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Sissejuhatus

Punavetikatele annavad iseloomuliku varvuse nende rakkudes esinevad spetsiifilised
valgulised pigmendid — punased flkoeritriinid ja sinised flkotstaniinid. Tanu nendele
fotoslinteetilistele pigmentainetele suudavad punavetikad kasvada merepdhja suurtes
stigavustes pideva valgusdefitsiidi tingimustes.

Punavetikatest parinevate valguliste pigmentide uurimine ja uute toormete otsimine nende
eraldamiseks on tdanapdeval aktuaalne temaatika seoses nimetatud substantside eriliste
omadustega. Kirka varvuse tottu rakendatakse fukoerutriini ja flkotslianiini looduslike
varvainetena toiduainetddstuses, nende ainete molekulide tugevast fluorestsentsist tingituna
aga ka biokeemilistes uuringutes ja meditsiinidiagnostikas.

Valguliste pigmentide sisaldus punavetikates varieerub suuresti, sbltudes vetika liigist ja
kasvutingimustest. Ladanemere ainsa toondusliku vaartusega punavetikaliigi (Furcellaria
lumbricalis) valguliste pigmentide sisaldust ja spetsiifikat varem p&hjalikult uuritud ei ole.

Kaesolevas t66s vaadeldakse optimaalseid meetodeid valguliste pigmentide eraldamiseks
punavetika F. lumbricalis biomassist. Hinnatakse nende pigmentide sisaldusi, muutlikkust ning
sailivust vetikamassis ning uuritakse, kas kdénealune liik on sobiv tooraine fikoeritriinide
suuremahuliseks eraldamiseks.



1. Fiikobiliproteiinid

Punavetikad (hdimkond Rhodophyta) moodustavad omapaérase taimerithma, kuhu kuulub tle
4000, valdavalt merevees elava liigi. Hoimkonna nimetus tuleneb neile taimedele omasest
talluse varvusest, mis olenevalt liigist ja kasvukohast varieerub enamasti roosast
tumepunaseni, kuid vdib olla ka sinakasrohelist voi kollakat tooni. Sellise varvuse annavad
punavetikatele nende rakkudes koos roheliste klorofiillide ja oranZi varvusega
karotenoididega esinevad spetsiifilised valgulised pigmendid — flikobiliproteiinid [1]. Tanu
nendele pigmentidele suudavad punavetikad fotoslinteesiks kasutada vdga ndrka valgust ja
vOivad elada meredes isegi kuni 200 m sligavusel. Punavetikate massilise vertikaalse leviku
piiriks on siiski tupiliselt 40-60 m.

Flkobiliproteiinid on vees lahustuvad punase vdi sinise varvusega pigmendid, mis paiknevad
kloroplastide sisemuses (stroomas). Ehituselt on nad kromoproteiinid, mille molekuli
mittevalguline osa (prosteetiline rilhm) on avatud ahelaga tetrapirrool nimetusega
flkobiliin [1]. Fukobiliinid on tugevalt seotud molekuli valgulise osa (apoproteiini) kilge Ghe
vOi kahe kovalentse sidemega (joonis 1).

Tslianobakterite ja punavetikate flikobiliproteiinid koosnevad tildpiliselt fikobiliine
sisaldavatest a- ja B-apoproteiinidest, mis esinevad (af)s trimeeride voi (af)s
heksameeridena. (af) tadhistab traditsiooniliselt flikobiliproteiini monomeeri [2].
Flikoeritriinide koostises esineb tllpiliselt veel ka y-apoproteiin, mis ihendab omavahel kaks
(aB)s trimeeri stabiilsema konformatsiooniga (aB)z-y-(aB)s heksameeriks
(molekulmass 240-260 kDa). Oluline on markida, et fliikoeritriinid esinevad lahusesse viidult
kui  ka natiivsel kujul flkobilisoomides (erilistes valgukompleksides) tavaliselt
heksameeridena, filkotslianiinid ja allofliikotsianiinid seevastu esinevad vesilahustes
peamiselt trimeeride kujul [2].

Nimetatud trimeeride ja heksameeride vesilahuseid iseloomustab tugev valguse neelamise
vOime ning intensiivne fluorestsents. See on tingitud fiikobiliinide esinemisest
fukobiliproteiinide molekulis. Sinise varvusega kromofoor (fikobiliin) fikotstanobiliin esineb
flikotstianiini ja alloflikotstaniini koostises ning punase varvusega kromofoor, flikoeritrobiliin
on flikoerutriini komponent.

Elusrakkudes on  flkobiliproteiinid  koondunud erilistesse  valgukompleksidesse,
fukobilisoomidesse. Fikobilisoomid paiknevad tilakoidide strooma poolses osas ning
toimivad valgust neelavate kompleksidena, absorbeerides valguse seda spektriosa, mida
klorofiillid raskesti neelavad. Fikobilisoomi sidamiku moodustavad alloflikotsiianiini
molekulid, mis on seotud suure molekulmassiga ankurpolipeptiidide kaudu
tilakoidmembraanile (joonis 2). Fiikobilisoomi siidamikust eemalduvad radiaalselt silindrilise
kujuga flkoerutriini voi flakotslaniini  heksameerid, mis on omavahel seotud
linkerpolipeptiidide kaudu.

Elusrakkudes kantakse flkobilisoomis flikobiliproteiinide poolt neelatud valgusenergia
efektiivselt (kasutegur enam kui 90%) tle klorofiillile (joonis 3) [3]. Organismidest eraldatud ja
puhastatud fukobiliproteiinide lahused fluorestseeruvad intensiivselt seetdttu, et nendes
puuduvad valgusenergia aktseptorid, mis on olemas flikobilisoomides.
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Joonis 1. Vaba fiukoerutrobiliini (c), flikotstanobiliini (f) ja fikourobiliini (i)
molekulaarstruktuurid ning flikoeritrobiliini (a, b), fikotstianobiliini (d, e) ja fikourobiliini
(g, h) valguga seondunud vormid.
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Joonis 2. Flikobilisoomi ehituse tldskeem [4].

Fiikobiliproteiinide spektroskoopilised omadused on esmaselt maaratud flikobiliinide
molekulides esinevate konjugeeritud kaksiksidemete poolt. Samuti mdjutab valguse
neelduvuse spetsiifikat flikobiliproteiinide trimeerse vdi heksameerse vormi esinemine
lahuses ning flikobiliproteiiniga seondunud flikobiliinide arv. Tulupiliselt sisaldavad
flikotstaniinid ja allofikotsianiinid (aB)s trimeeris 9 flikotstianobiliini molekuli ning
flikoeratriinid (af)s-y-(aB)s heksameeris 18-32 fikoerutrobiliini ja 2-12 flikourobiliini
molekuli. Reeglina on flikobiliproteiinide neeldumisspektrid keerulised ning omavad kuni
3 neeldumismaksimumi.

