pieni, ettd arviot
raakaproteiinin pitoisuudesta kuvastavat riittdvan hyvin useimpien syétavaksi sopivien

hyonteisten proteiinipitoisuutta.

Finken (2007) mukaan hyonteiset sisaltavat Kitiinia 2,7 - 49,8 mg/kg tuorepainosta
mitattuna ja 11,6 - 137,2 mg/kg kuivapainosta mitattuna. Vaihtelua kitiinipitoisuudessa
on paljon eri lajien valilla, silla jokaisella lajilla on omanlaisensa kutikula. Kutikula voi
olla lajista ja muodonmuutoksen vaiheista riippuen paksu ja kova, tai ohut ja taipuisa.
Siithen miten kova ulkoinen tukiranka on, vaikuttaa se kuinka paksun, eli
monikerroksisen, kutikulan hyodnteinen muodostaa. Siihen miten kovarakenteinen

kutikula on, vaikuttaa lahinn& proteiinien ja kitiinin valinen suhde. Pehme&mpikuorisilla
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hyonteisilla on ulkoisessa tukirangassaan suhteessa vahemman aminohappoja, kuin

hyonteisilla jotka omaavat kovan ulkokuoren.

Hyonteisten siséltdmén sulatettavissa olevan kuitupitoisen aineen maaraa voidaan mitata
ADF-pitoisuutena (acid detergent fibre), eli happodetergenttilukuna. ADF-pitoisuuden
maadritystd on kéytetty eldinrehun laadun arvioinnissa, jolloin ADF-pitoisuus kertoo
selluloosan ja ligniinin pitoisuuksista. Koska Kitiini on lahes samanlainen polysakkaridi
selluloosan kanssa, voidaan ADF-maarityksell& arvioida hyonteisten siséltdmaa Kitiinia
(katso liite 1). Mitd korkeampi ADF-arvo on, sitd vahemman tuotetta pystytaan
sulattamaan ruoansulatuksessa, jolloin tuotteesta ei voida hyodyntéa kaikkea saatavilla
olevaa energiaa (Finke 2007). Sulamaton ja kuitumainen kitiinimassa voi kuitenkin
toimia ruoansulatuskanavassa ravintokuidun tavoin ja siten edistdd ruoansulatusta ja

suoliston terveytta siind missa selluloosakin.

Hyonteisten ulkoinen tukiranka kehittyy ja muuttuu hyonteisen kasvun ja kehityksen
mukana. Hyonteiset uusivat kutikulansa monta kertaa eri kehitysvaiheissaan.
Kehitysvaiheiden maard ja muoto ovat lajikohtaisia. HyoOnteisten kehitys voi olla
hyppayksellistd, kuten jauhopukilla (Tenebrio molitor), joka munasta kuoriuduttuaan
aloittaa toukkana, mutta kay lapi taydellisen muodonmuutoksen kovakuoriaiseksi
saavuttaessaan sukukypsyyden. Kehitys voi olla my6s asteittaista, kuten Acheta
domesticus -kotisirkalla. Saavuttaessaan tdysikasvuisuuden se on uusinut kutikulansa
seitseman kertaa, mutta sen ulkondkd on koko elinkaaren ajan lahes samanlainen
(Clifford ym. 1977).

1.3 Kitiini& hajottavat entsyymit ja kitiinin hajoamistuotteiden
imeytyminen ruoansulatuksessa

Ihmisen ruoansulatuskanavassa on entsyymejd, jotka pystyvét hajottamaan Kitiinia.
Tallaisia entsyymeitd kutsutaan kitinaaseiksi. Kitinaaseilla on useita rooleja ihmisen
elimistdssa, joista monet liittyvat immuniteettiin ja tulehdusreaktioiden estdmiseen, mutta
my0s ravinnon pilkkomiseen helpommin sulavampaan muotoon. Kitinaaseiksi ei
kuitenkaan luokitella kaikkia kitiinid pilkkovia entsyymeitd, vaan ainoastaan niit4, jotka
pilkkovat Kkitiinin polysakkaridirakennetta. Ruoansulatusentsyymien lisaksi kitiinin
sulatuksessa voivat auttaa my6s ihmisen suolistobakteerit, joille Kitiini toimii
energianldhteend. Kitiinin hajotus ihmisen ruoansulatuksessa on ihmisen omien

entsyymien, sekd suolistobakteereiden hajotustoiminnan yhteistyon tulos. (Boot ym.



2001; Paoletti ym. 2007; Seibold ym. 2009; Musumeci & Paoletti 2009; Benhabiles ym.
2012).

Kun tarkastellaan kitiinin roolia hydnteissyonnissa, on tarked huomioida sen toiminta ja
vaikutukset ihmisen elimistossé, alkaen ruoansulatuskanavasta. Kitiinid on pidetty
kuitumaisena ja hankalasti liukenevana yhdisteend, minka takia pitk&an arveltiin ihmisten
olevan  kykeneméttomid sulattamaan sitd. Nykydan kuitenkin  tunnetaan
ruoansulatuskanavan Kitinaasientsyymeja jotka pystyvat hajottamaan Kitiinid, joten
nakemys kitiinin olemuksesta pelkké&na ravintokuituna voidaankin ehka haastaa (Jolles &
Muzzarelli 1999; Shahidi ym. 1999; Borderias ym. 2005; Musumeci & Paoletti 2009).

Kitiinia voidaan hajottaa pééasiassa kahdella tapaa: pilkkomalla Kitiinin pitkien
polysakkaridiketjujen  glykosidisidoksia, jolloin  muodostuu eripituisia  Kito-
oligosakkarideja (KOS, chito-oligosachharide) ja GIcNAc-yksikoita, tai pilkkomalla
Kitiinin asetyyliamiiniryhmié deasetyloimalla niitd. Deasetylaation tuloksena voi syntyé
kitosaania (Beier & Bertilsson 2013), kitiinin hajoamistuotetta, jolla on useita fysiologisia
vaikutuksia elimistdllemme ja suolistobakteereille. My0s kito-oligosakkaridit ovat hyvin
bioaktiivisia yhdisteitd, joiden vaikutuksia on tutkittu paljon (Kendra ym. 1989; Tsigos
ym. 2000; Qin ym. 2006; Benhabiles ym. 2012; Mateos-Aparicio ym. 2016).

Mitadn tarkkaa rajaa Kitiinin ja sen hajoamistuotteiden erottamiseksi ei ole mééritetty,
koska kitiini on luonnostaankin osittain deasetyloitunut ja sen hajoamistuotteet ovat hyvin
samakaltaisia yhdisteitd, eroten vain reaktiivisten sivuketjujen maéarissa ja
polysakkaridiketjujen pituudessa (Rabea ym. 2003; Beier & Bertilsson 2013).
Esimerkiksi kitosaaniksi aine méaritelldan, jos se koostuu padosin deasetyloituneista
GIcNAc-yksikoistd. Kitiinin hajoamistuotteet voidaan luokitella kito-oligosakkarideiksi,
jos niiden depolymerisaatioaste on suuri ja molekyylipaino pieni (Mourya ym. 2011).
Vaikka tarkkoja rajauksia kyseisille yhdisteille ei ole méaritelty, kitiini, kitosaani ja kito-
oligosakkaridit vaikuttavat eri tavoin elimistossd. Jokaisessa niihin liittyvassa
tutkimuksessa on yleensd ilmoitettu tarkasti millaisia kitiinijohdannaisia yhdisteita on

tutkittu tai havaittu tuloksissa.

1.3.1 AMCaasi -entsyymi hajottaa kitiinid mahalaukussa seka suolistossa

Joillakin ihmisilld on ruoansulatuskanavassaan kitinaasiksi luokiteltua AMCaasi-
entsyymié (acidic mammalian chitinase), joka pystyy pilkkomaan kitiinid. AMCaasilla
voi olla joillakin ihmisilla rooli Kitiinipitoisen ruoan sulatuksessa (Boot ym. 2001,
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Paoletti ym. 2007; Musumeci & Paoletti 2009). AMCaasi pilkkoo kitiinin GICNAc-
yksikoiden valisia glykosidisidoksia, joten kitiini pilkkoutuu mahalaukussa AMCaasien
toimesta kito-oligomeereiksi, kuten lyhemmiksi GIcNAc-ketjuiksi, sek& kitobiosidiksi
(Musumeci & Paoletti 2009).

Bootin ym. (2001) tutkimuksen mukaan AMCaasien todettiin in vitro pilkkovan kitiinin
kaltaisia molekyyleja, seka rapujen Kitiinistd kuorta, ettd sienten soluseinien Kitiinia.
Hiirilld tehdyissa kokeissa he huomasivat, ettd hiirten AMCaasilla on korkea
yhdistymistaipumus (affiniteetti) kitiinille. Liséksi he todistivat, ett4 hiirten AMCaasi on
DNA-sekvenssiltdédn lahes homologinen ihmisen AMCaasille. N&in ollen AMCaasin

voitiin olettaa toimivan samalla tavoin seké hiiressa ettd ihmisessa.

Paoletti ym. (2007), sekd& Musumeci & Paoletti (2009) todistivat, ettd AMCaasi on
joillakin ihmisilla mahahapossa havaittava, ja aktiivisesti toimiva entsyymi.
Ensimmaisessd tutkimuksessa AMCaasi oli aktiivinen 25 ihmisestd 20:11a ja
jalkimmaisessd kokeessa 48 ihmisesta 43:lla todettiin tuotettavan toimivaa AMCaasi-
entsyymid ruoansulatuskanavassa. Tutkimuksissaan he varmistivat, ettd ihmisen
AMCaasi toimii parhaiten happamassa ymparistossa (~pH 2). Mahalaukussa olosuhteet
ovat epiteelisolujen erittdman mahahapon takia hyvin happamat ja optimaaliset
AMCaasin toiminnalle. AMCaasia tuotetaan, eli ekspressoidaan, erityisen paljon

mahalaukun epiteelin pa&soluissa, mutta ei endé ohutsuolessa (Boot ym. 2005).

Viimeisimmissd AMCaasin toimintaan liittyvissa tutkimuksissa Ohno ym. (2016)
todistivat  Kkitiinin olevan hiirilld sekd& mahalaukussa, ettd suolistossa toimiva
ruoansulatusentsyymi. Kokeissa AMCaasin todettiin pystyvan hajottamaan Kitiinia
(GIcNAC)2:ksi (CgH1sNOg), eli N-asetyyliglukosamiiniksi. Kyseinen yhdiste pystyy
imeytymaan ruoansulatuskanavasta hiiren elimistoon ja se voi toimia elimistélle hiilen-,
typen- ja energianlahteend. Naiden hiirikokeiden perusteella ei voida viela sanoa toimiiko
AMCaasi ihmiselld samalla tavalla, mutta se ettd AMCaasi muodostaa lopputuotteenaan
paaasiallisesti (GICNAC)2:ta, voi vaikuttaa késitykseen kitiinin merkityksestd pelkk&na
ravintokuituna. Hiirten ja ihmisten ruokavaliot eroavat paljon toisistaan, joten AMCaasin

merKitys ruoansulatuksessa voi olla korostuneempi hiirilla kuin ihmisilla.

Néiden tutkimusten mukaan useiden ihmisten on mahdollista sulattaa kitiinia AMCaasin
avulla, mutta viel& ei esimerkiksi tiedetd millaisia mé&éria AMCaasia taytyy olla, jotta
voidaan puhua tehokkaasta kitiinin sulattamisesta ja hyédyntamisesté ruoansulatuksessa.

Vanhemmissa AMCaasientsyymin toimintaan liittyvissa tutkimuksissa on myos arvioitu,
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ettd ihmisen AMCaasin toiminnan tarkoitus liittyisi Kitiinin osittaiseen hajottamiseen,
niin ett4 muut ruoansulatusentsyymit péésisivat helpommin hajottamaan sitd. lhmisilla
joilla toimivaa AMCaasia ekspressoituu enemmén, voi olla paremmat mahdollisuudet
sulattaa hyonteisruokaa. (Paoletti ym. 2007; Musumeci & Paoletti 2009; Muzzarelli ym.
2012).

1.3.2 Lysotsyymit voivat mahdollisesti hajottaa Kitiinia kitosaaniksi ja kito-
oligosakkarideiksi

Kitiinin deasetylaation tuloksena syntyy kitosaania ja kito-oligosakkarideja, joilla on
terveyttd edistavia vaikutuksia elimistossd. Lysotsyymi on kaikilla ihmisilla tavattava
normaali ruoansulatusentsyymi, joka kykenee Kitiinin deasetylaatioon (Pangburn ym.
1982; Muzzarelli 1997). Se ei ole kuitenkaan kitiinin hajotuksessa yhta tehokas, kuin
AMCaasi (Beier & Bertilsson 2013). Tsigosin ym. (2000) mukaan hyonteisisté 10ydetyt
deasetylaatioon kykenevét entsyymit voivat muokata Kitiinista kitosaania. Koska
ihmiselldakin  on kitiinin  deasetylaatioon kykenevid lysotsyymientsyymeja, on
mahdollista, ettd ihmisen ruoansulatuskanavassa muodostuu kitosaania. Toisaalta
hyonteisilla kyseiset entsyymit voivat olla erilaisia, kuin ihmisen lysotsyymi, mutta
periaatteessa kitosaani on kuitenkin vain sama asia, kuin deasetyloitu kitiini (Beier &
Bertilsson 2013).

Lysotsyymin tiedetddn pystyvan katalysoimaan Kitiinin hajotusta deasetylaation ja
glykosidisidosten hajottamisen kautta, ihmisen ohut- ja paksusuolessa (Hayashi ym.
1969; Geyer 1973; Skujins ym. 1973; Goodman 1989). Lysotsyymi katalysoi Kitiinin 2-
asetamiiniryhmdn deasetylaatiota, jolloin Kitiinistd muodostuu kitosaania (kuva 2).
Lysotsyymit pilkkovat myods kitiinin  GIcNAc-yksikdiden vélisid glykosidisidoksia

AMCaasin tapaan, minka lopputuloksena syntyy kito-oligosakkarideja.
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Kuva 2. Kitiinin ja kitosaanin kemialliset kaavat. Kitiini hajoaa kitosaaniksi deasetylaatiossa, kun sen
asetyyliryhmid irrotetaan (vaaleat laatikot). Deasetylaatioaste kuvaa sitd, kuinka suuri osa asetyyliryhmisté
on leikkautunut pois. Kuva havainnollistaa, miten samankaltaisia polysakkaridiketjuja Kitiini ja kitosaani
ovat.

Mitd enemman Kitiinin deasetylaatioaste kasvaa, sitd vdhemmaén lysotsyymi pystyy
katalysoimaan Kitiinin glykosidisidosten hajottamista. Kitiinin ja lysotsyymin substraatti-
entsyymikompleksin muodostus pysyy kuitenkin samalla tasolla 50 % deasetylaatioon
asti, jonka jalkeen kompleksien muodostuminen vahenee (Hayashi ym. 1969). Eli
lysotsyymi ei pysty kovin hyvin sitoutumaan en&a sellaisiin kitiiniketjuihin, joita se on jo
hajottanut. Tam& on luultavasti seurausta siitd, ettd katalysoidakseen Kitiinia,
lysotsyymiin liittyvan Kitiiniketjun on oltava tietyn mittainen (kuusi GIcNAc-yksikkod)
(kuva 3) (Pangburn ym. 1982). Voi myos olla, ettd lysotsyymin pilkkoessa Kitiinia, se ei
pelkastadn deasetyloi, tai hajota glykosidisidoksia, vaan tekee molempia samaan aikaan.
Mikali lysotsyymi sekd deasetyloi, ettd pilkkoo glykosidisidoksia, pitkié kitosaaniketjuja

muodostuu epatodennakdisemmin.
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Kuva 3. Kitiinin Kiinnittyminen lysotsyymientsyymiin. Lysotsyymin kuusi alayksikk6d (A-F)
kiinnittdytyvat  Kkitiiniketjun ~ GIcNAc-ryhmiin,  muodostaen  Kitiini-lysotsyymi  substraatti-
entsyymikompleksin. Lysotsyymi deasetyloi, eli poistaa asetyyliryhmid, kuten kuvassa on punaisella
katkoviivalla osoitettu  asetyyliryhmien kohdalla. Lisaksi lysotsyymi leikkaa Kkitiiniketjun
glykosidisidoksen nuolen osoittamassa kohdassa. Kuva on muokattu julkaisun (Pangburn ym. 1982)
kuvasta.

Lysotsyymientsyymeja on monissa ihmisen kudoksissa, mutta hyonteissyonnin kannalta
tarkeimmat kudokset joissa lysotsyymiéd ekspressoidaan, ovat ruoansulatuskanavassa
mahalaukun erittavissd rauhasissa, ohutsuolen eri rauhaskudoksissa, sek& suolinukan
villusten pinnalla (Klockars & Reitamo 1975; Montero & Erlandsen 1978). Lysotsyymien
tiedetddn kestdvan ruoansulatuskanavan matalia pH-tasoja (Boot ym. 2001), joten
ohutsuolen pinnalla olevien lysotsyymien on mahdollista toimia hyonteisruoasta saatavan

kitiinin hajotuksessa.

Lysotsyymien tehtdva on puolustaa elimistod bakteereilta, ja ne pystyvat hajottamaan
esimerkiksi Gram-negatiivisten bakteereiden soluseinid. Gram-negatiivisilla bakteereilla
on sisemmén solukalvon ymparill& ohut peptidoglykaanista muodostunut soluseind, jota
ymparo6i ulompi solukalvo. Gram-positiivisilla bakteereilla on vain yksi solukalvo, mutta
niiden soluseindn peptidoglykaani on paljon paksumpi, kuin gram-negatiivisilla (Silhavy

ym. 2010). Antibakteeristen vaikutusten liséksi lysotsyymien tiedetddn auttavan myos
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ravinnon pilkkomisessa lehmilla (Dobson ym. 1984), mutta sen roolista ihmisen

ruoansulatuksessa Kitiinin hajotuksessa, on toistaiseksi vahan tutkittua tietoa.