On naidatud, et flkoerutrobiliin ja flkotstanobiliin eralduvad apoproteiini koostisest
flikobiliproteiinide liihiajalisel t66tlemisel kiilma kontsentreeritud soolhappega, flikourobiliin
aga mitte. Nende vabade fikobiliinide neeldumisspektrid on sarnased madalatel
pH-vaartustel voi 8 M uurea lahuses denatureeritud flikobiliproteiinide spektritega, mil
poliipeptiidahela lahtivoltumine paljastab seotud fiikobiliinid. Nimetatud efekt on pooratav
pH tostmise vGi uurea eemaldamise teel.

Fiikobiliproteiinide koostises voib esineda kaheksat tuipi fiikobiliine, millest levinuimad on
flikourobiliin, fikoerttrobiliin, flikotstianobiliin ja flikoviolobiliin [5]. Sageli sisaldavad lihest
vetikaliigist parinevad flkobiliproteiinid oma koostises mitut erinevat tiipi flkobiliine.
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Joonis 3. Valgusenergia lilekandeprotsessid flkobilisoomis. Sulgudes on esitatud protsessis
osalevate molekulide peamised neeldumismaksimumid [4].

Flikourobiliin on oranZzi varvusega flkobiliin, mida esineb flkoerutriini koostises
tsianobakterites ja punavetikates. Fikoeritriiniga seondunult annab fikourobiliin
iseloomuliku neeldumismaksimumi =495 nm juures. Flikourobiliin on valgusenergia lilekandes
alati doonorkromofooriks ning kannab valgusenergia edasi flikoerutrobiliinile. Fiikourobiliin
vOimaldab mereorganismidel elutegevuseks efektiivselt kasutada rohekassinist valgust.

Fiikoeritrobiliin on punase varvusega fikobiliin, mida leidub tstanobakterites ja
punavetikate, kriptofiiitide ja liitvetikate kloroplastides flikoerlitriini koosseisus. Ta on
terminaalseks energia aktseptoriks flkoerutriinis. Flkoerutrobiliini sisaldus flikoer(triinis
varieerub suuresti vetikaliikide |6ikes.

Fiikotsiianobiliin on sinise varvusega flkobiliin, mida leidub samuti tsianobakterites ja
punavetikate, kriiptofiilitide ja liitvetikate kloroplastides. Ta esineb Uksnes filikotstaniini ja
allofiikotstianiini koostises, kus on terminaalseks energia aktseptoriks.

Fiikoviolobiliin on violetse varvusega flikobiliin, mida leidub kriptofiitides ning monedes
tslianobakterites. Esineb lksnes flikoeritriini ja fiikoeritrotsiianiini koosseisus.

Uheks olulisemaks makrovetikates sisalduvaks fiikobiliproteiiniks on R-fiikoeriitriin. See on
oligomeerne valk molekulmassiga =240 kDa, mis koosneb 6 a (=20 kDa), 6 B (=20 kDa) ja
1y (=30 kDa) subiihikust [6]. R-flkoer(triini neeldumismaksimumid esinevad 489, 545 ja 565
nm juures. R-flikoeritriin on (iks kdige tugevamini fluorestseeruvaid tuntud aineid,
maksimaalne fluorestsentsi emissioon on 573 nm juures (kollane varvus).

Fiikobiliproteiinide Uldine klassifikatsioon p&hineb nende neelduvusspektritel (varvusel).
Peamised fukobiliproteiinid on punane fikoeritriin, sinine flikotstianiin, sinakasroheline
allofiikotstianiin ja violetne filikoeritrotstaniin. Ajalooliselt kasutatakse flikobiliproteiinide
klassifikatsioonis ka eesliiteid C-, R- ja B-, mis tahistavad nende pigmentide tllpilist paritolu,



vastavalt Cyanophyceae (tsiianobakterite), Rhodophyceae (punavetikate) ja Bangiales (teatud
punavetikate seltsi) liikidest. Siiski vGib nendes liikides sisalduda ka teist thlpi
fukobiliproteiine. Nii naiteks sisaldavad teatud tstianobakterid ja Bangiales liigid ka
R-flikoeritriini, mdned punavetikad aga B- voi C-fliikoerutriini.

Pigmentide sisaldust vetika talluses vdivad mdjutada valgustingimused, temperatuur ja
toitainete esinemine keskkonnas [7]. Lammastikupuudus rakus viib fikobilisoomide
jarjestikuse lagunemiseni, mis toimub progressiivselt alates valimistest heksameeridest,
I6petades stdamiku molekulidega (joonis 4). Kui keskkonda lisandub lammastikku,
siinteesitakse lagunenud fiikobilisoomide asemele kiiresti uued [4]. Seega on flikobilisoomid
olulised organismi lammastiku depood ning peegeldavad 6koloogilist kohastumust eluks
avaookeanis, kus tllpiliselt esineb lammastiku defitsiit. Teatud vetikaliikides voib
flkobiliproteiine sisalduda markimisvaarsetes kogustes, nt vdib punavetikate Palmaria
palmata ja Gracilaria tikvahiae kuivmassis sisalduda vastavalt 1,2 ja 0,5% flkoerd{triini [8].

Joonis 4. Fiikobilisoomi lagunemine lammastikupuuduse tingimustes.

Valgustingimused vdivad paljudel juhtudel mojutada ka flikobilisoomide ehitust. Naiteks
teatud tstanobakterid Synechocystis perekonnast produtseerivad rohelises valguses
flikoerdtriini, fukotsGaniini ja alloflikotsiianiini moolvahekorras 2:2:1. Punases valguses
toodavad samad liigid aga nimetatud fikobiliproteiine moolvahekorras 0,4:2:1 [4]. Muutus
kajastub flkobilisoomi koostises — rohelises valguses kasvavate tstianobakterite
flkobilisoomides esineb valistel kihtidel rohkem fikoeritriini heksameere (joonis 5).
Fiikobilisoomi slidamikus paiknevate allofiikotslianiini heksameeride hulk jaab aga
muutumatuks.

g g Roheline valgus
EEeeee——)
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Joonis 5. Tslianobakterite fikobilisoomi adapteerumine séltuvalt valguse lainepikkusest.



Flikobiliproteiine iseloomustab rida iseloomulikke spektroskoopilisi omadusi [2]:

e Lai neelatavate lainepikkuste vahemik nahtava valguse spektriosas ning vaga suur
ekstinktsioonitegur (valgusneelamise vdime).

e Tugev fluorestsentsi kvantefektiivsus (82—98%) suhteliselt laias pH-vaartuste
vahemikus, sh neutraalses keskkonnas.

e Suur Stokes’i nihe (fluorestsentsil molekuli poolt kiiratava valguse lainepikkus on
oluliselt suurem ergastava kiirguse lainepikkusest).

e Fikobiliproteiini koostises on suur hulk kromofoore, mis ei vdahenda oluliselt
fluorestsentsi intensiivsust.

1.1 Kasutamine

Fikobiliproteiinide rakendamine mittetoksiliste pigmentidena t6ostussektoris pidevalt
kasvab. Flikoeritriini ja fikotstaniini kasutatakse toiduainetddstuses looduslike varvainetena
narimiskummi, jaatise, piimatoodete, tarretiste, dessertide, karastusjookide (nt Pepsi® blue),
tehis-vasaabi varvimiseks. Jaapanis, Tais ja Hiinas on levinud fukobiliproteiinide kasutamine
kosmeetikatoodetes — huulepulkade, lauvarvide, silma kontuurpliiatsite koostises.
Ka ravimitoostuses on flikobiliproteiinidega hakatud asendama teatud siinteetilisi varvaineid.

Toiduainetoostuses kasutatakse flikobiliproteiinidest enim C-flikotstaniini, mida toodetakse
suurtes kogustes kultiveeritavast tslianobakterist Spirulina platensis [9]. Fikobiliinide
kasutamist piirab monevorra asjaolu, et nad lagunevad korgete temperatuuride ja valguse
toimel ning minetavad seeldabi oma erksa varvuse. Fiikotstaniin on happelises keskkonnas
pH 3 juures lahustumatu ja denatureerub temperatuuril ile 45 °C pH 5-7 juures. Hoolimata
ebastabiilsusest peetakse fikotslianiini aga sageli mitmekilgsemaks siniseks looduslikuks
toiduvarviks kui indigot voi gardeenia sinist.

Meditsiinis ja  biokeemilistes  uuringutes fluorestsentsvarvainetena  kasutatavad
flikobiliproteiinid peavad olema suure puhtusega ning seetdttu eraldatakse neid sageli
kultiveeritavatest liikidest. Levinuim liik fluorestsentsvarvainena kasutatava flikoerdtriini
tootmiseks on Uherakuline punavetikas Porphyridium cruentum, millest saadakse
B-fikoerditriini. Lisaks kasutatakse fluorestseeruva varvainena teatud makroskoopilistest
punavetikatest parinevat R-fikoertriini ning tsianobakteritest saadavat allofiikotstaniini.

Lisaks sellele, et fiikobiliproteiine kasutavad organismid oma elutegevuses valgusenergia
muundamiseks, on need pigmendid olulised ka meditsiinis ning teadusuuringutes.
Flkoerltriin ja flkotslianiin fluorestseeruvad kindlatel lainepikkustel, mistéttu vdib neid
pigmente kasutada molekulide spetsiifiliseks margistamiseks fluorestsentsmikroskoopias,
molekulaarses diagnostikas, immunoloogias, rakubioloogias, labivoolu tslitomeetrias,
markerina geelelektroforeesis ja isoelektrilises fokuseerimises. Immuunodiagnostikas, kus
ergastamiseks kasutatakse sageli lainepikkust 488 nm leiab enim kasutamist R-fikoer(triin.
Vorreldes flikoeritriinidega kasutatakse filikotsianiini meditsiini- ja teadusuuringutes
monevorra vahem.
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Flkobiliproteiinide sobivus biokeemilisteks uuringuteks pohineb asjaolul, et nende molekuli
apoproteiini osa sisaldab amino- ja karboksiilrihmi, mis voivad anda sidemeid teiste
molekulidega. Fikobiliproteiinide kompleksid avidiini voi biotiiniga loovad vdimaluse
molekulide vaga tundlikuks tuvastamiseks ning vdimaldavad ldbi viia Uksikute rakkude
fluorestsentsuuringuid.  Seotuna mono- voi  poliklonaalsete antikehadega on
flkobiliproteiinid vaartuslikud fluorestsentsmarkerid rakupinna antigeenide uurimisel. Samuti
on flikobiliproteiinide abil vdimalik margistada vahirakke ning uurida seeldbi kasvajate
kujunemise molekulaarseid mehhanisme. On leitud, et flukobiliproteiinide abil on vdimalik
tuvastada ka vabade radikaalide teket organismis [10].

Fiikobiliproteiinidel on taheldatud ka mitmeid farmakoloogilisi aktiivsusi, sh antiokslidantseid,
vahivastased, narvkude kaitsvaid, poOletikuvastaseid, maksafunktsiooni toetavaid,
diabeedivastaseid ning kolesterooli ja vererdhku alandavaid omadusi. Seetdttu on
flkobiliproteiinid ka ise potentsiaalsed ravimikandidaadid [11].

1.2 Ekstraktsioon ja puhastamine

Fiikobiliproteiinide eraldamine vetikatest voi tslianobakteritest on enamasti td6mahukas
protsess ning korgpuhaste pigmentide saamine eeldab spetsialiseeritud laboriaparatuuri
olemasolu. POhimoétteliselt saab flkobiliproteiinide puhastamiseks kasutada samasid
meetodeid, mida rakendatakse valkude puhastamiseks. Tulpiliselt ekstraheeritakse
flkobiliproteiinid purustatud bioloogilisest materjalist lahjas (5-50 mM) fosfaat- voi
atsetaatpuhvris pH 5,5-8 juures. Monikord lisatakse segule bakterite kasvu inhibeerimiseks
asiidi. Sobiva pH-vaartuse hoidmine ekstraktsiooni ja puhastamisprotsesside valtel on oluline,
sest tugevalt leeliselistes vdi happelistes keskkondades vdivad flkobiliproteiinid laguneda.
Naiteks vOib R-flikoeritriini struktuur po6rdumatult muunduda pH-vaartustel alla 4,4.
On leitud, et sobiva ioontugevuse tingimustes voib flikobilisoomidest katte saada
flikotstaniini selliselt, et allofiikotslianiin jadb rakkudest eemaldamata.

Fiikobiliproteiinide saagis s6ltub otseselt vetikate voi tsianobakterite rakkude mehaanilise
purustamise efektiivsusest. Halvasti purustatud materjalist ei liigu flkobiliproteiinid
ekstraktsiooniprotsessi valtel lahusesse ning saagised jadvad madalaks. Laboratoorsetes
mastaapides jahvatatakse materjal tavaliselt vedelas lammastikus, mis on aga energiakulukas
protseduur. Margade vetikate kiilmutamine ja sulatamine véimaldab rakkude purunemist
kilmumisel tekkivate jadkristallide tottu ning voib suurendada kudedest vabaneva
flikobiliproteiini kogust. Monikord rakendatakse rakkude purustamiseks ultrahelit6otlust voi
jahvatamist klaashelmestega.

Fiikobiliproteiine sisaldav ekstrakt on sageli vetikatest parinevate pollsahhariidide tottu
viskoosne vOi kleepuv. Seetdttu ei sobi flikoeritriinide eraldamiseks punavetikaliigid, mis
sisaldavad suurtes kogustes kilmas vees lahustuvaid poliisahhariide, nt ioota- vdi lambda-
karraginaane. Poliisahhariidide lisand raskendab fiikobiliproteiinide puhastamist, ummistab
filtreid ning kromatograafilisi kolonne [12]. Samuti takistavad poliisahhariidid
flikobiliproteiinide liikumist rakkudest lahusesse. Punavetika Palmaria palmata puhul, mille
rakuseintes leidub suures koguses ksiiloosi sisaldavaid poliisahhariide, on ndidatud, et teatud
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polisahhariide lagundavate ensltimide (ksilanaaside) kasutamine vo&ib oluliselt tdsta
flikobiliproteiinide eraldamise efektiisust [13].