1.3.3 Kitotriosidaasin merkityksesta ruoansulatuksessa ei olla varmoja

Kitotriosidaasi on hyvin samankaltainen kitinaasi AMCaasin kanssa, seké rakenteeltaan,
ettd toiminnaltaan ja se on myos laheisesti sukua lysotsyymille (Boot ym. 1998). Sita
ekspressoidaan makrofageissa, sekd mahalaukun epiteelissd (Musumeci & Paoletti 2009).
Kitotriosidaasin tehtévat ovat ehkd joskus liittyneet ihmisen elimistoén puolustukseen
kitiinia sisaltavia organismeja vastaan, mutta yhtélailla sen voidaan ajatella auttavan
Kitiinipitoisen hyodnteisruoan sulattamisessakin. Vaikka Kitotriosidaasi pystyykin
hajottamaan ravinnon mukana saatua Kitiinid ruoansulatuskanavassa, silla ei vaikuta
olevan varsinaista roolia ihmisen ruoansulatuksessa (Boot ym. 2001; Cozzarini ym. 2009;
Manno ym. 2014).

1.3.4 Kitiinin ja sen hajoamistuotteiden imeytyminen

Hyonteisravinnon mukana saatujen Kitiinin, Kitosaanin ja Kkito-oligosakkaridien
imeytymiseen vaikuttavat ndiden aineiden molekyylipaino (molecular weight) ja
vesiliukoisuus. Ne imeytyvét sitd helpommin, mitd kevyempid ja vesiliukoisempia ne
ovat. Esimerkiksi lyhytketjuiset pienet Kito-sakkaridit imeytyvét ravintona helposti
ohutsuolen seinamien l&pi verenkertoon (Chae ym. 2005). Hiirilla tehdyssa kokeessa
Zeng ym. (2008) totesivat, ettd kitiinin hajoamistuotteet jotka imeytyivat, kulkeutuivat
kaikkiin tutkittuihin kudoksiin. Kitosaanimolekyylit kulkeutuivat esimerkiksi maksaan,
munuaisiin, pernaan, syddmeen, keuhkoihin ja kateenkorvaan. He totesivat mygs, etta
naitd kitosaaniyhdisteitd oli hajotettu ruoansulatuskanavassa ennen imeytymista.
Hyonteisruoasta saatavan kitiinin voidaan siis sanoa ainakin hiirilla toimivan ravintona,
sill4 osa siitd hajotetaan AMCaasin toimesta (GICNAC)2:ksi (Ohno ym. 2016), joka Chaen
ym. (2005) ja Zengin ym. (2008) mukaan imeytyy ruoansulatuskanavasta ja kulkeutuu

hiirten elimistolle kaytettavaksi.

Suurempi molekyylipaino tarkoittaa Kitiinin ja sen johdannaisten tapauksessa sitd, etta
polysakkaridiketjussa on useampia glukosamiini-, tai N-asetyyliglukosamiiniyksikoita.
Pienimolekyylipainoisissa naita sakkaridiketjun yksikoitd on vahan. Molekyylipaino voi
vaihdella valtavasti kitiinin ja sen hajoamistuotteiden oligosakkaridiketjujen pituudesta
riippuen. Oligosakkaridiketju voi olla esimerkiksi kaksi yksikkod pitkd, tai koostua
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tuhansista  linkittyneista  oligosakkarideista.  Kitiini-,  kitosaani-, ja  Kito-
oligosakkaridiketjuja on luokiteltu eri kokoluokkiin monin eri molekyylipainoin
tutkimuksesta riippuen ja tésté johtuen esimerkiksi kitosaanista ja kito-oligosakkaridista
voidaan puhua péallekkdin tarkoittaen samanlaisia yhdisteitd, mutta eri
molekyylipainoisina (Jeon ym. 2001; Fei Liu ym. 2001; Chae ym. 2005; Fernandes ym.
2008).

Aranazin ym. (2009) mukaan hyodnteisruoan mukana nautittu kitiini, jota puolestaan ei
hajoteta, ei sellaisenaan imeydy ihmisen ruoansulatuksesta verenkiertoon. Se johtuu siité,
etta kitiini liukenee huonosti veteen, koska se on vahvasti linkittynyt polysakkaridi, joka
on liian suuri otettavaksi sisddn soluihin. Sen takia kitiini, jota ei voida hajottaa
ruoansulatusentsyymien, tai suoliston bakteerien toimesta, eritetddn ulosteen mukana
pois kehosta. Kaikki kitosaani ja kito-oligosakkariditkaan eivat imeydy, vaan yleensé
pidempiketjuiset molekyylit eritetdan.

1.4 Ihmisen symbioottiset suolistobakteerit ja hyonteisruoan vaikutus
hyvinvointiimme

Ihminen, kuten muutkin nisdkk&at, on ruoansulatuksessaan riippuvainen suolistossaan
elavistd bakteereista. Vain ndma mutualistiset bakteerit pystyvat hajottamaan kasvien
biomassan, erityisesti selluloosan, vahvoja rakenteita sek& muiden sulamattomien
ainesten osia, joihin ihmisen omat ruoansulatusentsyymit eivét pysty (White ym. 2014).
Ruoansulatuskanavan Kkitinaasientsyymien lisaksi, myods suolistobakteerien tiedetaan
pystyvan hajottamaan erilaisia oligosakkarideja, kuten Kkito-oligosakkarideja seka
selluloosaa etta kitiinia (Lee ym. 2002; Flint ym. 2008). Siksi on tarkea tietdd miten
hyonteisruoan mukana nautituksi tullut kitiini vaikuttaa suolistomikrobeihin ja miten

suolistomikrobit voivat puolestaan vaikuttaa ihmiseen (kuva 4).
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Kuva 4. Hyonteisruoan sisaltaman Kkitiinin kulkeutuminen ja hajotus ruoansulatuskanavassa seka
vaikutusten ilmeneminen. Siniset nuolet kuvaavat miten hyonteisruoka kulkeutuu, hajotetaan ja
hyodynnetdén ruoansulatuskanavassa. Hyonteisruoan Kitiini hajoaa ensin mahalaukussa AMCaasin ja
lysotsyymin toimesta, josta sen hajoamistuotteet, kito-oligosakkaridit ja kitosaani, sek& hajottamaton
kitiini, kulkeutuvat eteenpdin ruoansulatuskanavassa suolistobakteereiden hyddynnettavaksi. Keltainen
nuoli osoittaa, etté Kitiini ja sen hajoamistuotteet voivat saada aikaan vaikutuksia paikallisesti suolistossa,
tai muualla elimistdssd, mikali ne imeytyvét, tai ne voivat vaikuttaa suolistobakteereiden toimintaan, jotka
puolestaan vaikuttavat ihmiseen.

Ihmisen suolistossa eldd runsaasti bakteereita, jotka kayttdvat ravinnokseen ruoan
pilkkoutumattomia ainesosia, jotka eivat ole ehtineet imeytyd. N&ma suolistobakteerit
hajottavat pilkkoutumattomia yhdisteitd hapettomissa olosuhteissa tapahtuvan
hajoamisen, sekd oman entsyymitoimintansa avulla, ja kayttavéat hajottamisprosessista
vapautettua energiaa omaan kasvuunsa. Samalla ne hajottavat ruokamassaa pienemmiksi
yhdisteiksi, joista osa voi vield imeytyd suolistosta ihmisen verenkiertoon

hyddynnettdvaksi. Hajotustoiminnan seurauksena muodostuu esimerkiksi lyhytketjuisia
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rasvahappoja, joita seka bakteerit, ettd jotkin ihmisen kudokset voivat kayttaa
energianlédhteendén soluhengityksessa (Eckburg ym. 2005; Macfarlane & Macfarlane
2012).

Koska suolistobakteerit hyodyntavat nauttimaamme ruokamassaa omaan kasvuunsa,
ihminen voi vaikuttaa ruokavaliollaan tietynlaisten suolistobakteerien kasvun
mahdollistamiseen. Ruoka-aineita, jotka edistdvat hyvien suolistomikrobien kasvua,
kutsutaan prebiooteiksi (Gibson & Roberfroid 1995). Gibson (2004) esitti
tutkimuksissaan, ettd runsaasti erilaisia mikrobeja siséltdva bakteerikanta, voi estaa
syrjayttavalla kilpailulla haitallisten patogeenien kiinnittymisen suolen pintaan ja estaa
niiden lisdantymista suolistossa. Ihminen voi siis syomaélla oikein vaikuttaa siihen, ettéd
suolistomikrobikannan tasapaino, eli homeostasia, pysyy ylla ja ettd tietynlaiset

suolistobakteerit pysyvat aktiivisina suolistossa.

Suolistobakteerit voidaan karkeasti yleistden jakaa terveytta edistaviin, seka terveydelle
haitallisiin, eli patogeenisiin, bakteereihin (Steer ym. 2000). Jaottelu terveytta edistaviin
ja terveydelle haitallisiin suolistobakteereihin liittyy siihen, millaisia vaikutuksia
erilaisilla bakteereilla tiedetddn ihmiseen olevan. Tuottavatko ne esimerkiksi haitallisia
myrkkyja vai toimivatko ne yhteistydssa elimiston kanssa, niin etta niista ei koidu haittaa
ihmiselle. Hyonteisruoasta saatu Kitiini ja sen hajoamistuotteet voivat vaikuttaa seka

terveytta edistévien etté terveydelle haitallisten bakteerien kasvuun ja lisédntymiseen.

Hyonteisruokaa nautittaessa paksusuolen bakteereille paatyy sulamattomia Kitiinikuoren
yhdisteitd. Riippuen ihmisen omista ruoansulatusentsyymeistd, kitiinia on ehka voitu jo
pilkkoa kito-oligosakkarideiksi ja kitosaaniksi. Voi my0s olla, ettd kaikki kitiini ei ole
valttamatta pilkkoutunut, tai sitd ei ole pilkottu vield lainkaan. Suolistobakteereilla voi
siis olla erilaisia kitiiniyhdisteita sulatettavanaan ja nailla yhdisteilld voi olla erilaisia
vaikutuksia suoliston bakteerikantoihin. Vaikutukset riippuvat siitd mita kitiiniyhdisteita
mitkakin bakteerit voivat kéyttdd ravinnokseen ja mitk& yhdisteet estavat, eli inhiboivat,
niiden kasvua. Suolistobakteerien hajottaessa imeytyméatonté ruokamassaa, ne tuottavat
myo6s yhdisteitd joilla voi olla positiivisia tai negatiivisia vaikutuksia sekd ihmisen

suoliston ettd muun elimiston toimintaan (Gibson & Roberfroid 1995).

Deasetyloituneiden kito-oligosakkaridien on todettu edistavén Bifidobacterium bifidumin
sekd joidenkin Lactobacillus-bakteerien kantojen kasvua merkittvasti (Lee ym. 2002;
Mateos-Aparicio ym. 2016). Namé& mielletdan yleensa hyviksi suolistobakteereiksi, silla

ne vahvistavat suoliston vastustuskykya patogeenejd vastaan. Toivottujen
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suolistobakteereiden kasvun edistaminen viittaa vahvasti kito-oligosakkaridin toimintaan
prebioottina. Edistdmallad hyvien suolistobakteerien kasvua, samalla rajoitetaan
haitallisten bakteerien kasvua ja niiden aiheuttamia mahdollisia suolistotulehduksia
(Sartor & Mazmanian 2012). Liséksi Bifidobacterium- ja Lactobacillus-bakteerit
stimuloivat immuunipuolustuksen toimintoja, seké auttavat ruoka-aineiden hajotuksessa
ja imeytymisessd. Bifidobakteerit osallistuvat myos vitamiinien, sekd laktoosin
pilkkomiseen tarvittavan laktaasin tuottamiseen. Kitiinipitoisesta ruokavaliosta voi siis
ehka olla apua myos laktoosi-intoleranssiin, sen edistdessa laktoosin hajotukseen
kykenevien hyvien suolistobakteereiden kasvua (Austin ym. 1981; Gibson & Roberfroid
1995).

Kitiini ja sen hajoamistuotteet voivat vaikuttaa suolistobakteereihin myds muutenkin kuin
niiden energianldhteend. Esimerkiksi jotkin oligosakkaridit voivat toimia myods
patogeenien Kiinnittymisté vastustavina tekijoina, eli niin sanottuina decoy-molekyyleina.
Talléin patogeeniset suolistomikrobit kiinnittyvét suolen seindman sijasta esimerkiksi
kito-oligosakkarideihin, ja kulkeutuvat pois suolistosta ulosteen mukana. Taméan ansiosta
suoliston terveytta edistaville mikrobeille ja& enemman tilaa kasvaa ja jakaantua (Shoaf
ym. 2006; Altamimi ym. 2016).

Suolistobakteereiden tiedetddn vaikuttavan useiden suolistoperdisten sairauksien
taustalla,  kuten  esimerkiksi  drtyneen  suolen  oireyhtymén,  haavaisen
paksusuolentulehduksen ja Crohnin taudin tapauksissa (Carroll ym. 2012; Quigley 2013).
Patogeenisten bakteereiden suorista vaikutussuhteista sairauksiin ei vield tiedeta yhta
paljon kuin terveyttd edistdvien bakteerien hyodyistd. Yleensd suolistobakteerien
aiheuttamiin  sairauksiin  liittyvat  kuitenkin  pienentyneet Lactobacillus- ja
Bifidobacterium-kannat (Steer ym. 2000; Carroll ym. 2012), jolloin patogeeniset bakteerit
ovat paésseet lisadntymaan suolistossa. Toisaalta vaikutukset terveydelle voivat olla
my0s suoraa seurausta yleisimpien elimiston ulkopuolisten patogeenien, kuten E.coli,
Salmonella-, Vibrio cholerae-, ja Shigella-bakteerien, paéasysta ruoansulatuskanavaan,
esimerkiksi pilaantuneen ruoan mukana, jolloin ne voivat aiheuttaa maha- ja
suolistotulenduksia, sekd ruoansulatusongelmia (Zottola & Smith 1990). Yleisesti hyvéana
ennaltaehkéisynd  suolistotauteja  vastaan  toimii  terve ja  tasapainoinen
suolistobakteerikanta. (Salminen ym. 1995). Lactobacillus- ja Bifidobacterium-

bakteereilla on siis merkittdva ennaltaehkéisevé vaikutus patogeenejé vastaan.

Tutkimuksessaan Benhabiles ym. (2012) testasivat Kkitiinin, kitosaanin ja Kkito-

oligosakkaridien antimikrobisia vaikutuksia in vitro yhteentoista bakteerilajiin.
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Tutkittavina lajeina oli Gram-positiivisia bakteereita: Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Bacillus cereus, sekd Gram-negatiivisia bakteereita: E. coli, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhimurium, Vibrio cholerae, Shigella dysenteriae, Prevotella
melaninogenica, ja Bacteroides fragilis. Tutkimuksen mukaan Kkito-oligosakkaridit
tuhosivat kaikkia edelld mainittuja bakteereita, siind missa kitosaani esti kaikkien paitsi
Salmonella typhimurium:in jakaantumista. Kitiinin todettiin puolestaan estavén E. coli,
Vibrio cholerae, Shigella dysentarie, ja Bacteroides fragilis, -bakteereiden jakaantumista.
Suurin  osa  ndistd  bakteereista on yleensd patogeeniseksi  luokiteltu
(Elintarviketurvallisuusvirasto Evira 2016b). Poikkeuksena niihin ovat kuitenkin Bacillus
subtilis ja Bacteroides fragilis, jotka ovat hyodyllisid bakteereja suolistossa, mutta
joutuessaan muualle elimistéon ne voivat olla ihmisen terveydelle vaarallisia (Wexler
2007; Cutting 2011).

Suolistobakteereiden vaikutuksia on vaikea tutkia in vivo ja niihin liittyvaa tutkimusta
toteutetaan yleensa simuloidusti. Sen takia suolistossa tapahtuvista vuorovaikutuksista
ruoka-aineiden, bakteerien ja elimiston valillg, ei voida vield saada tarkkaa tietoa. Jaottelu
pelkéstddn patogeenisiin ja terveytta edistdviin bakteereihin ei anna todellista kuvaa
niiden monimutkaisista vuorovaikutussuhteista, silld vaikutukset voivat olla usein
paallekkaisid. Monet haitallisia myrkkyja erittdvat bakteerit voivat samalla esimerkiksi
muodostaa ihmisen elimiston energiametabolian alkutuotteita ja siten olla haitaksi ja
hyodyksi samaan aikaan. Benhabilesin ym. (2012) mukaan Kkitiinin ja Kkito-
oligosakkaridien vaikutukset voivat olla lajista riippuen bakteereiden kasvua edistavié tai
estavid. Siksi monissa tapauksissa syddyn ravinnon suhde suolistobakteereiden
aikaansaamille vaikutuksille voikin olla moniulotteinen. Tastd hyva esimerkki on
Clostridium paraputrificum, joka on tehokas Kitiinin hyddyntdja. Se tuottaa Kitiinin
hajotuksen ja oman energia-aineenvaihduntansa sivutuotteena hiilidioksidia, asetaattia ja
laktaattia, seka pienia méaaria propionaattia ja butyraattia (Simunek ym. 2002). Naiden
yhdisteiden tiedetddn olevan hyodyllisid ihmiselle (Louis & Flint 2017), mutta
Clostridium paraputrificum:in on todettu myds edistavan haitallisten kasvaimien
muodostumista suolistossa (Horie ym. 1999). Toisaalta taas kitosaanin on todettu
inhiboivan Clostridia-bakteereiden kasvua, samalla védhent&en niiden erittdmi& haitallisia

aineita merkittavasti (Terada ym. 1995).
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1.5 Tutkimuksen tarkoitus

Tassé Pro gradu -tyossa haluttiin tutkia tieteellisin menetelmin hyonteisruoasta saatavan
kitiinin, seka sen mahdollisesti ruoansulatusentsyymien toiminnan seurauksesta syntyvan
hajoamistuotteen, kito-oligosakkaridin, vaikutuksia valittuihin suolistomikrobeihin.
Tyon tarkoituksena oli selvittdd miten pienid pitoisuuksia kitiini& ja kito-oligosakkarideja
on oltava, jotta vaikutuksia bakteereiden kasvuun ilmenee. Tallaiset tutkimukset, joissa
madritetddn aineen pienin mahdollinen konsentraatio, jossa inhibitorisia vaikutuksia
ilmenee (minimum inhibitory concentration, MIC), ovat vyleisida tutkimuksia

mikrobiologiassa.