Ekstraktsioonile jargneb lahustumatu materjali eraldamine ekstraktist filtrimise voi
tsentrifuugimise  teel. Sageli sadestatakse flkobiliproteiinid  ekstraktist vilja
ammooniumsulfaadiga, mis vdimaldab valke lahusest eraldada ning samas ka puhastab
produkti. Vorreldes flikoeritriiniga on flkotslianiini sadestamiseks vajalikud madalamad
soola kontsentratsioonid. Liigsed soolad eemaldatakse enamasti diallilsi voi ultrafiltrimise
teel [14]. Korgpuhaste fiikobiliproteiinide saamiseks kasutatakse produkti tdiendavat
puhastamist ioonvahetuskromatograafia (sageli DEAE-tselluloosi vo6i hidrokstapatiidi
taidised), geelfiltratsiooni voi preparatiivse geelelektroforeesi abil [6, 15].

Fiikobiliproteiinide puhtust peegeldavad otseselt nende vesilahuste neeldumisspektrid.
Spektrite spetsiifikat voivad mdjutada jargmised faktorid, mis on seotud produkti puhtuse ja
pigmentide natiivsusega:

e Ekstrakt sisaldab rohkem kui iht flkobiliproteiini — spektrid muutuvad keeruliseks,
esineb palju neeldumismaksimume ja piikide dlgasid.

e Ekstraktsiooni metoodika viib valkude lagunemiseni kudedest vabanevate proteaaside
tottu.

e Ekstrahendi madal ioontugevus ja kdrvalekalded optimaalsete pH-vaartuste (pH 5-7)
vahemikust  tingivad  flkobiliproteiinide  dissotsieerumise. = Degradeerunud
flkobiliproteiinide optilised omadused muutuvad oluliselt ning nad kaotavad vdime
fluorestseeruda.

Meditsiinis ja teadusuuringutes kasutatava R-flikoeritriini neelduvuste (A) suhted kindlatel
lainepikkustel peegeldavad produkti puhtust ning on arvvaartustelt Gldjuhul jargmised:

o Ases/Azs0 > 4,6 — nditab produktis esinevate mitte-fiikobiliproteiinsete lisandite hulka;
o  Ag20/Ases < 0,03 — néitab flkotstaniini esinemist R-flkoertriini proovis;
o Ases/Asgs < 1,5 — néitab fukourobiliini suhtelist sisaldust fukoerdtriinis.

K&rgpuhta C-fikotstaniini spektrit iseloomustavad enamasti jargmised néitajad: As2o/Azs0 >
3,5 ja Aes1/As20 < 0,3 (néitab allofiikotslianiini esinemist proovis).
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2. Ldanemere punavetikas Furcellaria lumbricalis

Punavetikas F. lumbricalis on levinud Atlandi ookeani ida- ja lddneosas, Barentsi merest Biskaia
laheni ning eriti arvukalt riimveelises Lddnemeres. Kuni 1960. aastateni paiknesid selle
vetikaliigi maailma Ghed suurimad varud Taanis Kattegatis [16]. Kuigi F. lumbricalis on Pdhja-
Atlandil laialdaselt levinud, paiknevad selle varud Gldjuhul toonduslikuks rakendamiseks liialt
hajutatult. Rikkalike varude tdttu on F. lumbricalis Léanemere ainsaks toondusliku vaartusega
vetikaliigiks.

F. lumbricalis Uks rikkalikumaid esinemiskohti (tiheda vetikamati kujul) asub Ladnemeres Eesti
territoriaalvetes ning on tuntud Kassari vetikaplasti nime all [17-21]. Selle vetika biomassist
toodetakse Saaremaal Karlas juba aastast 1967 geelistuvat tardainet (tuntud nimetuse
,Estagar” all), mis keemilises mottes kujutab endast teatud vaavlit sisaldavate
polisahhariidide (furtsellaraani) segu. Suure biomassi tottu (ligikaudu 150 000 tonni
margkaalus) on Kassari vetikaplast iheks oluliseks Eesti taastuvaks loodusvaraks [21].

Lisaks geelistuvatele pollsahhariididele on paljud punavetikad aga ka rikkalikuks
mineraalainete, antioksiidantide ja pigmentide allikaks. Uhe olulisema fiikobiliproteiini,
R-fukoerdtriini tootmiseks sobivate punavetikaliikide varud maailmas on vaga piiratud.
Tanapdeval kasutatakse selle flikobiliproteiini tootmiseks peamiselt teatud Corallina ja
Porphyra liike ning aktuaalsed on R-flikoertriini tootmiseks uute sobivate vetikaliikide
otsingud [6]. F. lumbricalis kui vdaga tumeda varvusega vetikaliik (pigmentide rohkus annab
taimele Gldiselt tumedama varvuse) véib olla flikobiliproteiinide potentsiaalseks todstuslikuks
toormeks. Paraku ei ole seda aspekti antud vetikaliigi puhul veel uuritud.

13



3. Materjalid ja metoodika
3.1 Uuritud vetikasegu

Kdesolevas to0s uuritud punavetikasegu parines Ladnemerest ning sisaldas kuivmassilt
85-100% ulatuses F. lumbricalis ning 0—15% ulatuses Coccotylus truncatus kinnitumata vorme.
Vetikamass koguti perioodil marts — september 2014, puhastati ning hoiustati peale korjamist
jargmiselt:

a) vetikasegu pesti kraaniveega, seejarel demineraliseeritud veega, lleliigne vesi vajutati
massist valja ning segu hoiustati -20 °C juures;

b) pesemata vetikasegust vajutati lileliigne vesi vdlja ning vetikaid hoiustati -20 °C juures;

c) vetikasegu pesti kraaniveega, seejarel demineraliseeritud veega, lleliigne vesi vajutati
massist valja, segu kuivatati toatemperatuuril tugevas Ohuvoolus 48 h (voi
alternatiivselt lGofiliseerimisel) ning hoiustati -20 °C juures voi toatemperatuuril;

d) pesemata vetikasegust vajutati Uleliigne vesi vilja, segu kuivatati toatemperatuuril
tugevas ohuvoolus 48 h (voi alternatiivselt llofiliseerimisel) ning hoiustati -20 °C juures
vOi toatemperatuuril.

3.2 Eksklusioonikromatograafia

Fiikobiliproteiinide  kvantifitseerimiseks ja  puhtusastme  tuvastamiseks kasutati
eksklusioonikromatograafi slisteemi, mis koosnes Shimadzu Nexera X2 LC-30AD pumbast,
Nexera X2  SIL-30AC  proovide  automaatsisestajast, Prominence  CTO-20AC
kolonnitermostaadist, Prominence SPD-M20A dioodrividetektorist, Prominence RF-20A
fluorestsentsdetektorist ning kahest jarjestikku U(hendatud Shodex OHpak SB-804HQ
kolonnist, mida hoiti analllsi valtel 20 °C juures. Eluendina kasutati 50 mM
naatriumfosfaatpuhvrit (pH 6,8), mis sisaldas 300 mmol/l NaCl. Eluendi voolukiirus oli
0,7 ml/min. Kaliibrimiskdver molekulmasside tuvastamiseks koostati valkude standardite
(ferritiin, aldolaas, konalbumiin, ovalbumiin, karboanhiidraas, ribonukleaas A, aprotiniin)
pohjal ning fiikobiliproteiinide sisalduste maaramiseks vajalik kalibreerimine teostati
R-flikoer(triini (Sigma 52412) ja C-fukotsUaniini (Sigma 52468) standardainete baasil.
Fluorestsentsdetektori seadistustes kasutati flikoerditriini tuvastamiseks vaartusi Ex = 542 nm,
Em =575 nm ning flikotstaniini tuvastamiseks vaartusi Ex = 609 nm, Em = 643 nm. Uuritavad
proovid filtriti 1abi 0,45 um poorsusega regenereeritud tselluloosist membraani, ning sisestati
kromatograafilisse slisteemi (proovi ruumala 100 pl). Analiitsile eelnevalt hoiti proove 10 °C
juures proovide automaatsisestajas.
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3.3 Fiikobiliproteiinide eraldamine vetikamassist