Tyossa tutkittiin Kitiinin ja kito-oligosakkaridien (KOS) vaikutusta laktobasillien
(Lactobacillus rhamnosus GG) ja kolibakteerien (Escherichia coli TG) kasvuun in vitro.
Ne ovat yleisid ihmisen suolistobakteereita ja voivat maarallaan ja toiminnallaan saada
aikaan fysiologisia vasteita ihmisen elimistossd. Kyseiset bakteerilajit valittiin
tutkimukseen, koska haluttiin tutkia, ilmenevatkd Kitiiniyhdisteiden vaikutukset samalla
tavoin ihmisen terveydelle suotuisissa maitohappobakteereissa ja potentiaalisissa
patogeeneissd. Koeasetelmaan valittiin Lactobacillus rhamnosus GG (Lactobacillus)
edustamaan ihmisen terveyden kannalta hyodyllisid suolistobakteereita sen tutkittujen
terveyttd edistdvien ominaisuuksien vuoksi. Terveydelle haitallisia bakteereita
edustamaan valittiin Escherichia coli TG (E.coli), silla sen tiedetdan olevan esimerkiksi

ruokamyrkytysten ja suolistotulehdusten taustalla.

2. Aineisto ja menetelmat

2.1 Tyo6sséa kéytetyt bakteerit ja niiden kasvatus

Tyossa kaytettiin yleisid bakteerien malliorganismeja Lactobacillus rhamnosus GG:ta
(ATCC 53103) ja Escherichia coli TG:t4, jotka tarjosi kéaytettavéksi Funktionaalisten
elintarvikkeiden kehittdmiskeskus (Turku). Pakastetut varastokannat esikasvatettiin
agarmaljoilla pesédkkeiksi. Bakteereiden esikasvatusta varten tehtiin valmistajien
ohjeiden mukaisesti kasvatusmaljoja tryptoni-soija agarmediumista (Tryptone Soy Agar
Broth, CM0129, Oxoid Microbiology Products, Thermo Fischer Scientific Inc.
Massachusetts, Yhdysvallat ja MC006, Agar No 2 Bacteriological General Purpose. Lab
M, A Neogen Company, Lancashire, Iso-Britannia).
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Bakteereiden annettiin kasvaa E.coli TG:n tapauksessa 22-26 tuntia Tryptone Soy Agar
(TSA) -maljalla 37 °C:ssa, jonka jélkeen muodostuneista pesékkeista siirrettiin yksi
uudelle  samanlaiselle  kasvatusmaljalle  kasvamaan.  Lactobacillus-bakteereja
esikasvatettiin 4-6 vuorokautta omalla TSA maljallaan +37 °C:ssa, ennen kuin pesakkeet
olivat kasvaneet riittdvan suuriksi (0,5 mm) siirrettdvéksi uudelle maljalle. Tata
siirtdmista aina uudelle kasvumaljalle jatkettiin koko tutkimuksen keston ajan, jotta
tutkittavien yhdisteiden vaikutusten alaisina olivat aina mahdollisimman tuoreet
bakteerit.

Néaytteisiin kaytettdvat bakteerit otettiin kasvatusmaljalta aina sind aamuna kun
koemittaukset suoritettiin. Jotta kaikkiin néytteisiin tuli alussa saman verran bakteereita,
tehtiin kantaliuos jossa oli haluttu ja tiedetty maara bakteereja. Viljelymaljalta siirrettiin
pesékkeita kyvetteihin, joissa oli 1ml PBS-puskuriliuosta (PBS-kantaliuos: NaCl 8,5 g*I°
1 K2HPO4 1,21 g*It, KH2PO4 0,34 g*I, seka MilliQ-vetta lisitty tilavuuteen 1L asti,
pH=7,2). Bakteereita sisaltadvdn kyvetin absorbanssi mitattiin 600 nm aaltopituudella
spektrofotometrilla (UV/VIS UV1601 Spectrophotometer. Shimadzu Corporation, Kioto,
Japani) ja sen optinen tiheys (OD, optic density) séédettiin absorbanssilukemaan 0,250
A, sisaltaen 3 x 10° bakteeria/ml, siirtamalla bakteereita vahan kerrallaan maljalta
kyvettiin. Vaihteluvéli absorbanssiluvuissa pidettiin mahdollisimman pienend, jotta
tulokset olisivat vertailukelpoisia, mutta vaihtelua oli 0,238 - 0,258 A viililtd. Jotta
bakteereilla oli varmasti tilaa kasvaa lopullisissa ndytteissé, bakteerien kantaliuoksesta

tehtiin vielda kymmenkertainen laimennos PBS-puskuriliuokseen.

2.2 Kitiinin ja kito-oligosakkaridin liuokset

Tutkittavista yhdisteistd, kitiinista (C7170-100G, Chitin from shrimp shells, practical
grade, powder, 100g, Poly-(1—4)-B-N-acetyl-D-glucosamine, (CgH13NOs)n, Sigma-
Aldrich Corporation, Missouri, Yhdysvallat) ja kito-oligosakkaridista (Chitosan
Oligosaccharide, food grade, 1009, (CeH11NOa4)n, n=2-10, deasetylaatioaste >90 %,
molekyylipaino <1,5 kDa, Bonding Chemical, Texas, Yhdysvallat), valmistettiin
kantaliuokset joiden konsentraatio oli 0,05 g/ml. Kito-oligosakkaridin kantaliuos
valmistettiin sekoittamalla 0,53 g kito-oligosakkaridijauhetta 10 ml:aan MilliQ-vetté.
Kitiini liukenee huonosti veteen, joten jotta se saataisiin liukenemaan, sitd varten taytyi
valmistaa 50 % natriumhydroksidi (NaOH) -vesiliuos. Kyseistd liuosta valmistetiin 20
ml, jossa oli 10ml MilliQ-vettd ja 10 g NaOH:ia (30620-1KG-R, Sodium hydroxide,
Sigma-Aldrich Corporation, Missouri, Yhdysvallat). Tdhan liuokseen liséttiin 1,06
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grammaa Kitiinijauhetta ja sekoitettiin hyvin. Kitiinin kantaliuoksen tilavuudeksi tuli 20
ml ja konsentraatioksi 0,05 g/ml ja kito-oligosakkaridin kantaliuoksen tilavuudeksi 10
ml, myoskin konsentraatiossa 0,05 g/ml.

Kitiinistd ja kito-oligosakkaridin kantaliuoksista valmistettiin néyte- ja verrokkiliuokset
haluttuihin konsentraatioihin (taulukko 2). Kitiinin kantaliuoksesta valmistetiin kaksi
naytettd, konsentraatioilla 0,005 g/ml ja 0,001 g/ml. Kito-oligosakkaridinaytteité
valmistettiin kolme eri konsentraatiota: 0,005 g/ml, 0,001 g/ml ja 0,0005 g/ml. Liséksi
valmistettiin bakteeriverrokki ilman Kitiinié tai kito-oligosakkarideja, jotta tiedettaisiin
miten bakteerit kasvavat ilman testattavien aineiden vaikutusta. Kitiini- ja Kkito-
oligosakkaridinaytteisiin, seké bakteeriverrokkiin lisattiin 0,3 g TSA-jauhetta ja MilliQ-
vettd, taulukko 2 mukaisesti, jotta lopputilavuudeksi saatiin 10 ml. Lopputilavuudessa oli
otettu myds huomioon 0,1 ml bakteerikantaliuosta, joka lisattiin vasta myohemmaéssa
tybvaiheessa.

Jokaiselle  Kkitiini- ja  Kkito-oligosakkaridindytteen eri  konsentraatiolle  seka
bakteeriverrokille valmistettiin niitd vastaavat verrokkiryhmét, joihin ei lisatty
bakteereita. Konsentraatiokohtaiset verrokit valmistettiin, jotta datan k&sittelyssé voitiin
suorittaa taustavarinkorjaus. Kaikkiin verrokkeihin lisattiin 0,3 g TSA-jauhetta ja MilliQ-
vettd, taulukko 2 mukaisesti, jotta lopputilavuudeksi saatiin 10 ml. Lopuksi kaikki
naytteet ja verrokit steriloitiin autoklaavissa (Autoclave - Steam sterilizer 5050EL,
Tuttnauer Europe B.V., Breda, Alankomaat). Steriloinnin jélkeen pullot suljettiin tiiviisti

ja jatettiin yon yli +4 °C:een.

Varsinaisena kokeen suorittamispéivana Kitiini- ja kito-oligosakkaridindytteisiin seka
bakteeriverrokkiin liséttiin 100ul joko E.coli- tai Lactobacillus-kantaliuosta taulukko 2
mukaisesti. Yhtena kokeen suorittamispaivana testattiin yhté bakteerityyppid, yhdell& 96-
kuoppalevylld kerrallaan (kuva 5). Bakteereiden annettiin sekoittua ja levittdytya

kunnolla naytteisiin, kaantelemalla ja ravistelemassa pulloja kevyesti, mutta huolellisesti.
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Taulukko 2. Tiedot valmistetuista naytteista ja niiden verrokeista. Yksi rivi kuvastaa yhden naytteen
tai verrokin valmistamiseen kaytettyjen aineiden ja liuosten maarid. ”Konsentraatio” ja ”Kantaliuosta” -
sarakkeet kuvastavat Kkitiinin tai kito-oligosakkaridin maarid joita otettiin Kitiini- ja kito-
oligosakkaridinaytteisiin tai verrokkeihin. Bakteeriverrokkiin ja tyhjaan verrokkiin ei tullut vaikuttavia
aineita ollenkaan ja siksi niiden ”Kantaliuosta” -sarakkeet ovat tyhjid. “Bakteerikantaliuosta” -sarakkeesta
néhdéaén ettd vain néytteisiin ja bakteeriverrokkiin lisattiin bakteereita, joiden kasvua haluttiin tutkia.

u . . . - u TSA- Bakteeri- .
Naytetyyppi Konsentraatio | Kantaliuosta = MilliQ-vetta jauhetta | kantaliuosta Tilavuus
0,005 g/ml 1ml 8,64 ml 0,39 0,2 ml 10 ml
Kitiini
0,001 g/ml 0,2ml 9,408 ml 0,39 0,1 ml 10 ml
0,005 g/ml 1ml 8,7 ml 0,39 - 10 ml
Kitiinin verrokit
0,001 g/ml 0,2ml 9,5 ml 0,39 - 10 ml
0,005 g/ml 1ml 8,64 ml 0,39 0,1 ml 10 ml
Kito-
oligosakkaridi 0,001 g/ml 0,2 ml 9,408 ml 0,39 0,1 ml 10 ml
0,0005 g/ml 0,1 mi 9,504 ml 0,39 0,1ml 10 ml
) 0,005 g/ml 1ml 8,7 ml 0,39 - 10 ml
Kito-
oligosakkaridin 0,001 g/ml 0,2 ml 9,5 ml 0,39 - 10 mi
verrokit
0,0005 g/ml 0,1 ml 9,6 ml 0,39 - 10 ml
Bakteeriverrokki - - 9,504 ml 0,39 0,1 ml 10 ml
Tyhjaverrokki - - 9,7 mi 0,39 - 10 ml

2.3 Kuoppalevyn valmistus ja luenta

Bakteerien lisaédmisen jélkeen jokaisesta valmiista nayte- ja verrokkiliuoksesta pipetoitiin
300ul kahdeksaan 96-kuoppalevyn kaivoon. Valmiit E.coli -naytelevyt siirrettiin suoraan
spektrofotometriin  luettavaksi, mutta Lactobacillus -nédytelevyjad esikasvatettiin
vaihtelevia aikoja (4-18 tuntia) niiden hitaamman kasvun takia. Automatisoitu
spektrofotometri (Synergy H1, Hybrid Multi-Mode Reader, BioTek Instruments Inc.,
Vermont, Yhdysvallat) ohjelmoitiin pitdmaan levyt +37 °C:n lampdétilassa, mitaten
jokaisen kaivon absorbanssilukeman 20-26 tunnin ajan 30 minuutin valein 600 nm valon
aallonpituudella. Mittaustulokset tulivat Gen5-ohjelmaan (Gen5 Software, ohjelmaversio
3.0, BioTek Instruments Inc., Vermont, Yhdysvallat), josta ne vietiin Excel:iin (Microsoft
Excel 2013, ohjelmaversio 15.0.4919.1000, Microsoft Corporation, Washington,
Yhdysvallat) kasiteltdvaksi. E.coli -ndytelevyisté tehtiin kolme toistoa ja Lactobacillus -

naytelevyisté tehtiin nelja toistoa.
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Tyovalheet

Kitiinin ja kito- Bakteerlen
oligosakkaridin esikasvatus TU|05te_n _
kantaliuokset analysointi
Laimennokset Laimennokset
naytteiden verrokkien Bakteerien Levy
konsentraatioihin  konsentraatioihin s spektrofotometri-
lukijalaitteeseen
e |
Elatusmedium- Siirto 96-

jauheen lisays kuoppalevylle

\ Haltun = P22y mii

Autoklaavaus ,b?lfte?rin naytteet
lisdadminen

Kuva 5. Kaavakuva tydvaiheiden paakohdista. Kuva havainnollistaa miten tydvaiheet etenivat aluksi
itsendisesti, mutta samaan aikaan Kitiinin-, kito-oligosakkaridien-, ja verrokkiliuosten valmistamisen, sek&
bakteerien esikasvatuksen kanssa. Tutkittujen aineiden ja bakteerien tydvaiheet yhdistyivét vasta bakteerien
lisdédmisessa naytteisiin, juuri ennen naytteiden siirtdmista 96-kuoppalevylle.

2.4 Tilastollinen analyysi

Kerattya dataa késiteltiin Excel:issa kuoppalevykohtaisesti. Jokaisen naytteen kahdeksan
toistokaivon absorbanssilukemat yhdistettiin  yhdeksi keskiarvoksi, aina yhden
mittaushetken ajankohdalta. Jokaiselle néaytteelle sekd bakteeriverrokille tehtiin
taustavérin korjaus (background correction), jossa niistd véhennettiin ndytettd vastaavan
verrokin (sama konsentraatio Kitiinid, tai Kkito-oligosakkaridia) absorbanssilukemien
keskiarvo naytetta vastaavissa mittausajankohdissa. Absorbanssilukemien keskiarvoista
tehtiin bakteerien kasvukayrat DMFit-ohjelmalla (Baranyi & Marin 2017). DMFit:sta
saatiin bakteerien kasvukdyrien kuvaajat, sekd kasvuajankohdan, eksponentiaalisen

kasvuvaiheen nopeuden, seka kasvun huippukohdan arvot.

Tilastollinen analyysi suoritettiin IBM SPSS-ohjelmalla (IBM SPSS statistics 24.0
software, IBM Corp., Armonk, NY, Yhdysvallat). Shapiro-Wilk -testilld tarkasteltiin
noudattiko kerétty data normaalijakaumaa. Tilastollisesti merkittdvien eroavaisuuksien
merkitsevyystasona kaytettiin p < 0,05. Yksisuuntaista ANOVA -testid kaytettiin

normaalisti jakautuneen datan vertailuun. Koska varianssit eivét olleet yhtenevaisia, Post-

24



hoc -analyysiin valittiin  Games-Howell testi, jolla vertailtiin ryhmien valisia
eroavaisuuksia. Datalle, joka ei noudattanut normaalijakaumaa, suoritetiin vertailu ei-

parametrisilla Kruskal-Wallis- ja Mann-Whitney U -testeilla.

3 Tulokset

3.1 Kitiinin ja kito-oligosakkaridin vaikutus Escherichia coli TG kasvuun

Kito-oligosakkaridi rajoitti E.coli:n populaation kasvua, kun taas kitiini esti sen taysin
(kuva 6). Kito-oligosakkaridindytteissé oli verrokkiin ndhden vdhemman kasvua ja se oli
hitaampaa. Vaikutuksissa ei ollut eroa kitiinin konsentraatioiden vélilla, mutta kitiini
erosi selvasti muista ndyteryhmista estdessaan E.coli:n kasvun kokonaan. Koska
kitiinindytteissa kasvua ei havaittu lainkaan, tilastollisessa analyysissé kitiinin muuttujien

oletettiin olevan muuttumattomia.