Eeltdotluseks kasutati vetikate leotamist puhtas vees voi 50 mM naatriumfosfaatpuhvris
(pH 7,2). Vedelas lammastikus uhmerdati 8 g kiilmutatud kuivatamata (v&i varskeid) vetikaid
peeneks pulbriks. Alternatiivselt rakendati eelnevalt kilmutatud ja sulatatud vetikate
uhmerdamist liivaga, seejuures vedelat lammastikku ei kasutatud. Limmastikku ei kasutatud
ka kuivatatud vetikate jahvatamisel, mida Gldjuhul voeti 2 g.

Jahvatatud vetikamassile lisati 50 g ekstrahenti (puhas vesi vdi fosfaatpuhver) ning segati
magnetsegajaga 1,5 h. Seejarel dekanteeriti vedelik tahkelt massilt, lisati 50 g ekstrahenti ning
segati taas magnetsegajaga 1,5 h. Vajadusel korrati protseduuri kuni 3 korda.

Tahked vetikaosised eraldati lahusest tsentrifuugimisel 15 min 4 °C juures
kesktdombekiirendusel 15500 g. Vajadusel korrati tsentrifuugimist ning seejarel filtriti ekstrakt
Iabi 0,45 um poorsusega regenereeritud tselluloosist membraani.

3.4 Fiikobiliproteiinide puhastamine

Fiikobiliproteiine sisaldava ekstrakti tdiendavaks puhastamiseks kasutati ultrafiltrimist |abi 50
kDa poorsusega poliieetersulfoonmembraani (PES) kasutades Vivaflow 200 (Sartorius)
sisteemi. Puhastamise kaigus kogutud kollaka varvusega esmane filtraat sailitati
kromatograafiliseks analiilsiks. Membraani (50 kDa) mitteldbinud molekule ja
fukobiliproteiine sisaldav lahus kontsentreeriti ~50 ml ruumalani ning puhastati siisteemis
2 liitri ekstrahendiga (puhas vesi voi fosfaatpuhver). Puhastatud ja kontsentreeritud lahust
sailitati pimedas 4 °C juures ning kasutati 24 h jooksul kromatograafiliseks analisiks.

Fiikobiliproteiinide taiendavaks puhastamiseks kasutati sadestamist ammooniumsulfaadiga.
Selleks lisati punktis 3.3 saadud ekstraktile ammooniumsulfaati kuni killastunud soolalahuse
tekkeni. Lahust hoiti 2 h 4 °C juures. Seejarel eraldati sadestunud valgud lahusest
tsentrifuugimise teel, lahustati vees voi fosfaatpuhvris ning ammooniumsulfaat eraldati
proovist ultrafiltrimise teel eelkirjeldatud metoodika alusel.

3.5 Spektrofotomeetrilised mé6tmised

Spektroskoopilised modtmised teostati Shimadzu UV-1800 spektrofotomeetril kasutades
10 mm diameetriga kvartskiivette. R-flkoertriini kontsentratsiooni arvutamiseks kasutati
ekstinktsioonitegurit Esegnm = 2 000 000 Mt cm?.
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4. Tulemused ja arutelu
4.1 Esmane hinnang vetika F. lumbricalis sobivusele fiikobiliproteiinide eraldamiseks

Praktiliselt k&ik punavetikaliigid on vGimelised tootma valgulisi pigmente (flikobiliproteiine),
mis osalevad fotoslinteesiprotsessi energialilekandes ja voimaldavad taimel efektiivsemalt
kasutada nahtava valguse spektriosa. Suur osa punavetikaliikidest sisaldab flkobiliproteiine
aga sedavord madalates kontsentratsioonides, et nende valkude eraldamine vetika tallusest
ei ole majanduslikult otstarbekas.

Seevastu terve rida punavetikaid sisaldavad kiill markimisvaarsetes kogustes flikobiliproteiine,
kuid samuti on nendes liikides suur ka mitmesuguste lisandite hulk, mida on sageli keeruline
flikobiliproteiinidest hilisema puhastamisprotsessi kaigus eraldada. Sellisteks lisanditeks
vOivad olla erinevad valkudega interakteeruvad maldalmolekulaarsed ained, kdige sagedamini
aga mitmesugused vesilahustuvad pollisahhariidid (galaktaanid, ksiilaanid), mis on véimelised
juba vaga madalate pollimeeri sisalduste juures oluliselt suurendama lahuste viskoossust.
Viskoossete lahuste teke tehnoloogilises protsessis on darmiselt ebasoovitav nahtus, sest see
raskendab markimisvaarselt lahuste filtrimist, soodustab filtrite, membraanide ja
kromatograafiliste kolonnide ummistumist.

Sageli on valguliste pigmentide eraldamise eesmargiks saada vetikast kdrgpuhtal kujul katte
Uks kindel fukobiliproteiin, nt R-flikoerutriin, B-flikoeritriin voi C-flikotstianiin. Seetdttu on
oluline, et pigmentide eraldamiseks kasutatav tooraine sisaldaks véimalikult palju Ght tilpi
flkobiliproteiini ning véimalikult vahe (voi lldse mitte) teisi fikobiliproteiine. Oluline on
markida, et l[ahedase struktuuri tdttu on erinevat tllpi fikobiliproteiine liksteisest enamasti
eraldada palju keerulisem vorreldes mittevalguliste komponentide ja fiikobiliproteiinide
lahutamisega.

Laanemere vetikaliigi F. lumbricalis puhul on tdidetud mitu eelkirjeldatud kriteeriumit. Esiteks
leidub seda vetikaliiki Eesti territoriaalvetes (eelkdige Vainameres paiknevas Kassari
vetikaplastis) toonduslikult kasutatavates kogustes ning toorvetika omahind on suhteliselt
madal. Teiseks ei raskenda kdnealuses vetikaliigis esinevad poliisahhariidid (furtsellaraan)
oluliselt fiikobiliproteiinide eraldamisprotsessi. Furtsellaraan lahustub kuumas vees, kuid
flikobiliproteiinide ekstraktsiooniks kasutatavatel suhteliselt madalatel temperatuuridel
(4-25 °C) lahustub see pollisahhariid vees minimaalselt.