Kito-oligosakkaridin E.coli:n kasvua inhiboiva vaikutus oli sitd tehokkaampi, mita
suurempi  pitoisuus kito-oligosakkaridia néytteessa oli (taulukko 3). E.coli:n
lisdédntyminen oli nopeinta verrokissa (0,203 n/h, mediaani). Sen kasvunopeuden
havaittiin olevan sita hitaampi, mité suurempi kito-oligosakkaridipitoisuus naytteessa oli
(KOS 0,05 %: 0,178 n/h > KOS 0,1 %: 0,161 n/h > KOS 0,5 %: 0,127 n/h, luvut
mediaaneja). Kito-oligosakkaridin 0,5 %:n pitoisuudessa E.coli kasvoi keskimaarin lahes
63 % hitaammin verrokkiryhmé&an verrattuna (KOS 0,5 %: 0,127 n/h, verrokki: 0,203
n/h). Myos kokonaiskasvun madrd jai pienemmaksi naytteissa, joissa Kkito-
oligosakkaridipitoisuus oli suurempi (KOS 0,5 %: 0,820 n < KOS 0,05 %: 0,869 n, luvut
mediaaneja). Kito-oligosakkaridindytteiden kasvu ei yltanyt suurimmillaankaan siihen,
mita E.coli:n verrokkiryhman kasvu oli pienimmilld&n (KOS 0,05 % 0,95 n < verrokki
0,96 n) (taulukko 3). Tama kdy ilmi myods mediaanilukuja vertailemalla, joissa kasvun
maara oli suurin verrokissa (1,032 n) ja toisiksi suurin KOS 0,1 %:ssa (0,907 n). Kito-
oligosakkaridin ~ ei  havaittu  merkittdvasti  vaikuttavan  E.coli:n  kasvun

alkamisajankohtaan.

Tilastollisesti merkittdviad eroja verrokin ja Kito-oligosakkaridindytteiden valilla oli
erityisesti eksponentiaalisen kasvuvaiheen nopeudessa, sek& kokonaiskasvun mééréassa
(taulukko 3). Lisaksi ndytteiden eri pitoisuuksien valilla tilastollisesti merkittava ero
eksponentiaalisen kasvun nopeudessa oli KOS 0,5 %:n ja KOS 0,05 %:n valillg, KOS 0,5
%:n estdessé E.coli:n kasvua tehokkaammin (KOS 0,5 %, 0,127 n/h < KOS 0,05 %, 0,178
n/h).
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Kitiinin ja kito-oligosakkaridien vaikutus
Escherichia coli TG:n kasvuun
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Kuva 6. Kitiinin ja kito-oligosakkaridien vaikutus Escherichia coli TG:n kasvuun ja lisiintymiseen.
Mitd suurempi optinen tiheys on, sitd enemméin néytteessd on bakteereita. Kuva havainnollistaa, miten
kitiinin ja kito-oligosakkaridin (KOS) kaikki pitoisuudet vaikuttavat £.coli:n kasvua estévésti. Verrokki on
késittelemdton ryhmad, jossa ei ole kitiinid ja kito-oligosakkaridia vaikuttamassa E.coli:n kasvuun.

3.2 Kitiinin ja kito-oligosakkaridin vaikutus Lactobacillus rhamnosus GG
kasvuun

Kito-oligosakkaridi vaikutti Lactobacillus:in populaation kasvua nopeuttaen ja tehostaen,
kun taas Kitiini puolestaan esti sen kasvun kokonaan (kuva 7). Kito-
oligosakkaridinaytteissa oli verrokkiin nahden enemmén kasvua ja se oli nopeampaa.
Vaikutuksissa ei ollut eroa kitiinin konsentraatioiden valilla, mutta Kitiini erosi selvésti
muista ndyteryhmistd estdessadn Lactobacillus:in kasvun kokonaan. Kitiinindytteissa
Lactobacillus:in ei havaittu kasvavan lainkaan, joten tilastollisessa analyysissé kitiinin

muuttujien oletettiin olevan muuttumattomia.

Tilastollisesti merkittdvd ero oli eksponentiaalisen kasvuvaiheen nopeudessa Kkito-
oligosakkaridin pitoisuuksien ja verrokin valilla (taulukko 4). Kito-oligosakkaridin
Lactobacillus:in kasvua edistava vaikutus oli sitd tehokkaampi, mit4 suurempi kito-
oligosakkaridipitoisuus ndytteessa oli (KOS 0,05 %: 0,073 n/h < KOS 0,1 %: 0,082 n/h
< KOS 0,5 %: 0,087 n/h, luvut mediaaneja). Kasvu oli hitainta verrokissa (0,049 n/h,
mediaani). Eksponentiaalisen kasvuvaiheen nopeus oli parhaimmillaan lahes

kaksinkertainen verrokkiin ndhden suuremmissa kito-oligosakkaridipitoisuuksissa (KOS
26



0,5 %: 0,087 n/h > verrokki: 0,049 n/h, luvut mediaaneja). Myds kokonaiskasvun maéra
oli isompi naytteissd, joissa kito-oligosakkaridipitoisuus oli suurempi (verrokki: 0,470 n
< KOS 0,05 %: 0,599 n < KOS 0,1 %: 0,667 n < KOS 0,5 %: 0,633 n, luvut mediaaneja).
Kasvun alkamisajankohta oli KOS 0,05 %:ssa (17,655 h) jonkin verran aikaisempi, kuin
verrokissa (18,069 h), tosin kokonaiskasvun maaréssa tai alkamisajankohdassa ei havaittu

tilastollisesti merkittavia eroja.

Kitiinin ja kito-oligosakkaridien vaikutus
Lactobacillus rhamnosus GG:n kasvuun

—Verrokki
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Kuva 7. Kitiinin ja kito-oligosakkaridien vaikutus Lactobacillus rhamnosus GG:n kasvuun ja
lisddntymiseen. Mitd suurempi optinen tiheys on, sitd enemmén ndytteessd on bakteereita. Kuva
havainnollistaa, miten kitiinin eri pitoisuudet vaikuttavat Lactobacillus:in kasvua estavasti, mutta kito-
oligosakkaridin (KOS) kaikki pitoisuudet edistévat sen kasvua ja lisddntymisté. Verrokki on kasitteleméaton
ryhmd, jossa ei ole Kitiini& ja kito-oligosakkaridia vaikuttamassa Lactobacillus:in kasvuun.
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Taulukko 3. Kito-oligosakkaridin vaikutus Escherichia coli TG:n lisadntymiseen. Alkamisajankohta on ilmoitettu tunteina ja kasvun maara optisena tiheytend. Kasvunopeus on
ilmoitettu optisen tiheyden suhteena ajan funktioon. Kirjaimet a-c kuvastavat verrokki ja kito-oligosakkaridindytteiden tilastollisesti merkittavia eroavaisuuksia toistensa suhteen p
<0,05 -luottamustasolla. Samalla kirjaimella merkityt ndyteryhmat eivét eroa toisistaan tilastollisesti merkittévésti sarakkeen osoittaman ominaisuuden (alkamisajankohta, kasvunopeus
tai populaation kokonaiskasvun maard) suhteen, mutta eri kirjaimella merkityt ryhmat ovat toistensa suhteen erilaisia, jolloin niiden valilla on tilastollisesti merkittavé eroavaisuus.

Escherichia coli TG

Alkamisajankohta (h) Kasvunopeus (n/h) Populaation kokonaiskasvun maara (n)

keskiarvo, SD mediaani min-max keskiarvo, SD mediaani min-max keskiarvo, SD mediaani min-max

Verrokki 497 + 0,126 4,935 4,70-5,29 0,20 + 0,004 0,203% 0,20-0,21 1,02 + 0,022 1,032° 0,96-1,06
KOS 0,05% | 4,910,045 4,915 4,81-5,01 0,18 + 0,006 0,178b 0,16-0,19 0,88 + 0,027 0,869b 0,83-0,95
KOS 0,1 % 4,84 + 0,073 4,789 4,72-5,04 0,16 + 0,006 0,151b’C 0,14-0,17 0,85+ 0,062 0,907b 0,66-0,92
KOS 0,5 % 4,65 + 0,068 4,639 4,51-4,80 0,13 + 0,006 0,127° 0,12-0,15 0,79 + 0,044 O,gzob 0,66-0,86

Taulukko 4. Kito-oligosakkaridin vaikutus Lactobacillus rhamnosus GG:n lisdéantymiseen. Alkamisajankohta on ilmoitettu tunteina ja kasvun maard optisena tiheytena.
Kasvunopeus on ilmoitettu optisen tiheyden suhteena ajan funktioon. Kirjaimet a-b kuvastavat verrokki ja kito-oligosakkaridindytteiden tilastollisesti merkittavia eroavaisuuksia
toistensa suhteen p <0,05 -luottamustasolla. Samalla kirjaimella merkityt ndyteryhmét eivét eroa toisistaan tilastollisesti merkittavasti sarakkeen osoittaman ominaisuuden
(alkamisajankohta, kasvunopeus tai populaation kokonaiskasvun maérd) suhteen, mutta eri kirjaimella merkityt ryhmat ovat toistensa suhteen erilaisia, jolloin niiden vélilla on
tilastollisesti merkittdvé eroavaisuus.

Lactobacillus rhamnosus GG

Alkamisajankohta (h) Kasvunopeus (n/h) Populaation kokonaiskasvun maara (n)

keskiarvo, SD  mediaani min-max keskiarvo, SD mediaani min-max keskiarvo, SD  mediaani min-max

Verrokki 17,87+ 0,719 18,069 16,18-19,15 0,05 + 0,006 0,049% 0,03-0,06 0,47 £ 0,062 0,470 0,33-0,61
KOS 0,05% | 17,89 £ 0,798 17,655 16,25-20,01 0,07 £ 0,006 0,0735"b 0,06-0,09 0,59 £ 0,063 0,599 0,44-0,72
KOS 0,1 % 17,77 £ 0,543 18,140 16,23-18,59 0,08 £ 0,003 0,032b 0,07-0,09 0,65 £ 0,048 0,667 0,53-0,74
KOS 0,5 % 18,15+ 0,754 18,403 16,14-19,66 0,09 + 0,005 0,087b 0,08-0,10 0,62 + 0,046 0,633 0,49-0,71
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4 Pohdinta

Maailman véeston lukumaaréan on arvioitu saavuttavan 9,15 miljardia vuoteen 2050
mennessd. Vaestonkasvun liséksi Kkulutustottumukset, etenkin kehittyvissa maissa,
tulevat muuttumaan yha lansimaalaisemmiksi varallisuuden lisdéntyessd. Monissa
kehitysmaissa ollaan siirtyméssd ravinnossa yh& enemmén lihan Kkulutukseen
karjatalouden tuotteiden kysynnan kasvaessa. (Popkin 1993; Alexandratos & Bruinsma
2012). Nykyinen karjatuotanto on ympéristdd kuormittavaa. Talla hetkelld 14,5 %
kaikista ihmisen toiminnasta aiheutuvista kasvihuonekaasupaastoista johtuu
karjatalouden paastoistd. Nautakarjan tuotantoketjujen vaiheet, kuten lihan ja maidon,
sekd muiden hyddykkeiden tuotanto, aiheuttavat 65 % kyseisista karjatalouden paastoista
(Gerber ym. 2013). Paastéjen vahentdmisen seka terveellisemmén ruokavalion vuoksi,
uusia ja vahemméan ympéristéa kuluttavia vaihtoehtoja karjataloudelle ja proteiinin
saannille on siis syyta etsid. Tallaisia vaihtoehtoja ovat kasvisruokaan siirtyminen, seka
ympdristda eniten kuluttavien eldinproteiinildhteiden vaihtaminen ekologisempiin

vaihtoehtoihin, kuten hyénteisiin (van Huis ym. 2013; Fogelholm ym. 2014).

4.1 Miksi hyonteisia kannattaa sy6da?

Hyonteiset ovat kestdavan kehityksen tavoitteiden mukaista ekologista ja ravinteikasta
ruokaa (van Huis 2013). Niiden kasvattaminen ihmisen ruoaksi on nautakarjan tuotantoon
verrattuna monin kerroin tehokkaampaa. Hyonteisten vaihtolampdisyyden ansiosta ne
eivat hukkaa energiaa itsensé l&mpimana pitdmiseen, vaan ne voivat kayttad ravinnosta
saamansa energian kasvuunsa. Yhté tuotettua proteiinikiloa kohti hyonteiset tarvitsevat
parhaimmillaan vain 1,7 kiloa rehua, siind misséd sioilla vastaava luku on 5 kg ja
nautakarjalla 10 kg (feed conversion efficiency). Liséksi hyonteiset kasvavat syotaviksi 4
- 9 viikossa ja tuottavat tassa ajassa runsaasti jalkeldisia, kun taas naudoilla kasvamiseen
menee vuosia. (Ramos-Elorduy 1997; Smil 2002; van Huis ym. 2013). My®0s tarvittavan
viljelysmaan ja elintilan kaytossé hyonteiset ovat muita tuotantoeldimia tehokkaampia.
Saman tuotetun proteiinimédaran saavuttamiseksi joka jauhomadoista saadaan yhté
hehtaaria kohden, vaatii naudalta kymmenen hehtaaria viljelysmaata ja vastaavasti 2 - 3,5
hehtaaria kanoilta ja sioilta (van Huis ym. 2013).

Oonincx  ym. (2011)  wvertasivat  yleisimpien  syOtdvien  hyonteisten
kasvihuonekaasupaéstoja nautakarjan ja sikatuotannon paastéihin, verraten samalla miten

tehokkaasti ne hyddynsivit saamaansa ravintoa kasvuunsa. Kasvihuonekaasupaastot
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suhteutettuna kasvutehokkuuteen yhtd kasvamaansa kiloa (biomassaa) kohden,
hyoOnteiset tuottivat merkittavasti véhemmaén kasvihuonekaasupaastojé kuin siat, ja vain
1 %:n siitd maarasta mita lehmat tuottavat kasvamaansa kiloa kohden.

Hyonteiset ovat ravitsevaa ruokaa ja vastaavat ravintoarvoiltaan tavanomaista
liharavintoa. Esimerkkilajeina jauhomadot sek& kotisirkat sisaltavét lihaan verrattavissa
olevia maarid rasvaa, proteiinia ja energiaa. Niille syOtetystd ravinnosta riippuen
hyonteiset voivat sisaltaa tarkeitd tyydyttymattomia omega-3- ja omega-6-rasvahappoja,
jopa enemman kuin naudan liha. Lisdksi ne siséltavat myos paljon A-, E-, ja B12-
vitamiineja, seka rautaa ja sinkkia. Kitiinisen kuorensa ansiosta hyonteiset siséltavat
my0s merkittdvia madrid ravintokuitua, jota on tavallisesti ajateltu saatavan vain
kasviksia syomalla. (Barker ym. 1998; Finke 2002; Oonincx & Dierenfeld 2012;
Rumpold & Schliter 2013).

Talla hetkelld suurimmat haasteet, joita hydnteisruoan markkinoille saamiseen Suomessa
liittyy, ovat tehokasvatusmenetelmien ja kasvatuksen automatisaation kehitys, seka EU:n
uuselintarvikelainsdadanto, jonka mukaan hyonteisia ei vield saa myyda elintarvikkeeksi.
Tastd huolimatta monet kotimaisetkin yritykset ja toimijat ovat kehittdneet
kasvatusmenetelmid, seka tutkineet hyonteisia ja niiden valmistamista ruoaksi. Vuoden
2018 alussa voimaanastuva EU:n uuselintarvikeasetus (EU 2283/2015) selkeyttaa uusien
elintarvikkeiden hyvéaksymismenettelyd, jonka wvuoksi tyypillisten ruokahyonteisten
hyvaksyntéé elintarvikkeiksi voidaan odottaa vuosien 2018 ja 2019 kuluessa koko EU:n
alueella. Asetuksen voimaan astuttua hyonteisruokia saa siis myyda luvanvaraisesti

elintarvikkeina.

4.2 Tutkimuksen koeasetelma

Tutkimuksen koeasetelmaa suunniteltaessa haluttiin ottaa Kitiinin kanssa toiseksi
tutkittavaksi yhdisteeksi kito-oligosakkaridi, silla ihmisen ruoansulatusentsyymit
AMCaasi ja lysotsyymi, seka suolistobakteerit kykenevat hajottamaan hydnteisruoasta
saatua Kitiinia tallaisiksi yhdisteiksi, tai kito-oligosakkaridia laheisesti muistuttaviksi
yhdisteiksi (Paoletti ym. 2007; Musumeci & Paoletti 2009; Ohno ym. 2016). Néin ollen
hyonteisruoan nauttimisen jalkeen ruoansulatuksessamme olisi kitiinia ja Kkito-

oligosakkarideja, jotka voisivat vaikuttaa suolistobakteerien toimintaan.

Tybssd mitattiin -~ bakteerien lisdantymisen térkeimpid vaiheita, joita ovat

alkamisajankohta,  eksponentiaalisen  kasvun vaihe, ja  bakteeripopulaation
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kokonaiskasvun maara. Nama ovat tyypillisimpia vertailukohtia bakteeritutkimuksille,
joissa méaritetdan inhibitoristen vaikutusten ilmenemiseen tarvittavien konsentraatioiden
vahimmaismaarid. Naitd vaiheita vertailemalla voidaan helposti havaita edistadko, tai
estaako tutkittavan aineen lasnéolo bakteerien lisdédntymista verrokkiryhmaan nahden,
jossa tutkittavaa ainetta ei ole. Vaikuttavan aineen lasna ollessa bakteeripopulaation
eksponentiaalisen kasvun alkaminen aikaisemmin, tai bakteerien suurempi pitoisuus
kasvun loppuvaiheessa, kertovat tyypillisesti siitd, ettd tutkittava yhdiste edistda
bakteereiden kasvua. Vastaavasti kasvua inhiboiva vaikutus ilmenee esimerkiksi kasvun
alkamisajankohdan viivastymisend, tai eksponentiaalisen kasvuvaiheen hitautena.

Vahvasti inhiboiva vaikutus ilmenee my®os siten, ettd bakteerit eivat kasva ollenkaan.

Koska vield ei tiedeta kuinka suuria maaria kito-oligosakkaridia syntyy hajotustoiminnan
tuloksena, haluttiin aineiden vaikutusta kokeilla mahdollisimman pienin& pitoisuuksina,
jotta voidaan saada viitteitd niiden todellisista vaikutuksista in vivo. Pitoisuudet pidettiin
pienend myo0s siksi, ettd nautitun hyoOnteisaterian sisaltdmasta Kkitiinistd ja Kkito-
oligosakkaridista paatyy kontaktiin suolistobakteereiden kanssa vain pienid maaria.
Taman hetkisen tiedon perusteella nayttad, ettd ihmisen ruoansulatusentsyymit eivét
kykene hajottamaan kitiini& hyvin, joten oletettavasti myos kito-oligosakkarideja syntyy
pienid maaria kyseisen hajotustoiminnan seurauksena. Siksi tdssd tydssé haluttiin
maarittaa Kitiinin ja kito-oligosakkaridien pienimpia mahdollisia pitoisuuksia, joissa ne
ilmentévat inhibitorisia vaikutuksia bakteereille. Jos inhibitorisia vaikutuksia on jo
pienissé pitoisuuksissa, hyonteisruokaa ei tarvitse nauttia suuria maéaria prebioottisten-,
sekd muiden suolistobakteereiden kautta tapahtuvien terveyttd edistdvien vaikutusten

aikaansaamiseksi.

Ruoansulatuksessa tapahtuvista Kitiininhajotusreaktioista ei tiedeta viel& tarpeeksi, jotta
voitaisiin sanoa vastaavatko koeasetelma ja valitut yhdisteet, tai bakteerit todellista
tilannetta ruoansulatuksessa. Koska koe suoritettiin in vitro, on tulosten tarkastelussa
syyta tiedostaa, ettd kokeen tulos ei edusta luonnollista tilannetta ruoansulatuksessa
hyOnteisruokaa nautittaessa, vaan tarkastelee eroteltujen muuttujien vuorovaikutusta
hallinnoidussa koeympéristossa. Sen takia tutkimukseen ja koeasetelmaan sisaltyy muun
muassa seuraavia oletuksia ja simulaatioita asioiden ja testattavien kohteiden
luonnollisesta tilasta: (1) Kéytettyja mikrobeja ei ollut eristetty ihmisestd, vaan ne olivat
olemassa olevia mallikantoja. (2) Koetta ei toteutettu anaerobisissa olosuhteissa, missa
suolistobakteerit  luonnollisesti  eldvat. (3) Toteutus tapahtui in  vitro

kasvatusmediumeissa, eikd ruoansulatuskanavan olosuhteita jaljitelty tarkasti. (4) Kitiini
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ja kito-oligosakkaridit olivat eristetty ayriaisistd, eikd hyonteisista. Vaikutukset ovat
kuitenkin yleistettavissa myds hyonteisista saatavaan kitiinin ja kito-oligosakkaridiin,
sillda Muzzarellin ym. (2010) mukaan jos kitiiniyhdisteet on eristetty ja puhdistettu, eroa

yhdisteiden alkuperan vililla ei ole.

Taman kaltainen osatekijoiden eristdminen tekee kokeen muuttujien ja niiden
vaikutuksien havainnoinnista tarkemmin mitattavaa, mutta samalla menetetddn
tapahtumien luonnollinen tausta ja olosuhteet. Siksi kaytetty koeasetelma ei anna
absoluuttista totuutta ja kuvaa siitd, miten hyonteisruoan mukana nautituksi tullut Kitiini
vaikuttaa suolistomikrobien kasvuun in situ. Sen sijaan tall4 koeasetelmalla pystytadn
tekemaan arvioita millaisia tapahtumia ja vuorovaikutuksia saattaisi olla odotettavissa
fysiologisesti. Tama tutkimus voi toimia pohjatyond tuleville tarkentaville

jatkotutkimuksille.

4.2.1 Natriumhydroksidi

Koska Kkitiini liukenee huonosti veteen, se téytyi saada laimennossarjoja varten
liukenemaan 50 % NaOH-liuoksen avulla (Li ym. 2010). Talla tavoin mahdollistettiin
kitiinin kayttdminen koeasetelman vaatimissa nestemaisissa elatusliuoksissa. Kitiini
saatiin liukenemaan NaOH-liuokseen paremmin kuin veteen, vaikka se oli silti edelleen
hyvin viskoosissa muodossa. Tydssa kaytettyjen ohuiden pipettikérkien kanssa ei saatu
riittdvan tarkasti siirrettya pienid maaria viskooseja kitiiniliuoksia, ja siksi kitiinista ei
voitu valmistaa pienempia naytekonsentraatioita luotettavasti.

Lin ym. (2010) mukaan kitiini ei merkittavasti hajoa tai deasetyloidu viel& 8 % kitiini - 4
% NaOH-liuoksissa, mutta tdssd tutkimuksessa kéaytetyn NaOH-H20-kitiinin
kantaliuoksen NaOH pitoisuus oli huomattavasti suurempi (50 %). NaOH-pitoisuus
saattaa olla niin suuri, etta se voi ehké aiheuttaa kitiinin hajoamista ja deasetyloitumista.
Kitiinin kantaliuoksissa saattoi siis olla puhtaan kitiinin lisaksi pienid pitoisuuksia sen
hajoamistuotteita, mikd on saattanut vaikuttaa tdssé tutkimuksessa saatuihin tuloksiin
kitiinin inhibitorisista vaikutuksista. Oletettavasti naytteet sisélsivat enimmakseen
kitiinid. Naytteiden todellisesta siséllostd olisi voitu varmistua esimerkiksi korkean
erotuskyvyn nestekromatografialla (High-performance liquid chromatography, HPLC),
mutta sité ei pystytty toteuttamaan tyéhon varatuilla resursseilla. Mikali Kitiinindytteissa
ilmenneiden inhibitorisien vaikutuksien taustalla olivatkin kitiinin liséksi jotkin sen

hajoamisyhdisteet, niité ei voitu tdssa tutkimuksessa taten méaarittaa.
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Toinen mahdollisesti tuloksiin vaikuttanut virheldhde saattaa olla itse NaOH, silla se
saattaa vahvana emdaksend olla myrkyllista bakteereille. Naytteiden kantaliuoksissa
kitiinin liuottimena toiminut NaOH on siis saattanut estdd bakteereiden kasvua
merkittdvammin kuin Kitiini. Toisaalta lopulliset kitiinindytteet, jotka oli laimennettu 50
%: NaOH-vesi kantaliuoksesta, saattoivat sisdltdd bakteerien kasvun kannalta
merkityksettoman vahan NaOH:ia, niiden ollessa laimennettuja suhtein 1:10 ja 1:50.
Néytteissa NaOH-pitoisuus oli siis vain 5 % ja 1 %. Jotta NaOH:in mahdollisesta
vaikutuksesta bakteerien kasvuun voidaan varmistua, taytyy lisata verrokkimittauksia
samoissa olosuhteissa kasvatetuista bakteereista ilman Kitiinida 5 %:n ja 1 %:n NaOH-
pitoisuuksissa. Né&ité verrokkeja ei kuitenkaan pystytty toteuttamaan tassa tutkimuksessa
kaytetyilla valineilld ja laitteilla.

4.2.2 Spektrofotometri ja absorbanssi

Kun bakteerien maard lisaantyy kuoppalevyn kaivoissa, liuos sakenee ja lapéaisee
huonommin valoa. Tamad havaitaan absorbanssiarvojen nousuna. N&in pystytaan
arvioimaan bakteerien jakautumisen nopeutta, maaréa ja eksponentiaalisen lisdantymisen
alku- ja loppumiskohtaa, sekd muita mahdollisesti merkittavia tekijoita. Bakteerien

kasvua voidaan myds mitata laskemalla pesakkeiden muodostumista kasvatuslevyilla.

Mittaukset ajoitettiin niin, ett4 saatiin tallennettua mitatut arvot bakteerien lisdantymisen
aloituskohdasta, huippukohdasta ja ekponentiaalisesta kasvusta naiden valilta. Kaikista
levyistd tehtiin vahintddn kolme samanlaista toistoa kokeen tilastollisen laadun
takaamiseksi. Mittausten ajoituksessa ei kuitenkaan aina onnistuttu parhaalla
mahdollisella tavalla, mik& saattoi aiheuttaa satunnaisvaihtelua tuloksiin.

Spektrofotometri oli ohjelmoitu pitdamaan ylld +37 °C:n tasaista lampdtilaa, joka
parhaiten mahdollistaa yleisimpien bakteerien kasvun. +37 °C:n lampdtila on oleellinen
etenkin kun halutaan simuloida lampétilaa ihmisen sisalld, missa bakteerit luonnollisesti
koeasetelman mukaan kasvaisivat. Absorbanssin mittataajuudeksi valittiin 600nm siksi,
ettd se on mikrobiologiassa yleisesti bakteereiden ajalliseen kasvuun kaytetty
mittaustaajuus. Kyseinen aallonpituus ei esimerkiksi ota hairiétda niin paljon

kasvatusmediumeista, jotka ovat usein keltaisen ja oranssin varisié.

Vaikka mahdollisia hdiriditd mittauksissa vahennettiin taustavérin korjauksella, eli
vertailemalla kunkin ndytteen arvoja vastaavien verrokkien arvoihin, kitiini ja kito-

oligosakkaridit ~ vérjasivat naytteitd vahvasti. Varjaytyneet néaytteet olivat

33



kasvatusmediumin verrokkiin ndhden variltddn tummempia etenkin suuremmissa
konsentraatioissa. Tdma naytteiden varjdéntyvyys saattoi aiheuttaa virheitd absorbanssin
mittauksessa taustavarin korjauksesta huolimatta. VVoi myds olla ettd 600 nm aallonpituus
ei pystynyt mittaamaan kasvua ollenkaan tummimmissa kaivoissa. 600 nm on yleisesti
kaytetty aallonpituus oransseille ja tummankeltaisille kasvatusmediumeille, siind missa
Kitiinin suurien pitoisuuksien ja sita vastaavien verrokkien kaivot olivat variltaan lahes
tummanruskeita. Naytteiden vérjaytyneisyys saattaa siis vaikuttaa tuloksissa esiintyviin
kitiinin vaikutuksiin. Varjaytymisen lisaksi Kitiinia siséltavat naytteet ja verrokit
saattoivat muodostaa saostumia kitiinin suuren viskoosiuden takia, mikd voi myos

vaaristaa absorbanssimittausten tuloksia.

4.3 Kitiinin ja kito-oligosakkaridin vaikutus suolistobakteereihin

Kitiini ja kito-oligosakkaridi vaikuttavat eri bakteerilajeihin eri tavoin, mutta yleisesti ne
estavat haitallisten bakteereiden, kuten E.coli, S.aureus, S.typhimurium, Vibrio cholerae
ja Shigella dysenteriae, kasvun. Vaikutukset ovat riippuvaisia molekyylipainosta ja kito-
oligosakkaridien tapauksessa myds deasetylaatioasteen maarasta (No ym. 2002; Zheng &
Zhu 2003; Raafat ym. 2008; Benhabiles ym. 2012). Estamélla haitallisten bakteereiden
kasvua ne voivat myotavaikuttaa ja mahdollistaa hyodyllisten bakteereiden, kuten
Lactobacillus- ja Bifidobacterium-bakteerikantojen kasvuun (Steer ym. 2000).
Tasapainoinen suolistomikrobiotan koostumus joka sisaltda paljon Lactobacillus- ja
Bifido-bakteereita, eli niin sanottuja “hyvid” suolistobakteereita, auttaa pitdimdin
patogeenisten bakteereiden kantoja alhaisina ja estdd suolistoon liittyvia sairauksia
(Zottola & Smith 1990; Salminen ym. 1995; Carroll ym. 2012).

Tassa tutkimuksessa saatujen tulosten mukaan, kito-oligosakkaridi (deasetylaatioaste >90
%, molekyylipaino <1,5 kDa) edistaa Lactobacillus:in kasvua pieninakin pitoisuuksina ja
samalla inhiboi E.coli:n kasvua. Tutkitun Kkito-oligosakkaridin voidaan siis sanoa
toimivan prebiootin tavoin. Tutkimustulosten mukaan mitd enemman Kkito-
oligosakkaridia Lactobacillus:lla olisi kaytettavissaan, sitd nopeammin ne kasvaisivat.
Prebioottisten vaikutusten kannalta on siis hyvd jos kito-oligosakkaridia saadaan
hyOnteisravinnosta paljon, tai jos Kkitiinid pystytddn hajottamaan pieniksi Kito-
oligosakkarideiksi tehokkaasti ruoansulatuselimiston entsyymien, AMCaasin ja
lysotsyymin toimesta. Syy Lactobacillus:in nopeampaan kasvuun on luultavasti siing, ett4
se pystyy hyddyntaméaan kyseista kito-oligosakkaridia kasvunsa energianlahteend. (Hock
1940; Okutani & Kitada 1968; Kono ym. 1987; Arbia ym. 2013).
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Kitiini esti sek& Lactobacillus:in ettd E.coli:n lisadntymisen. E.coli:n kasvua estdessaan
se on hyodyksi ihmisen terveydelle, véhentden haitallisten bakteereiden kantoja.
Toisaalta  Lactobacillus:in ~ kasvua  inhiboidessaan  Kitiini  estdd  hyvien
suolistobakteereiden levittaytymisen. Kitiini voi ndin ollen haitata terveyttd edistavien
vaikutusten ilmenemistd, silla hyodyllisten suolistobakteereiden terveyttd edistdva
vaikutus perustuu pitkalti patogeeneihin kohdistuvaan syrjayttavaan kilpailuun.
Hajottamattoman Kitiinin voidaan kuitenkin olettaa toimivan selluloosan tavoin
ravintokuituna, jolloin se edistdd suoliston terveytta ja ruoansulatusta. Naiden tulosten
valossa Kitiinin rooli on siis terveytta edistdvien vaikutusten suhteen ristiriitainen. Talléin
AMCaasin ja lysotsyymin kyky hajottaa Kitiinid on yh& tarkedmpi hyonteisruoan
kokonaisvaltaisten vaikutusten ymmartdmisen kannalta. Vaikka kitiini inhiboi ihmiselle
hyodyllistd suolistobakteeria, sen antibakteerisia ominaisuuksia voidaan kayttaa
hyodyksi elintarviketeollisuudessa esimerkiksi luonnollisena séilontaaineena (Shahidi
ym. 1999; Muzzarelli ym. 2012). Joidenkin kitiinin hajoamistuotteiden on myos tutkitusti
todettu pidentévan elintarvikkeiden sdilymisté (Dutta ym. 2012).

Kitiinin ja kito-oligosakkaridin inhibitoristen vaikutusten syiksi Je & Kim (2006) olettivat
niiden kyvyn hajottaa bakteereiden solukalvoja. P&astessadn kosketuksiin bakteereiden
solukalvojen kanssa, kitiinin ja kito-oligosakkaridin vapaat aminoryhmat voivat aiheuttaa
muutoksia solukalvojen koostumukseen ja hajottaa sen. Raafat ym. (2008) taas
ehdottivat, ettd pienet vesiliukoiset Kkito-oligosakkaridit pystyvat kulkeutumaan
solukalvojen lapi bakteereihin ja aiheuttamaan niiden soluaineenvaihdunnassa hairioita,

jotka johtavat bakteerin kuolemaan.

Samankaltaisia tuloksia kitiinin ja kito-oligosakkaridin inhiboivasta vaikutuksesta
E.colizin ovat saaneet muutkin tutkijat. Esimerkiksi Fernandes ym. (2008) mukaan
E.coli:n lisddntymisté ehkaisevia vaikutuksia ilmeni KOS-konsentraation ollessa 0,25 %,
KOS:n molekyylipainojen ollessa kokoluokaltaan alle 5 kDa ja 3 kDa. Myds Jeonin ym.
(2001) mukaan vahimmaiskonsentraatio, jossa inhibitorisia vaikutuksia E.coli:in ilmeni,
oli KOS:lle 0,06 %:n ja 0,12 %:n valiltd, KOS:n molekyylipainon ollessa 24 kDa - 7kDa
valiltd. Toisaalta heiddn tutkimustensa mukaan kyseiset KOS-yhdisteet inhiboivat
voimakkaasti myo6s Lactobacillus:in kasvua 0,1 % - 0,03 %:n pitoisuuksina, mik&
poikkeaa tassd tutkimuksessa saaduista tuloksista. Heidan kayttdménsa KOS-yhdisteet
olivat kuitenkin molekyylipainoltaan suurempia verrattuna tésséd tutkimuksessa
kaytettyyn kito-oligosakkaridiin (1,5 kDa), joten vaikutuksissa voi ilmeté eroja. Jeonin

tutkimuksissa todettiinkin, ettd kito-oligosakkaridit olivat tehokkaampia estdmé&én
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patogeenien kasvua kuin hyédyllisten bakteerien kasvua. Heidan mukaansa inhibitoristen

vaikutusten aikaansaamiseksi KOS-yhdisteiden molekyylipaino oli oltava yli 10 kDa.