Sageli on valguliste pigmentide eraldamiseks ebasobivad ioota- voi lambda-karraginaani
sisaldavad vetikaliigid, sest nimetatud polisahhariidid lahustuvad markimisvaarselt juba
kiilmas vees ning annavad seejuures vaga viskoosseid lahuseid. Kassari vetikaplasti teine
dominantliik, punavetikas C. truncatus (mis kaasuva liigina sisaldub enamasti F. lumbricalis
biomassis), sisaldab kill ioota-karraginaani, kuid selle liigi osakaal vetikasegus on enamasti
vaike ja ei raskenda seetdttu margatavalt flikobiliproteiinide eraldamisprotsessi.

Niisiis on vetika F. lumbricalis puhul tdidetud esmased sobivuskriteeriumid, mistottu on
Oigustatud tdiendavad uuringud, selgitamaks selle vetikaliigi sobivust fiikobiliproteiinide
toonduslikuks toormeks.
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4.2 Fiikobiliproteiinide vordluspreparaatide iseloomustus

Fiikobiliproteiinide kdrgpuhastest anallltilistest preparaatidest on kommertsiaalsel kujul
kattesaadavad peamiselt R-flkoertriin, C-fliikotstaniin ja alloflikotstianiin, mille milligrammi
hind jaab 100 EUR ldhedale ning B-flikoerutriin maksumusega ~500 EUR/mg.

Fikobiliproteiinide tllpi ja puhtust iseloomustavad hasti nende vesilahuste
neeldumisspektrid. Kdesolevas uurimuses kasutati vordlusainetena R-flikoeritriini ja
C-flukotslaniini firmalt Sigma. Kuigi on teada, et punavetikad voivad sisaldada nii R- kui
C-fukotslaniini, ei ole R-flikotstianiin kdrgpuhtal kujul Gldiselt kommertsiaalselt kdttesaadav.
Seetdttu kasutati antud t66s vordlusainena tiksnes C-flikotstaniini.

Kasutatud R-fukoerutriini standardaine neeldumisspektrit (joonis 6) iseloomustavad
neeldumismaksimumid 566 ja 498 nm juures ning iseloomulik dlg 540 nm piirkonnas.
Neelduvuste vaartuste suhe 545 nm ja 498 nm juures on oluliseks indikaatoriks eristamaks
R-flikoer(triini B-fukoeritriinist. B-fikoerdtriini puhul on nimetatud neelduvuste suhe 2,5,
R-flikoer(triinil aga oluliselt vdiksem, jaades tlupiliselt 1,2 ldahedale. C-fukotsUaniini
iseloomustab (ks peamine neeldumismaksimum 620 nm ldhedal (joonis 6). R-fikotstaniini
neeldumisspektris esineb aga ka taiendav maksimum 550 nm juures. Seega on peamised
flikobiliproteiinid neeldumisspektrite spetsiifika pohjal kergesti dratuntavad. Mitme erineva
flikobiliproteiini iheaegne esinemine lahuses vOib aga spektrite interpreteerimist oluliselt
raskendada ning komponentide tuvastamiseks ja kvantifitseerimiseks tuleb kasutada
taiendavaid meetodeid, nt vedelikkromatograafiat.

566

0,107 R-fiikoeritriin 0,107 C-fukotsiianiin

0,08 A 0,08 1 620
» 0,064 w 0,064
=} >
> >
3 3
@ 0041 S 0,044
(] ()
2 b

0,02 - 0,02

0,00 - 0,00 -

300 400 500 600 700 800 300 400 500 600 700 800
Lainepikkus, nm Lainepikkus, nm

Joonis 6. R-flikoerditriini ja C-flikotsianiini standardite neeldumisspektrid vees (10x lahjendus,
lahusekihi paksus 10 mm).

Kdesolevas t6o6s kasutati fiikobiliproteiinide kvantifitseerimiseks ja  tapsemaks
iseloomustamiseks eksklusioonikromatograafiat. Antud meetodi puhul sisestatakse uuritav
proov poorse tdidisega kolonni, milles toimub segu lahutamine komponentideks nende
molekulmasside alusel — esmalt véaljuvad kolonnist suurema molekulmassiga (suurusega)
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komponendid (vdiksem retentsiooniaeg), hiljem vdiksemad molekulid (suurem
retentsiooniaeg). Tulemust vialjendab kromatogramm, millel x-telg tahistab tidpiliselt
retentsiooniaega (molekuli kolonnis viibimise kestvust), y-teljel esitatakse aga detektori
signaali tugevus (nditab kaudselt komponendi kogust proovis). Antud t60s kasutati iheaegselt
nii dioodrivi- kui fluorestsentsdetektorit. Dioodrividetektor vdimaldab iga proovis esineva
komponendi puhul registreerida selle kogu neeldumisspektri (antud t66s 190-800 nm
ulatuses), mislabi on voimalik komponente lisaks nende sisalduste maaramisele ka
identifitseerida ilma vordlusaineid kasutamata. Fluorestsentsdetektori abil seevastu on
vOimalik vaga selektiivselt tuvastada kindlaid molekule darmiselt suure tundlikkusega. Kuna
flikobiliproteiinid on tugevalt fluorestseeruvad (ihendid, siis on fluorestsentsdetektori
rakendamisel neid vdimalik tuvastada ka vaga madalate sisalduste korral.

Kasutatud R-flikoeritriini ja C-flkotstaniini vordluspreparaatide kromatogrammid on
esitatud joonistel 7 ja 8. Samas on naidatud ka nende valkude kuumutamisel denatureerunud
vormide kromatogrammid. Fiikobiliproteiinide denatureerumise jalgimine on oluline, sest
nende denatureerunud vormide valgusneelduvus (varvusintensiivsus) ja fluorestsentsi
tugevus vahenevad oluliselt. Seetdttu tuleb eraldamisprotsessi kdigus fiikobiliproteiinide
denatureerumist igati valtida.

(a) FE 280 nm (b) FE Ex =542 nm
Em =575 nm

——

(1) (1)
den-FE den-FE
@ N @ N
10 20 30 10 20 30
Retentsiooniaeg, min Retentsiooniaeg, min

Joonis 7. R-fukoeritriini standardi (Sigma) 10x lahjendatud vesilahuse (1) ja selle
kuumutamisega (3 min 100 °C juures) denatureeritud vormi (2) kromatogrammid dioodrivi (a)
ja  fluorestsentsdetektori (b) kasutamisel. FE — flkoeritriinile vastav  piik,
den-FE — denatureerunud flikoeriitriinile vastav piik.

Fiikobiliproteiinide neeldumisspektrite spetsiifika (spektrite kuju) ei muutu sageli
denatureerumise kaigus oluliselt ja seetdttu ei ole nende valguliste pigmentide spektrid
denatureerumise tuvastamiseks kuigi head indikaatorid. Nii iseloomustavad R-fikoerutriini
denatureerunud vormi neeldumismaksimumid 559 ja 498 nm juures, natiivsel (kuumutamata)
kujul esinevad aga maksimumid 566 ja 498 nm juures. C-fikoerutriini kuumutamisega spektri
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kuju olulist muutust aga ei kaasne. R-flikoerutriini molekulmass seevastu langeb kuumutamise
kdigus margatavalt (retentsiooniaegade muutus 20,82 min juurest 24,72 min juurde),
C-flikotstaniini molekulmass aga kuumutamisel markimisvadrselt ei muutu (joonis 8).
Pohjuseks on asjaolu, et R-flkoertriin esineb lahuses tilitpiliselt heksameeridena, mis
lagunevad kuumutamisel oluliselt vaiksemateks trimeerideks. Fiikotstianiinid aga esinevad
lahustes peamiselt trimeeridena (kuigi vaike osa esineb ka suuremate Uhikutena), mistdttu
kuumutamine nende molekulmassile markimisvaarset moju ei avalda.