Benhabilesin ym. (2012) tutkimuksen mukaan kito-oligosakkaridien pienin mahdollinen
inhibitorisia vaikutuksia aikaansaava pitoisuus E.coli:lle oli alle 0,003 %. Heidéan
tutkimuksissaan ei ilmoitettu KOS-yhdisteiden molekyylipainoja, mutta voidaan olettaa
ettd ne olivat alle 12 kDa, silla heidan raportoimansa tydtavan mukaan KOS-yhdisteet
valmistettiin kitosaanista, joka oli molekyylipainoltaan 12 kDa. Ei voida siis olla varmoja
miten hyvin tulokset ovat verrattavissa tdssa tyossd kaytettyyn kito-oligosakkaridiin.
Merkittavad heidan tuloksissaan oli se, ettd haitallisten bakteereiden (kuten E.coli,
Salmonella, S. aureus, Shigella, Vibrio, ja P. aeruginosa) kasvua inhiboivat vaikutukset
olivat samanlaisia seka N-asetyyli-kito-oligosakkaridilla, ettd deasetyloidulla Kkito-
oligosakkaridilla, jota tassakin ty0dssé kaytettiin. N-asetyyli-kito-oligosakkaridi oli Ohnon
ym. (2016) tutkimusten mukaan juuri se yhdiste, jota AMCaasin todettiin Kitiinista
hajottavan hiirten  ruoansulatuskanavassa. Mikali vaikutukset ovat ihmisilla
samankaltaiset kuin hiirill&, voidaan sanoa, ettd hyonteisruoan mukana nautittu Kitiini
hajoaa AMCaasin toimesta kito-oligosakkarideiksi, jotka voivat toimia prebiootin tavoin.
Talléin lysotsyymin katalysoimaa Kitiinin deasetylaatioprosessia, ei tarvitse vélttamatta
tapahtua, jotta kito-oligosakkaridit voisivat vaikuttaa prebiootin tavoin.

Kitiinin ja kito-oligosakkaridin vaadittavia v&himmaiskonsentraatioita inhibitoristen
vaikutusten aikaansaamiseksi ei saavutettu tasséd tutkimuksessa, niiden ollessa
pienimmilldan 0,1 % kitiinilla, ja 0,05 % kito-oligosakkaridilla. Muissa tutkimuksissa on
raportoitu  vahimmaiskonsentraatioita inhibitoristen vaikutusten aikaansaamiseksi
pienimmillaan kitiinilla 0,01 %:n ja kito-oligosakkaridilla 0,003 %:n konsentraatioissa
(Jeon ym. 2001; Fernandes ym. 2008; Benhabiles ym. 2012). Benhabilesin ym. (2012)
tutkimuksessa kitiinin pienin mahdollinen inhibitorisia vaikutuksia aikaansaava pitoisuus
E.coli:lle oli 0,01 %, kitiinin ollessa 338 kDa molekyylipainoltaan. Tassé tutkimuksessa
pienimmassa Kitiinin pitoisuudessa 0,1 %:ssa ei havaittu kasvua E.coli:n ndytteissa. Sen
takia Benhabilesin ym. tutkimusten kymmenkertaisesti pienempi Kitiinipitoisuus on
luultavasti lahempéand todellista pienintd mahdollista inhibitorisia vaikutuksia
aikaansaavaa konsentraatiota. Vastaavasti Raut ym. (2016) tutkimuksissa ei saavutettu
0,1 % Kkitiinikonsentraatiolla inhibitoristen vaikutusten aikaansaamiseksi vaadittua
vahimmaispitoisuutta. Sen sijaan 0,1 % Kitiinikonsentraation todettiin inhiboivan E.coli:n
lisadntymistd, vahentden todellista kasvua vain 18,18 % kasittelemattémaén

verrokkiryhméén verrattuna. Heidan tyonsa tulos poikkeaa merkittavasti tassa tyossé
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saaduista tuloksista, joiden mukaan 0,1 % kitiinikonsentraatio esti E.coli:n kasvun taysin.
Yksi syy ndin suureen eroon tutkimustuloksissa saattaisi olla tassa tyossd kéytetyn
NaOH:in vaikutus, joka saattaa olla kdytetyissa pitoisuuksissa haitallinen bakteerien
kasvun kannalta. Toisaalta téssa tydssa tehdyssa tutkimuksessa, kuten Benhabilesin ym.
ja Raut’n ym. tutkimuksissakaan, kédytetystd kitiinistd ei ollut valmistajalta saatavissa

tietoa molekyylipainosta, joten tuloksia ei voi varmasti vertailla kesken&én.

4.4 Kitiinin sen hajoamistuotteiden fysiologiset vaikutukset ja edellytykset
vaikutusten aikaansaannille

Kitiini, kitosaani ja kito-oligosakkaridit voivat alentaa veren kolesterolipitoisuutta
toimiessaan ravintokuidun tavoin (Goodman 1989; Shahidi ym. 1999; Gallaher ym. 2000;
Ylitalo ym. 2002; Liao ym. 2007; Choi ym. 2012). EU:n komissio on hyvaksynyt
kitosaanin saantiin liittyvan terveysvéitteen, jonka mukaan ruoan jonka avulla kitosaanin
paivittdinen saanti on véhintddn 3 grammaa, voidaan sanoa edistévan terveyttd, auttamalla
yllapitdaméan elimiston normaalia LDL-kolesterolitasoa (low density lipoprotein) (EU
432/2012 2012). Kolesterolia alentava vaikutus perustuu naiden yhdisteiden kykyyn sitoa
itseensa sappinestettd, jonka muodostamiseen tarvitaan kolesterolia. Kitiiniin, kitosaaniin
tai Kkito-oligosakkarideihin sitoutunut sappineste kulkeutuu ulosteen mukana pois
elimistostd, kun sulamattomat yhdisteet eritetddn. Elimiston taytyy korvata menetettya
sappinestettd kayttamalla omia kolesterolivarastojaan, jolloin elimiston kolesterolitaso
laskee (Kanauchi ym. 1995; Ylitalo ym. 2002). Kitiinin ja sen hajoamistuotteiden

kolesterolia alentavia vaikutuksia on kéasitelty tarkemmin liitteessa 2.

Kitiinin hajoamistuotteet, jotka ovat riittdvan pienid yhdisteitd imeytydkseen, ovat
elimiston hyddynnettavissa olevaa ravintoa (Chae ym. 2005; Zeng ym. 2008). Nailla
hajoamistuotteilla on liséksi immuniteettia tehostavia ja allergiareaktioita vahentavia
vaikutuksia. Ne myos parantavat elimiston puolustuskykyéa tulehduksia ja patogeeneja
vastaan (Reese ym. 2007; van Huis ym. 2013; Bae ym. 2013)(katso liite 3). Leen ym.
(2008) ja Muzzarellin (2010) mukaan myds kitiinin vaikutukset edistavat hyvien
suolistobakteereiden kasvua, ehkéisevét suoliston tulehduksia ja vaikuttavat patogeenien
inhiboinnissa antibioottien tavoin. Néita terveytta edistavia vaikutuksia on havaittu myos
tutkimuksissa joissa tuotantoeldimille on syotetty kitiinipitoista ravintoa (katso liite 4).
Kitiinilla ja sen hajoamistuotteilla onkin potentiaalia toimia l&&ketieteellisissé
sovelluksissa, esimerkiksi joidenkin sairauksien hoidossa ja ehkaisemisessa (katso liite
5).
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Jotta kaikki kitiinin potentiaaliset vaikutukset on mahdollista saada elimiston kayttoon,
taytyy Kitiinid pystyd hajottamaan AMCaasin, ja deasetyloimaan etenkin lysotsyymin
toimesta. Vaikutukset riippuvat siitd, pystyykd henkild hajottamaan Kitiinid ja kuinka
paljon Kitiinid hajotetaan. Hajotuksen edellytyksind ovat, riittdvat méaarat toimivia
kitinaasientsyymeitd seka suolistobakteerien Kitiinin hajotustoiminta. Lysotsyymilla on
tarked merkitys Kkitiinin deasetylaatiossa, joka mahdollistaa kitosaanin ja kito-
oligosakkaridien muodostumisen. Kaikki nama asiat vaikuttavat siihen, muodostuuko
ruoansulatuksessa kito-oligosakkarideja ja kitosaania, jotka voivat imeytyé ja vaikuttaa
eri kudoksissa ja elimisséd. Koska ihmisilla voidaan tuottaa eri maarié kitiinin hajotukseen
kykenevida entsyymejd, hyonteissyonnin  kautta saatavien  kitiinin  ja  sen
hajoamistuotteiden vaikutuksia ei voida yksiselitteisesti yleistdd koskemaan kaikkia
ihmisid. (Paoletti ym. 2007; Musumeci & Paoletti 2009; Muzzarelli ym. 2012). lhmiset
joilla on vahemman toimivaa AMCaasi-entsyymia, eivit siis saa pelkdstd raa’asta
kitiinista (syoty hyonteisateria) kaikkia vaikutuksia ainakaan niin vahvoina, kuin sellaiset
ihmiset joilla entsyymi& on paljon. Toisaalta jos kitiinia ei pilkota, vaikutus pelkkana
ravintokuitunakin voi olla ihmisen terveytta edistavaa. Tdméan hetkiseen tutkimustietoon

pohjautuva hypoteesi AMCaasin kyvysté hajottaa kitiinid on esitetty liitteessa 6.

Tutkimuksissa, joissa on kerrottu Kitiinin tai kitosaanin vaikuttavan jollain tapaa suun
kautta nautittuna, voi kyse olla myos kito-oligosakkaridien vaikutuksesta, silla kitiinia tai
kitosaania on voitu hajottaa ruoansulatuskanavan entsyymien tai suolistobakteereiden
toimesta. Sen lisdksi my6s kitiinin ja sen hajoamistuotteiden luonnollinen
deasetylaatioaste vaikuttavat siihen, saadaanko hyonteisruoasta kitosaania ja Kkito-
oligosakkarideja tarpeeksi, jotta terveytta edistavia vaikutuksia ilmenee. Koska kitosaania
ja kito-oligosakkarideja voi jo luonnollisestikin esiintyd hyonteisissa itsessadn (No &
Samuel 1995), elimistd padsee hyddyntamé&an niit4, jos ndmaé Kitiinin hajoamistuotteet
nautitaan hyonteisruoan mukana. Hydnteisravinnosta sellaisenaan saatavat kitosaani- ja
kito-oligosakkaridiyhdisteet vaikuttavat ruoansulatuskanavassa ja voivat altistua vield
entsyymien tai suolistobakteereiden hajotustoiminnalle (Zeng ym. 2008; Aam ym. 2010;
Beier & Bertilsson 2013).

4.5 Kitiinin ja sen hajoamistuotteiden turvallisuus

Artikkeleissa joissa on tutkittu kitiinin ja sen hajoamistuotteiden elintarviketurvallisuutta
on todettu, ettei kitosaani ole vaaraksi ihmisille tai eldimille. Kitosaani tai sen
hajoamistuotteet eivat ole myrkyllisi4, karsinogeenisia, tai immunogeenisi& (Wang ym.
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2009; Shen ym. 2009). Kokeellisissa altistuksissa kitiinille ja Kitosaanille, tai niiden
hajoamistuotteille, ei niiden ole havaittu aiheuttavan allergioita tai muita sairauksia.
(Mugzzarelli 2010).

Vaikka Kkitiini ei ole allergeeni, toistaiseksi ihmisten jotka ovat allergisia ayridisille,
voidaan olettaa olevan allergisia my6s hyonteisille. Ayriaisissa allergisoiva proteiini on
niiden lihaskudoksen tropomyosiini, joka on samankaltainen proteiini myds hyonteisissa.
Jos kitiini on eristetty ja puhdistettu hyvin, tropomyosiinia ei kuitenkaan 16ydy allergiaa

aihettavia maaria eléinperaisesta kitiinista (Muzzarelli 2010).

4.6 Kitiinin fysiologisia vaikutuksia on tutkittava lisaa

Kasvava kiinnostus hyonteisruokaa kohtaan, sekd elintarvikekdyton sallivat EU:n
asetukset viittaavat siihen, ettd hyonteisruoka tulee yleistymddn Suomessa ja muualla
Euroopassa. Vaikka hyonteisid sy jo nyt noin kaksi miljardia ihmistd ympéri maailman,
on meidan varmistettava ettd ruokaturvallisuus on taattu myos hyonteisruoan
tehotuotantomenetelmiin siirtyessimme. Hyonteisista ei viela tunneta kaikkia syotavéksi
sopivia lajeja, eiké varsinaista jalostustyota parhaiden ravinnoksi kasvatettavien lajien
suhteen ole tehty. Syotavéksi sopivien hyonteisten lajikirjosta voitaisiin etsid Kitiinin
kaltaisia terveyttd edistavid bioaktiivisia yhdisteitd tukemaan terveellisid ruokavalioita.
Jotta saisimme parasta mahdollista hyoOnteisravintoa, olisi tarkedd tutkia
kokonaisvaltaisesti ~ ruokahyonteisten  kasvutehokkuutta,  ravintosisaltod, ja

terveysvaikutteita, seka erityisesti vaikutusten ilmenemista.

Hyonteisten ottaminen osaksi ruokavaliota avaa uusia kiinnostavia tutkimuskysymyksié.
Mannon ym. (2014) mukaan Kitinaasientsyymien teho saattaa olla heikentynyt niilla
ihmisillg, joilla hyonteisruoka ei ole ollut perinteinen osa ruokakulttuuria. Voisiko
entsyymitoiminta aktivoitua toimimaan tehokkaammin, jos hyonteiset otettaisiin osaksi
ruokavaliota? Enta millaisia vaikutuksia ilmenisi esimerkiksi ruoansulatuksen ja ihmisen
terveyden suhteen? Esimerkiksi van Huis (2013) oli tutkimuksessaan ehdottanut
aktiivisten kitinaasientsyymien, sek& hyonteisten sisaltdmén kitiinin toimivan suojana
patogeeneja ja loisia vastaan, véhentden myo6s allergioita ruokakulttuureissa joissa
hyonteiset ovat osana normaalia ravitsemusta. Hyonteisravinnon kautta voitaisiin siis
saada merkittavia terveysvaikutuksia Kitiinin ja sen hajoamistuotteiden luontaisista
antibiootin  kaltaisista  vaikutuksista.  Erilaisten  sydmistottumusten  vaikutusta

kitiininhajotuskykyyn ruoansulatuselimistdssé tulee tutkia lisad, silla tdmén hetkiset
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tutkimukset ihmisen kyvystd hajottaa kitiini& ovat otannaltaan pieniéd eivatkd edusta

ihmisten erilaisia ruokatottumuksia kattavasti.

Kitiinin fysiologisiin vaikutuksiin ja sen ruoansulatuksessa tapahtuvaan hajotukseen
keskittyvid tutkimuksia on véhdn. Kitiinin vaikutusten tutkiminen in vivo on
ymmadrrettdvasti hankalampaa, kuin muunlainen Kkitiinin ja sen hajoamistuotteiden
ominaisuuksien maéarittely. Useimmissa tutkimuksissa onkin keskitytty Kkitiinin ja
kitosaanin eristdmiseen ja niiden ladke-, sekd muuhun hyotykayttoon téhtdaviin
sovelluksiin. Liitteessd 7. on esitetty mahdollinen koeasetelma Kkitiinin vaikutusten

tutkimisesta in vivo.

Erilaisten valmistustapojen vaikutusta hyonteisruokatuotteiden ravintoaine- ja
Kitiinipitoisuuksiin ei vield tunneta. On esimerkiksi tutkittava, miten kuumentaminen,
keittdmien tai jauhaminen vaikuttavat hyonteisten kitiinikuoreen. Hajoaako kitiini jo
jonkinasteisesti tallaisissa késittelyissa ja onko sitd helpompi sulattaa taméan jalkeen? Jos
kitiinin todetaan hajoavan ja jopa deasetyloituvan ruoan valmistusprosesseissa, niin
talloin hyonteisruokatuotteessa olevat kitosaani ja kito-oligosakkaridit voivat vaikuttaa
ihmisen elimistossd. Lisaksi, vaikka kitiinin ja sen hajoamistuotteiden ei ole todettu
olevan myrkyllisia, on syytd varmistua, onko olemassa ihmisille haitallista kitiinin

maaraé jonka hyonteisruoasta voi saada.

Koska AMCaasin tiedetddn hajottavan kitiinia (Paoletti ym. 2007; Musumeci & Paoletti
2009), aikaisempien ravitsemukseen liittyvien kitiinitutkimusten oletuksia ja tuloksia
taytyy arvioida uudestaan. Vaikka kaikkia Kitiinia hajottamaan pystyvien entsyymien
ominaisuuksia ja vaikutuksia ei vield tunnetakaan, tarvitaan uutta tutkimusta jossa
tarkastellaan Kitiini& ruoansulatuksessa hajoavana yhdisteena niilla ihmisillg, joilla
AMCaasin on havaittu aktiivisesti toimivan. Talloin tarkeitd tutkimuskysymyksia ovat
esimerkiksi: mitd Kitiinille tapahtuu ruoansulatuselimiston eri osissa, mitk& entsyymit
ovat vaikuttamassa reaktioihin, sek& minkalaisia lopputuotteita syntyy ja kuinka paljon?
Myos deasetylaatio ihmisen ruoansulatuskanavassa on véhan tutkittu aihe Kitiinin
hajoamiseen liittyvéssa tutkimuksessa (Dommett ym. 2005). Siksi tulee myds selvittaa,
mitk& kaikki entsyymit voivat osallistua kitiinin deasetylaatioon ja mika on talléin sen
deasetylaatioaste? Deasetyloidun Kitiinin hajoamistuotteiden vaikutuksia tulee tarkastella

my0s erikseen ihmisen elimistélle ja suolistomikrobeille.

Kaikkia Kitiinin hajottamiseen pystyvida ihmisen suolistobakteereita tai niiden

kitinolyyttisid entsyymeitd ei ole viel& tunnistettu. Kitiinin ja sen hajoamistuotteiden
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mahdollisen prebioottistatuksen vahvistamiseksi on tehtdva kattava tutkimus
kitiinijohdannaisten vaikutuksista suolistomikrobeihin (Vernazza ym. 2005; Duskova
ym. 2011). Lisdd tutkimusta tarvittaisiin myo6s Kitiinin hajoamistuotteiden ja
suolistobakteerien vuorovaikutuksista ja ndiden vaikutusten merkityksestd ihmisen
terveydelle. Yhteenveto kitiinin hajotuksen jatkotutkimuksien tarkeimmisté aiheista on

esitetty liitteessa 8.

Jatkotutkimuksissa tulee erityisesti Kkiinnittdd huomiota seikkoihin, joiden avulla
useampia tutkimuksia on helpompi vertailla keskenddn. Esimerkiksi se, ettd kitiinin,
kitosaanin ja kito-oligosakkaridien, seka kito-oligomeerien valill4 ei ole selkeita rajoja,
voi johtaa epéatarkkaan raportointiin ja siten vaikuttaa julkaistun tutkimukseen
luotettavuuteen. Esimerkiksi Kkito-oligosakkaridien ketjujen pituudella on paljon

merkitysta yhdisteiden fysiologisiin vaikutuksiin.

Lopuksi ehka tarkein jatkotutkimuksen kohde on mekanismit, joilla kitiini ja sen
hajoamistuotteet vaikuttavat elimistoomme. On selvitettdva, mitka reseptorit aistivat
kitiinin hajoamistuotteita ja missa kudoksissa ne sijaitsevat. On tarked tietdd millaisia
signalointireittej& kitiini, kitosaani ja kito-oligosakkaridit aktivoivat soluissa ja miten ne
vaikuttavat solujen ja elimiston toimintaan. Kartoittamalla Kitiinin ja sen
hajoamistuotteiden aikaansaamien vasteiden taustalla olevia mekanismeja, pystytaan

arvioimaan tarkemmin niiden vaikutuksia ihmisen terveydelle.

5 Yhteenveto

Tulevaisuuden ruoantuotannon tulee olla kestdvan kehityksen edellytysten mukaista.
Jotta jatkossakin saisimme tuotettua maailman alati kasvavalle vdestolle riittavéan
ravinteikasta ruokaa ilman ilmastonmuutoksen kiihdyttamistd, on ihmisten siirryttava
ympéristéa vahemman kuluttavampiin proteiinin lahteisiin.  YK:n elintarvike- ja
maatalousjarjestd FAO:n mukaan hyonteissyonnin avulla voitaisiin edistdad kestavan
kehityksen tavoitteiden mukaista ruokatuotantoa ja ravitsemusta. Erinomaisen kasvu- ja
lisadntymistehokkuutensa ansiosta hyonteiset ovat muita tuotantoeldaimia ekologisempia
tuottaa. Nykyiseen lihatuotantoon verrattuna hyonteisten tuottaminen ruoaksi saastaisi
energiaa ja vahentéisi kasvihuonekaasupaastoja sekd kasvatukseen tarvittavan veden ja

viljelysmaapinta-alan kéyttoa.

Hyonteiset sisaltdvat rasvaa, proteiineja ja energiaa muihin tuotantoeldimiin verrattavia

maarid. Ne sisdltavat myos tarkeitd hivenaineita ja vitamiineja seka Kitiinid, jonka
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ansiosta hyonteisruoka on ainut eldinproteiinin ldhde josta saa myos ravintokuitua.
Hyonteisruoan kautta saatava Kitiini ja sen hajoamistuotteet vaikuttavat elimistossa
ihmisen terveyttd edistden. Ne esimerkiksi alentavat veren Kkolesterolia ja ovat
antioksidatiivisia sekd anti-inflammatorisia. Lisdksi ne toimivat myods prebiootteina
edistden hyodyllisten suolistomikrobien kasvua ja vastaavasti ehkaisten haitallisten
suolistomikrobien kasvua. Monet suoliston ja ruoansulatuksen ongelmat johtuvat
haitallisten suolistobakteerikantojen liséantyneistd maéaristd. Naitd haittoja voidaan
ehkaista nauttimalla ravintoa, joka edistdd hyddyllisten suolistobakteereiden, kuten

maitohappo- ja bifidobakteereiden kasvua.

Saadaksemme nauttimastamme Kkitiinistd kaikkia mahdollisia terveyttd edistavia
vaikutuksia, taytyy elimiston pystyd hajottamaan Kitiinia riittdvan suuriksi maariksi
kitosaania, kito-oligosakkarideja ja N-asetyyli-kito-oligosakkarideja. Vaikutukset
ilmenevdt myo6s jos nditd Kkitiinin hajoamistuotteita saadaan jo hydnteisravinnosta
itsestddn.  Pilkkoutuakseen ruoansulatuskanavassa Kitiini  tarvitsee AMCaasin,
lysotsyymin ja suolistobakteereiden hajotustoimintaa. Vaikka kitiinié ei hajotettaisikaan
riittdvia maaria entsyymien tai suolistobakteereiden toimesta, se voi hajottamattomanakin
toimia ravintokuituna ja siten edistaa suoliston toimintaa ja ihmisen terveytta. Myos kito-
oligosakkaridi- ja kitosaanipartikkelit voivat toimia ravintokuituna ja auttaa yll&pitaméaan
elimiston normaalia kolesterolitasapainoa. Pienikokoiset ja vesiliukoiset Kitiinin

hajoamistuotteet voivat imeytya ruoansulatuksesta verenkiertoon ja toimia ravintona.

Se millaisia vasteita kitiini ja sen hajoamistuotteet elimistdssamme aiheuttavat riippuu
siitd, missa kudoksessa ne vaikuttavat, mikd vaikuttava yhdiste on kyseessa (Kitiini,
kitosaani, kito-oligosakkaridit), miten pitkaketjuinen tai deasetyloitunut molekyyli on
kyseessd, sekd siitd kuinka paljon vaikuttavaa yhdistettd on. Imeytyvilld yhdisteilld
saattaa olla erilaisia vaikutuksia elimistossa kuin imeytyméttomilla. Molemmissa

tapauksissa vaikutukset voivat kuitenkin olla elimistdlle merkittavalla tavalla hyodyllisia.

Tassa tutkimuksessa kito-oligosakkaridin havaittiin toimivan prebiootin tavoin, edistden
maitohappobakteeri Lactobacillus rhamnosus GG:n kasvua ja ehkéisten kolibakteeri
Escherichia coli TG:n kasvua. Hydnteisruoan mukana nautittu kito-oligosakkaridi voi siis
auttaa yllapitdamé&an tasapainoista ja ihmisen terveyden kannalta suotuisaa
suolistobakteerikantaa. Kitiinin puolestaan havaittiin estavén sekd maitohappobakteerien
ettd kolibakteerien kasvua. Tutkimus tuo uutta tietoa kitiiniyhdisteiden antibakteerisista
vaikutuksista, mitd voidaan soveltaa hyonteisravintoon liittyvissa tutkimuksissa tai

elintarviketeollisuuden sovelluksissa.
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Liitteet
Liite 1. Hyonteisten Kitiinipitoisuus

Alla on lueteltu muutamien syotavaksi sopivien hyonteisten sisaltamia ADF-pitoisuuksia
(mg/g), seké sen perusteella laskettuja arvioita kyseisten hyonteisten kitiinipitoisuudesta
(mg/kg) (Finke 2002; Finke 2007). Liséksi, jos oletetaan ettd kitiinin m&&rd ei muutu kun
kokonaisista hyonteisista valmistetaan hydnteisruokatuote, selvennyksen vuoksi on mygs

ilmoitettu Kitiinin osuus 100 gramman ruokatuotteessa (g/100g).

e Aikuiset kotisirkat (Acheta domesticus) ADF: 26 mg/g.
Kitiinid: 21,5 mg/kg. Tuotteessa kitiinia: 2,15 g/100g

e Jauhopukin toukat (Tenebrio molitor) ADF: 23 mg/g.
Kitiinia: 19,6 mg/kg. Tuotteessa kitiinia: 1,96 g/100g

e Isovahakoisan  toukat  (Galleria  mellonella) ADF. 21  mg/g.

Kitiinia: 15,8 mg/kg. Tuotteessa kitiinia: 1,58 g/100g

e Mulperiperhosen, eli silkkiperhosen toukat (Bombyx mori) ADF: 9 mg/g.
Kitiinia: 8,4 mg/kg. Tuotteessa kitiinia: 0,84 g/100g
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Liite 2. Kitiinin kolesterolia alentava vaikutus

Kito-oligosakkaridien, kitosaanin ja  kitiinin on todettu alentavan veren
kokonaiskolesterolipitoisuutta ja laskevan LDL-kolesterolin maédraa. Ne sitovat itseensé
kolesterolia sisdltavad sappinestettd ennen poistumistaan ulosteen mukana elimistosta
(Goodman 1989; Gallaher ym. 2000; Ylitalo ym. 2002; Choi ym. 2012). Kolesterolia
alentava vaikutus riippuu kitiiniyhdisteiden pituudesta (monestako toisiinsa linkittyneesta
GlcNac- yksikosta ne koostuvat) ja niiden sisaltamista varauksellisista ryhmista (Chae
ym. 2005; Borderias ym. 2005)

Tutkimuksessaan Choi ym. (2012) kokeilivat kito-oligosakkaridien vaikutusta ihmiseen
suun kautta nautittuna, kuuden viikon ajan, kaksi kerta péivassa 0,5 gramman annoksina
ennen ruokailua. He tulivat siihen tulokseen, ettd kito-oligosakkaridit voivat toimia
ravintolisand ja auttaa veren Kolesterolin hallinnassa, silla kito-oligosakkaridien
nauttiminen ruokailun yhteydessa alensi merkittavésti veren Kkolesterolipitoisuutta.
Koehenkildiden kokonaiskolesterolipitoisuuden mitattu perustaso oli ennen tutkimusta
139,58 mg/dl (£ 28,59 SD), mutta kito-oligosakkaridien vaikutuksesta se laski tasolle
93,47 mg/dl (£ 25,91 SD).

Myos kitosaanin on todettu alentavan kolesterolia. Liao ym. (2007) huomasivat
kitosaanin alentavan veren kolesterolipitoisuutta tutkimuksessaan, jossa he antoivat
koehenkil6ille kitosaania kahdeksan viikon ajan. Seka vesiliukoinen, ettd veteen
liukenematon kitosaani alensivat veren kolesterolipitoisuuksia. Liséksi tutkijat totesivat,
ettd nautitulla kitosaanilla ei ollut vaikutusta kalsiumin, magnesiumin ja raudan saantiin,
vaan niiden tasot pysyivat normaaleina. Myds Ormrodin ym. (1998) hiirilla tehdyssa
kokeessa tutkijat ehdottivat, ettd kitosaani on ravinnosta saatava aine, jolla voi olla

valtimonkovettumatautia ehkaisevia vaikutuksia.
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Liite 3. Kitiinin vaikutus immuniteettiin

Kitiinin, Kitosaanin ja kito-oligosakkaridien on todettu omaavan ominaisuuksia, jotka
voivat tehostaa ihmisen immuniteettivasteita, (Goodman 1989; Reese ym. 2007; Lee ym.
2008; Muzzarelli 2010; van Huis ym. 2013). Kitiinin GIcNAc-yksikot ja Kkito-
oligosakkaridit omaavat anti-inflammatorisia ominaisuuksia, seké terveyttd edistavia
soluvdlitteistda immuniteettia tehostavia vaikutuksia (Nishimura ym. 1984; Yang Eun-Jin
ym. 2010).

Kito-oligosakkaridien on todettu olevan tehokkaita esimerkiksi kroonisen paksusuolen
tulehdustaudin (chronic colitis) hoidossa, sekd paksusuolen sydvén ehkéisemisessé.
Hyonteissyonnin kannalta oleellista on, ettd vaikutukset ilmenivat myds kun kito-
oligosakkaridia oli nautittu suun kautta (Kim ym. 2006; Nagatani ym. 2008; Hamid ym.
2012; Muanprasat ym. 2015). Kitosaanin GIcNAc-yksikdiden todettiin myos stimuloivan
vatsakalvon makrofageja tuottamaan typpioksidia, jolla voi olla merkittdva vaikutus
syopasolujen tuhoamiseen, seka haavakudosten korjaamiseen liittyen (Peluso ym. 1994).
Ribeiron ym. (2009) tutkimuksessa tutkijat loivat uudenlaisen kitosaanigeelin, jonka he

totesivat olevan potentiaalinen aine haavakudoksen paranemisen edistamiseen.

Kitiinin ja sen johdannaisten aineiden aiheuttamat mahdolliset immuunivasteet riippuvat
l&hinnd siit4, miten suuria molekyyleja ne ovat (Kogiso ym. 2011). Suurikokoisten
kitosaanimolekyylien (>70 pum) ei ole todettu juurikaan vaikuttavan immuunivasteeseen,
mutta keskikokoiset (40-70 um) stimuloivat tulehdusreaktioita. Pienikokoisten
kitosaanimolekyylien (<40 pum, yleensd 2-10 pm) on puolestaan havaittu saavan aikaan
anti-inflammatorisia vasteita. Se miten paljon Kkitiinida pystytddn hajottamaan
ruoansulatuksessa saattaa siis vaikuttaa immuunipuolustukseenkin. Voi myos olla etta
Kitiinin hajotusprosessit ovat osa ihmisen luonnollista immuniteettia. Tutkimuksesta
riippuen kitiinin vaikutuksia tutkittaessa on painotettu molekyylipainon, koon,
depolymeratisaation ja deasetylaation merkitysta havaittaviin vaikutuksiin (Kawada ym.
2007; Lee ym. 2008; Bueter ym. 2013; Bueter ym. 2014).

Kitiinin ja sen hajoamistuotteiden vaikutuksesta immuunireaktioihin on paljon
ristiriitaistakin tutkimusta. Joidenkin tutkijoiden mielestd kitiini ja sen johdannaiset
saavat aikaan elimiston puolustusreaktioiden aktivoitumista, tulehdusreaktioita ja
yliherkkyysoireita. Kaikki tutkimukset tulehdusreaktioista eivat kuitenkaan liity
nimenomaan ravinnosta saatavan Kitiinin ja sen hajoamistuotteiden aikaansaamiin

vaikutuksiin (Brinchmann ym. 2011).
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Liite 4. Kitiini tuotantoeldinten rehussa

Kitiinin vaikutuksia tuotantoeldimiin on myos tutkittu. Tutkimusten perusteella Kitiinin
ja sen hajoamistuotteiden vaikutukset tuotantoeldimiin ovat hyvin samankaltaisia kuin
ihmisiinkin.  Shahidin  ym. (1999) tutkimuksessa rehuun lisatty Kitiini edisti
Bifidobacterium-lajien kasvua kanojen suolistossa, estden muiden haitallisten
suolistomikrobien kasvua. Tutkimuksessaan Khempaka ym. (2011) totesivat kanoille
syotetyn  kitiinid  sisaltdvdn  katkarapuravintolisan  edistavan  suolistomikrobi
Lactobacillus:ten kasvua. Samalla kanojen suoliston E. coli -kannat pienenivat ja niiden
ulosteesta 16ytyi vahemmaéan Salmonella:a. Koska Kitiinin on huomattu mahdollisesti
edistdvan kanoilla immuunipuolustuksen toimintaa, se voi olla hyva vaihtoehto
tuotantoeldimille annettaville antibiooteille (van Huis 2013). Né&in voidaan ehkaista ja

vahent&a antibiooteille resistenttien bakteerikantojen muodostumista (Apata 2009).

Myos useiden kalalajien on todettu hydtyvan Kitiinistd, sen tehostaessa makrofagien,
neutrofiilien, ja lysotsyymientsyymien toimintaa, sekd immuunipuolustuksen
komplementtijarjestelmé&a ja lisaten vastustuskykya taudeille (Ringg ym. 2012). Kitiinin
todettiin my0s lisdavan kalojen kasvua tutkimuksessa, jossa Kono ym. (1987) ruokkivat
kaloja kitiinipitoisella rehulla. Vertailun kohteena oli kolme japanilaista kalalajia, joista
madritettiin myods Kitinaasientsyymien aktiivisuutta. Tutkijat huomasivat, ettd 10 %
Kitiini& siséltavéa rehua syoneet kalat kasvoivat eniten. Kasvun todettiin olevan
suhteellista riippuen kalojen ruoansulatuskanavan kitinaasientsyymien aktiivisuudesta.
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Liite 5. Kitiinin mahdollisuudet ld&kekaytossa ja laaketeollisuudessa

Kitiinista ja sen hajoamistuotteista on muokkaamalla tehty jo pitk&éan yhdisteita, joilla on
antitumorisia ja immuniteettia vahvistavia vaikutuksia. Kito-oligosakkaridit sopivat
hyvin laéketieteellisiin  sovelluksiin niiden fysiologisten ominaisuuksien, kuten
vesiliukoisuuden, helpon imeytyvyyden ja vahdisen myrkyllisyyden takia.

Diabeteksen hoito

Rotilla tehdyssa ruokintakokeessa todettiin, ettd kito-oligosakkarideilla on mahdollisesti
glukoositoleranssia ja insuliinin eritystd parantavia vaikutuksia, mitkd voivat auttaa
diabeteksen hoidossa (Lee ym. 2003). Erityisesti pienimolekyylipainoisista kitosaaneista
saattaa olla hyotya 2-tyypin diabeteksen hoidossa (Hayashi & Ito 2002).