(a) (b) FT
FT
Ex =542 nm
280 nm “ Em =575 nm
FT
(1) (1) FT
den-FT den-FT
10 20 30 10 20 30

Retentsiooniaeg, min Retentsiooniaeg, min

Joonis 8. C-flkotslianiini standardi (Sigma) 10x lahjendatud vesilahuse (1) ja selle
kuumutamisega (3 min 100 °C juures) denatureeritud vormi (2) kromatogrammid dioodrivi (a)
ja fluorestsentsdetektori (b) kasutamisel. FT — flkotstaniinile vastavad piigid,
den-FT — denatureerunud flikotstaniinile vastav piik.

4.3 Fiikobiliproteiinid Lidnemere vetikast F. lumbricalis
4.3.1 Eraldamine ja tuvastamine

Flkobiliproteiinide efektiivseks eraldamiseks vetikast F. lumbricalis on vajalik vetika
rakuseinte efektiivne purustamine. Vadrskete vetikate puhul vdib selleks kasutada
uhmerdamist liivaga vOi vintske biomassi rabestamist vedelas lammastikus koos
homogeniseerimisega. Liivaga uhmerdamine on vaga efektiivne ja energiasaastlik meetod,
kuid saadavat pastataolist massi on raske lahustumatust materjalist puhastada. Vedela
[ammastiku kasutamine on kulukas ning uhmerdamisprotsessi kaigus vetikaosakestele
kondenseerunud niiskus ja sellega kaasnev jaakristallide teke raskendavad monevorra massi
homogeniseerimist. Kolmanda voimalusena saab rakendada vetikate kuivatamist, misjarel
vetikamassi on voimalik kerge vaevaga peenestada uhmris vGi spetsiaalses veskis. Madala
niiskusesisaldusega (alla 10%) vetikamassi saab F. lumbricalis talluse filamentja morfoloogia
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tottu holpsasti tolmpeeneks jahvatada. Paljude teiste punavetikaliikide puhul on kuiva
vetikamassi jahvatamine nende talluse massiivse morfoloogia vdi suure tselluloosisisalduse
tottu problemaatiline. Rakuseinte tdiendavaks |6hkumiseks vdib varsked vetikad ka -20 °C
juures kilmutada ning alles seejarel kuivatada ja jahvatada.

Antud t66 kaigus selgus, et purustamata vetikate (varsked, kilmutatud voi kuivatatud)
monetunnisel leotamisel puhtas vees vdi puhverlahuses, eraldub nendest lahusesse
markimisvaarses koguses kollakaspunaseid varvaineid. Hilisema anallilsi kaigus selgus, et
tegemist on suhteliselt vdikse molekulmassiga Uhenditega, mis ei ole filikoerutriinid ega
fikotslaniinid. Sellisel viisil leotatud vetikate hilisemal tdiendaval pesemisel (pesuvett ei
sailitata) ja jahvatamisel on vdoimalik saada oluliselt puhtam fikobiliproteiine sisaldav produkt.

Jahvatamisjargselt lisatakse vetikamassile ekstrahent, milleks voib olla puhas vesi voi
puhverlahus. Vetika F. lumbricalis puhul liigub enamus ekstraheeruvaist flkobiliproteiinidest
lahusesse Uhe tunni jooksul. Protsessi kiirendab vedeliku pidev segamine. Tahked osakesed
eraldatakse flkobiliproteiine sisaldavast lahusest tsentrifuugimise ja sellele jargneva filtrimise
teel. Kirjeldatud meetodil saadud ekstrakti eksklusioonikromatograafia kromatogrammid
erinevatel detekteerimisviisidel on esitatud joonisel 9. Fikoeritriinile optimiseeritud
fluorestsentsdetektori seadistuse (ergastamine 542 nm ja registreerimine 575 nm juures)
kasutamisel on voimalik Glitundlikult tuvastada vaid fukoerutriini, seejuures jaavad lisandid
tudpiliselt detekteerimata. Dioodrividetektoriga registreeritud kromatogrammid erinevatel
lainepikkustel annavad proovi ja selles leiduvate lisandite kohta kullaltki olulist infot.
Lainepikkusel 280 nm on F. lumbricalis ekstraktis ndha peamiselt madalamate molekulmassi
vadrtustega lisandid. 498 ja 566 nm lainepikkustel, mis vastavad flkoerutriini
neeldumismaksimumidele, on lisaks lisanditele selgelt ndha ka R-flikoeritriini esinemine
proovis. Lainepikkuse 620 nm kasutamine vdimaldab tuvastada fiikotsiianiini ning 648 nm
lainepikkus alloflikotstaniini. Kui proovis esinevad Giheaegselt nii flikoerdtriin kui fikotsianiin,
tuleks fiikoeritriini kvantifitseerimisel eelistada lainepikkust 498 nm, sest see jaab
flkotsuaniini neeldumismaksimumist (620 nm) kaugemale.

Tulemused néitavad (joonis 9), et vetikast F. lumbricalis fosfaatpuhvris saadud ekstrakt
sisaldab fukobiliinidest margatavas koguses R-flikoerutriini (tlitp kinnitatud neeldumisspektri
alusel), vaikestes kogustes alloflikotslianiini ja vaga vaikestes kogustes flikotstianiini. Samuti
esineb  ekstraktis rohkesti tundmatuid nadhtavas spektriosas valgust neelavaid
madalmolekulaarsemaid (varvilisi) komponente.