Antioksidatiivisuus

Kitosaanin on todettu olevan erinomainen antioksidantti. Varsinkin molekyylipainoltaan
pienet kitosaanit ovat osoittautuneet tehokkaiksi happiradikaalien estdjiksi (Tomida ym.
2009).

Astma ja Th2-valitteiset allergiat

Pienten kitiinipartikkelien on todettu vahentdvan Th2-vélitteisia allergiareaktioita hiirill4
tehdyissa kokeissa. Useimmiten néissa kokeissa on testattu kitiinin anti-inflammatorista
vaikutusta hengitysteitse, mutta pienilla Kitiinipartikkeleilla voi olla kiinnostavia
ladkevaikutuksia muuallakin kehossa tulehdusten estdjind. Pienet Kitiinipartikkelit voivat
ehkd olla tulevaisuudessa astman, sekd muiden Th2-vélitteisten inflammaatioiden

hoitoon soveltuvia aineita. (Muzzarelli 2010; Brinchmann ym. 2011)

Kitiini saattaa ehkaista pé&hkinéallergiasta johtuvia anafylaktisia reaktioita. Baen ym.
(2013) kokeessa pahkindallergisia hiirid ruokittiin Kitiini- ja kitosaanipitoisella
ruokavaliolla viikkoja ennen péhkinaaltistusta. Pahkinaaltistuksen jalkeen tarkkailtiin
hiirten anafylaktisten oireiden maarad, seké pahkinaspesifisen lg-vasta-aineen, seka Th1-
, Ja Th2-sytokiinien eritystd. Tuloksia verrattiin hiiriin, joilla oli normaaliruokavalio.
Tulokseksi tutkijat saivat, etta kitiini ja kitosaani ndyttavat vahentavéan pahkinasta saadun
allergiareaktion vaikutuksia. Etenkin B-kitosaania saaneet hiiret tuottivat p&hkinalle

spesifisid Ig-vasta-aineita 47 % vahemman altistuttuaan pahkinalle.
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Vaikutukset sy6pasoluihin

Eradssa kokeessa tutkijat muokkasivat kito-oligosakkarideista uudenlaisia glykolipideja,
joiden todettiin tuhoavan syopdasoluja ja lisddvan syOpé&a sairastavien hiirten
keskimé&aréista elinikdd 140 - 180 % (Gorbach ym. 1994). My6s Nam ym. (2007)
ehdottivat tutkimuksensa perusteella, etté kito-oligosakkarideilla voi olla merkittava rooli
paksusuolen sy6pad ehkaisevien aineiden kehittelyssa. Kito-oligosakkaridien todettiin
my0s inhiboivan kolmea eri syopésolulinjaa, jotka useimmin on liitetty mahan alueen
syopiin (Luo ym. 2016 In press). Naiden liséksi kito-oligosakkaridien todettiin inhiboivan

myos leukemiaan liittyvia solulinjoja (Pae ym. 2001).

Kito-oligosakkaridien todettiin my6s in vitro ja in vivo -kokeissa potentiaalisesti
ehkdisevan syopakasvaimien muodostumista keuhko- ja maksasyopédéan liittyvissa
solulinjoissa (Shen ym. 2009). Kyseisessa tutkimuksessa kito-oligosakkaridit oli eristetty
sienikitiinistd, mutta hyvin eristetyssd ja puhdistetussa kito-oligosakkaridituotteessa
kitiinin alkuperd ei en&d vaikuta aineen ominaisuuksiin (Muzzarelli 2010). EU on
myontanyt uuselintarvikeluvan Kkitiini-glukaanille, jota on eristetty Aspergillus niger
sienista (EU 76/2011).
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Liite 6. Hypoteesi hydnteissydnnin mahdollisista terveysvaikutuksista, seka sen Kriittinen

tarkastelu nykyisen tutkimuksen valossa

Toistaiseksi ei tiedetd millaisia maarid hyonteisruokaa pitdisi nauttia, jotta saataisiin
tarpeeksi Kitiinig, jota sitd voitaisiin hajottaa riittdvia maaria kito-oligosakkarideiksi ja
kitosaaniksi, jotka mahdollistavat terveyttd edistdvat vaikutukset. Esimerkiksi maaréat
joilla kito-oligosakkaridien on todettu alentavan veren kolesterolia, olivat niinkin pienié
annoksia kuin 1 gramma paivassa, joten oletettavasti kitiinia (hyonteisruokaa) ei tarvitse
kovin suuria maarid nauttia, jotta ruoansulatuselimistdn entsyymit saavat hajotettua

kitiini& tarpeeksi vaikutusten aikaansaamiseksi.

Tahan mennessé julkaistujen hyodnteissyontia koskevien tutkimusten pohjalta voidaan
kokeilla muodostaa hypoteesi ja testata sitd. Hypoteesi: Syomélla 100 grammaa
kokonaisia sirkkoja (Acheta domesticus) péivassa, ihminen tulee nauttineeksi 2,15
grammaa kitiinid. Se hajoaa x > 1 grammaa kito-oligosakkarideiksi ja kitosaaniksi, joilla

on jo tutkitusti kolesterolia alentavia vaikutuksia niinkin pienind maarina.

Musumecin ja Paolettin (2009) tutkimuksessa testattiin AMCaasin vaikutusta in vitro
karpasten siipiin, jotka simuloivat Kitiinipitoista ruokaa. He olivat vakuuttuneita siita, etta
siipien osittainen hajoaminen johtui vain AMCaasin vaikutuksesta, eikd muiden
entsyymien toiminnasta. Vaikka potentiaalinen Kitiinin hajotusmekanismi heidéan
tutkimuksen mukaan 16ytyi 43/48 tutkituista ihmisistd, vield ei osata sanoa, mik& on

riittava maara AMCaasia kitiinin varsinaiseen sulatukseen ruoansulatuskanavassa.

He inkuboivat kitiinia AMCaasin kanssa simuloidussa mahalaukun nesteessé ja
mittasivat Kitiinin hajoamistuotteiden, N-asetyyliglukosamiinin (GIcNAc), pitoisuuksia
inkuboinnin jalkeen. Lopussa mitatun GIcNAc:n pitoisuus oli hyvin matala. Tulos ei ollut
yllattava, silla kitiininhajotuksen paatuotteet ovat erilaisten kito-oligomeerien
yhdistelmid, joissa on eripituisia polysakkaridiketjuja (GICNAch, jossa n>2 ja kitobiosidi
n=2). Né&in ollen muodostuneita hajoamistuotteita saattaa olla paljon enemmankin, mutta
koska niitd ei mitattu, voi arvio AMCaasin toiminnan aktiivisuudesta olla aliarvioitu.
Tarkastellessaan tuloksia mikroskoopilla tutkijat huomasivat, ettd AMCaasin
merkittdvimmat vaikutukset olivat Idhinna siipien vaurioittaminen ja pehmittdminen.
Tasta tutkijat ehdottivat, ettd AMCaasin tehtdva saattaisi olla l&hinné Kitiinikuoren
lapaiseminen, jotta muut ruoansulatusentsyymit voivat p&éstd hajottamaan hyonteisen

sisaltoa.
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Paolettin ym. (2007) tutkimuksessa tulokset AMCaasin aktiivisuudesta mitattiin vain
yhden hajoamistuotteen, 4-metyylibelliferyli-beta-D-N,N"-diasetyylikitobioosin
muodostumisena, nanomooleina millilitraa kohden tunnissa (nmol/ml/h). Parhaiten
kitiini& sulattavien koehenkildiden keskiarvo oli 16,147 nmol/ml/h. Jos tdma muutetaan
milligrammoiksi ja lasketaan mukaan arvio siitd, ettd mahanestettd olisi mahalaukussa
noin 100 ml, ja kuviteltu hyonteisruoka on mahalaukussa AMCaasin hajotettavana noin
2,5 tuntia, saadaan tulokseksi 3,75 mg mitattua Kitiinin hajoamistuotetta (4-
metyylibelliferyli-beta-D-N,N"-diasetyylikitobioosi). Tamé laskutoimitus edustaa vain
kyseisen hajoamistuotteen muodostunutta maardd mahalaukussa AMCaasin toimesta,
karpasten siipien ollessa Kkitiinipitoisen ravinnon ladhde. Eli sitd ei voida yleistda
edustamaan kaikkia mahdollisia yhdisteitd, joita AMCaasi saattaa muodostaa kitiinia

hajottaessaan.

Taman kuvitteellisen kokeen tulos ei riitd vahvistamaan hypoteesia siité, ettd syomalla
hyoOnteisia voitaisiin saada kito-oligosakkaridien ja kitosaanin terveysvaikutuksia, silla
3,75 mg ei ole lahelld tarvittavaa 1 grammaa vaikuttavia kitiinin hajoamistuotteita. On
kuitenkin tarkedtd huomioida, ettd viitteind kaytetyissad tutkimuksissa AMCaasin
aktiivisuutta oli mitattu eri lopputuotteilla ja hyvin yksipuolisesti. Kitiinin
hajoamistuotteita on kuitenkin monia erilaisia molekyylipainon ja deasetylaation suhteen.
Paolettin ym. (Paoletti ym. 2007) tutkimuksista ei esimerkiksi voida varmasti sanoa
muodostuiko hajotustoiminnan tuloksena kitosaania tai kito-oligosakkarideja. Karpasten
siivistd ei mydsk&an ollut analysoitu sitd, etté sisaltavatko ne jo itsesséan jotakin Kitiinin
hajoamistuotteita.

Mahdollisia virhel&hteitd néissa tutkimuksissa ja laskuissa saattaa olla esimerkiksi pieni
otoskoko, joka ei edusta kaikkia ihmisia, tai riittavasti erilaisia ihmisid maantieteellisesti
erilaisilta alueilta. Tdma on syytd huomioida, sill4 koehenkiloind oli vain Italialaisia
pienehkolta alueelta. Tutkimuksia ei mydskéan ollut toteutettu in vivo vaan mahalaukun
olosuhteita oli simuloitu in vitro. Samalla sivuutettiin kitiinin mahdollisen hajoamisen
tutkiminen ohutsuolessa, sek& paksusuolessa. Lisédksi on syytd muistaa, etta
tutkimuksessa tarkasteltiin vain AMCaasin toimintaa ja siten esimerkiksi lysotsyymin
tarked rooli kitiinin deasetylaatiossa jai tutkimatta. Tutkimuksissa ei mydskaan otettu
huomioon Kitiinin hajoamistuotteiden koko skaalaa, vaan AMCaasin aktiivisuudesta
kertovaksi yhdisteeksi oli valittu vain yksi mahdollinen hajoamistuote, jonka pitoisuus
liuoksessa ei edusta kaikkia hajotustoiminnan seurauksena muodostuvia yhdisteité.

Lopuksi voitaneen sanoa, ettd pelkét raa’at kirpédsen siivet eivét edusta hyvin kaikkea
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hyonteisruokaa, ja lisatutkimusta juuri hyonteisruoan valmistustavan vaikutuksesta
Kitiinin hajoamiseen tarvitaan. Esimerkiksi, olisiko AMCaasi-aktiivisuus suurempi, jos
mitattaisiin kaiken kokoisia kitiniin hajoamistuotteita ja hyonteisravintona olisi vaikka

jollain tapaa jauhetut hyonteiset?
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Liite 7. Kitiinin hajoaminen ruoansulatuksessa: In vivo -tutkimusasetelma

Mikali hyonteisruoan mukana saatavan Kitiinin hajoamista haluttaisiin tutkia in vivo, olisi
aloitettava valmistamalla standardoituja hyonteisruoka-annoksia, jotka olisi valmistettu
jollain yksinkertaisella menetelmélld, ja joiden vaikutuksia on helppo tutkia. Tallaiset
annokset voivat olla esimerkiksi 100 gramman annoksia homogenisoitua
heinédsirkkamassaa. Néistd annoksista tulisi laskea kaikki energiaravintoainepitoisuudet,
kitiini-, kitosaani-, kito-oligosakkaridi- ja kito-oligomeeripitoisuudet, seké kaikki muut
merkittavat ravintoainepitoisuudet. Ndin ollen tiedettaisiin tarkasti miten paljon mitakin
aineita koehenkilot saavat hyonteisruoka-annoksesta. Olennaista on tietdd, millaisia
maaria Kitiinin eri hajoamistuotteita valmiit hyonteisruoka-annokset siséltavat, silla jos
niitd esiintyy merkittavia méaaria jo luonnostaan deasetyloituneena ja hajonneena, ovat

vaikutukset elimistolle myo6s lukuisampia.

Nauttimisen jalkeen on analysoitava koehenkildiden ulostendytteita ja tarkasteltava mita
aineita on hajotettu ja mitd on imeytynyt, sekd kuinka suuria maarid. Taman lisaksi
koehenkil6iden yleista terveydentilaa ja elintoimintoja olisi seurattava ennen ja jalkeen
hyOnteisruoan nauttimisen. N&in saadaan kokonaiskuva siitd, onko hyodnteisruoka
vaikuttanut jotenkin. Ndin voidaan myds saada viitteita siita, mita vaikuttavia yhdisteita
taustalla ehka on. Jos esimerkiksi ulostenéytteista 10ytyy kitosaania suurempia maaria,
kuin itse hyonteisruokatuotteessa oli, voidaan arvioida kitosaania muodostuvan
mahdollisesti hajotustoiminnan tuloksena. Saatujen tulosten perusteella voidaan arvioida
esimerkiksi missa suhteessa kitiinia tulee pilkkoa, jotta terveysvaikutukset pystytaan niin

sanotusti maksimoimaan, ja paljonko kitiinia tulee tassé tapauksessa ruoasta saada.

Tulosten perusteella pystyttdisiin tutkimaan esimerkiksi sitd, kuinka paljon kitiinia
pystyvat hajottamaan ihmiset, joilla AMCaasia ei muodostu elimistdssa paljon. Jos kitiini
ei juurikaan pilkkoudu, niin Kitiinin hajoamistuotteiden imeytymistakaan ei voi tapahtua,
olettaen ettd sen hajoamistuotteita ei sisélly hyonteisruokatuotteeseen itseensé. Tallaiset
kokeet eivét kuitenkaan vield anna kovin hyvdd kokonaiskuvaa siitd, missé Kitiinin

hajotusta tapahtuu, tai mitkéd yhdisteet saavat aikaan mitakin vaikutuksia.
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Liite 8. Kitiinin jatkotutkimuksen tarkeimpia aiheita

Kitiinin jatkotutkimukseen liittyvid kysymyksia ja pohdintoja on koottu kuvaan 8.

Millaisia kitiiniyhdisteita
hyonteisruoka sisaltii?
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Miti

Mita vaikutuksia havaitaan?

Tuoreiden hydnteisten
sisdltimien eri
kitiiniyhdisteiden tarkkojen
pitoisuuksien médritys

Vuorovaikutus
suolistomikrobiotan kanssa

Elimiston aistimismekanismit
kitiinille ja sen
hajoamistuotteille

Mitd kitiinille tapahtuu
ruoansulatuskanavan eri
osissa?

AMCaasiaktiivisuus kitiinin
hajotuksessa

Onko kitiini ravintokuitu vai
hajoaako se hyddyllisiksi
yhdisteiksi?

Nautitun kitiinin miirin
merkitys ilmenevissi
vaikutuksissa

Miten paljon ja millaisissa
yhdistelmissé kitiinid ja sen
hajoamistuotteita tulee
nauttia, jotta mahdolliset
terveysvaikutukset voidaan
niin sanotusti maksimoida?

Voiko kitiinii saada liikaa?
Mitkd ovat sen vaikutukset
tilléin?

Valmistustavan vaikutukset

Erot kitiinin sulatettavuudessa eri
hydnteisten erilaisten
kitiinikuorten, sekd erilaisten
kitiinipitoisten rakenteiden vililld

Prebioottistatus on testattava

Antimikrobiset vailutukset

Mitkd kaikki entsyymit osallistuvat

kitiinin hajottamiseen? Millaisia
olosuhteita vaaditaan kitiinin
hajottamiseen?

Mitkd reseptorit tunnistavat kitiinin

ja sen hajoamistuotteet? Mitd
signalointireittejd
kitiinijohdannaiset molekyylit
aktivoivat elimistéssa?

Mitd tapahtuu kito-
oligosakkarideille, jotka voivat
imeytya? Missd pdin kehoa ne
vaikuttavat ja miten?

Thmisten viliset erot kitiinin
hajotuskyvyssd

Onko erilaiseen ravintoon
tottuneiden ihmisten vililld eroja
kitiinin hajotuskyvyssi erilaisissa
ruokakulttuureissa?

Onko kitiini tehokas ravintokuitu?

Paljonko hydnteisrokaa taytyy
sy0da, jotta terveysvaikutukset

nékyvit?

Miten hydnteisten jauhaminen tai
kuivatus vaikuttavat kitiinin
sulatettavuuteen?

Pehmeneekd kitiini helpommin
sulatettavissa olevaan muotoon
kuumennettaessa tai keitettiessd?

Muodostuuko ruoan valmistuksen
yhteydessi joitakin hyddyllisid
kitiinin hajoamistuotteita?

Onko hydnteisten lisdédmiselld
ruokavalioon vaikutusta
AMCaasiaktiivisuuteen?

Paljonko ravinnosta saatua kitiinia
pystytddn hajottamaan?

* Kuinka paljon hajoamistuotteita
muodostuu?

Kuva 8. Kitiinin ja sen hajoamistuotteiden jatkotutkimuksen tarkeimpia tutkimuskysymyksia.
Joitakin jo tutkittuja aiheita on mainittu kuvassa uudestaan siksi, etta niit4 on tutkittu liian tai liian

suppeasti
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