Vordlevalt ekstraheeriti fikobiliproteiine Vaikse ookeani vetikast Porphyra yezoensis. Seda liiki
kasutatakse Aasias flikobiliproteiinide toonduslikuks tootmiseks. Tulemused néitavad
(joonis 10), et P. yezoensis ekstrakt sisaldab vahem madalmolekulaarseid Ghendeid, rohkesti
flkoerutriini ning margatavas koguses flikotstaniini ja allofiikotsiianiini. Lisaks tlitipilisele
flikoerutriinile esines selle vetikaliigi ekstraktis ka fikoerttriinile [ahedase neeldumisspektriga
Uhendeid, mille molekulmass oli heksameeridena esineva fiikoeritriini omast oluliselt
madalam. Téen&oliselt voivad need Ghendid olla fikoeritriini monomeerid. Paljude valguliste
pigmentide Uheaegse esinemise tottu vOib vetikat P. yezoensis pidada kérgpuhaste
flikobiliproteiinide eraldamise seisukohast halvemaks toormeks kui vetikat F. lumbricalis.
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Joonis 9. Vetikast F. lumbricalis parineva R-flikoeritriini sisaldava lahuse normaliseeritud
y-telje skaalaga (0,18-20x skaleering) kromatogrammid fluorestsentsdetektori (1) ja
dioodrividetektori (2—5) kasutamisel. Ultrafiltrimata proovid eraldatud ekstraktsioonil 50 mM
naatriumfosfaatpuhvris (pH 7,2). FE — flikoerdtriinile vastav piik, FT — flikotstaniinile vastav
piik, AT — alloflikotslaniinile vastav piik. Flkobiliproteiinide ekstraktsiooniks kasutati
pesemata varskelt kiilmutatud vetikat, mis purustati vedelas [ammastikus uhmerdamise teel.
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Joonis 10. Vetikast Porphyra yezoensis parineva R-flkoeritriini sisaldava lahuse
normaliseeritud y-telje skaalaga (0,03-5x skaleering) kromatogrammid fluorestsents-
detektori (1) ja dioodrividetektori (2-5) kasutamisel. Ultrafiltrimata proovid eraldatud
ekstraktsioonil 50 mM naatriumfosfaatpuhvris (pH 7,2). FE — flkoeritriinile vastav piik,
FE-2 — fiikoeritriinile lahedase neeldumisspektriga komponendile vastav piik, FT —
flikotstaniinile vastav piik, AT - alloflikotsiianiinile vastav piik. Fukobiliproteiinide
ekstraktsiooniks kasutati pestud kuivatatud vetikat, mis purustati uhmerdamise teel.

Uuritud vetikates sisalduva flikoer(triini tlilp tuvastati eksklusioonikromatograafia abil
lahutatud komponentide neelduvusspektrite alusel. Vetikas F. lumbricalis esineva
flikoerdtriini neeldumisspekter (joonis 11) on iseloomulik R-fikoeritriinile. Allofikotslaniini
esinemine kinnitati 648 nm juures esineva neeldumismaksimumi pdhjal. Kuna allofiikotstianiin
valjub kromatograafilisest kolonnist R-flikoeritriini ldhedal, siis esinevad spektris ka
R-flukoerditriinile iseloomulikud neeldumismaksimumid. Vetikas P. yezoensis esineb samuti
R-flkoer(triin, mille spekter erineb ménevorra samas vetikas leiduvast madalmolekulaarsema
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flkoeritriinile lahedase komponendi spektrist (joonis 12). Samuti tuvastati C-flikotsaniini
esinemine selles vetikaliigis.

R-flikoeriitriin 566 R-flkoeritriin + alloflikotstaniin
0,025 - 0,010 -
540
498 566
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Joonis 11. Vetikast F. Ilumbricalis parineva R-fukoerutriini ning R-flkoeritriini ja
allofiikotstaniini segu neeldumisspektrid. Spektrite registreerimine toimus
vedelikkromatograafi dioodrividetektoris (komponendid esinevad joonisel 9 esitatud
kromatogrammidel).
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Joonis 12. Vetikast Porphyra yezoensis parineva R-flikoeritriini (1), fikoeritriinile lahedase
neeldumisspektriga komponendi (2) ja C-fikotstaniini neeldumisspektrid. Spektrite
registreerimine toimus vedelikkromatograafi dioodrividetektoris (komponendid esinevad
joonisel 10 esitatud kromatogrammidel).
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Selgus, et ekstrahendi valik mdjutab oluliselt vetika F. lumbricalis biomassist lahusesse
liilkuvate komponentide spetsiifikat. Vorreldes 50 mM naatriumfosfaatpuhvris ja puhtas vees
ekstraheeritud produktide kromatogramme (joonis 13) selgub, et vees ekstraheeritud
produktis leidub lisaks R-flkoerdtriiline ka veidi suurema molekulmassiga flkoerdtriini
sarnaseid tihendeid. Need komponendid on kromatogrammil nahtavad spetsiifilise 6lana ning
on tdendoliselt R-flukoeritriini sisaldavad agregaadid. Seevastu puudusid puhtas vees
eraldatud ekstraktides flikotslianiin ja alloflikotstianiin ning ka osade madalmolekulaarsemate
komponentide sisaldused olid neis proovides madalamad.

(a) FE (b)
Ex =542 nm
Em =575 nm
280 nm
(1)
(1) (2)
|l T T (2) |l T T
10 20 30 10 20 30
Retentsiooniaeg, min Retentsiooniaeg, min
(c) (d)
498 nm ” 620 nm

FE k\
FT/AT (1)

10 20 30 10 20 30
Retentsiooniaeg, min Retentsiooniaeg, min

Joonis 13. Vetikast F. lumbricalis parineva R-flikoeritriini sisaldava lahuse kromatogrammid
fluorestsentsdetektori (a) ja dioodrividetektori (b, c, d) kasutamisel. Ultrafiltrimata proovid
eraldatud ekstraktsioonil puhtas vees (1) ja 50 mM naatriumfosfaatpuhvris, pH 7,2 (2).
FE — fukoerutriinile vastav piik, FT/AT — fukotstaniinile ja alloftikotstaniinile vastav piik.
Flikobiliproteiinide ekstraktsiooniks kasutati pestud ja seejarel kuivatatud vetikat, mis
purustati vedelas [ammastikus uhmerdamise teel.
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Antud tulemused naditavad, et puhverlahuse kasutamine lagundab liialt fikobilisoomi, mille
tulemusena vabaneb selle keskmes olev alloflikotslianiin. Puhta vee kasutamine aga
suurendab monevorra R-flkoeritriini heterogeensust. Seetdttu soltub ekstrahendi valik
edasistest R-flikoeritriini puhastusmeetoditest — teatud juhtudel vdoib osutuda lihtsamaks
flkoer(triini ja fukotstianiini teineteisest eraldamine, monel juhul on aga flikoerutriini
agregaadid produktist paremini eemaldatavad.

Erilist tahelepanu vaarivad punavetikas F. lumbricalis esinevad fiikobiliproteiinidest oluliselt
vaiksema molekulmassiga ained. Kromatograafiliselt tuvastati vahemalt 4 sellise
pohikomponendi esinemine kdnealuses vetikas. Nimetatud tGhendite neelduvusspektrid on
esitatud joonisel 14. Antud t66s neid komponente ei identifitseeritud ning nende omadusi
pohjalikumalt ei uuritud. Siiski voivad need kollakaspruunid ained osutuda vaartuslikeks
looduslikeks varvaineteks voi olla potentsiaalse bioloogilise aktiivsuse (nt antioksiidantsete,
antibakteriaalsete, viirusevastaste omaduste) tottu olulised mitmetes valdkondades.
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Joonis 14. \Vetikast F. lumbricalis parinevate kollakaspruunide komponentide
neeldumisspektrid. Komponentide retentsiooniajad: 26,98 min (1), 27,67 min (2), 28,93 (3) ja
29,36 (4). Spektrite registreerimine toimus vedelikkromatograafi dioodrividetektoris
(komponendid esinevad joonisel 13 esitatud kromatogrammidel).

4.3.2 Taiendav puhastamine

Flikobiliproteiine sisaldava esmase ekstrakti puhastamiseks on mitmeid vdimalusi.
Madalmolekulaarsete lisandite (nt soolad, teised pigmentained) eemaldamiseks kasutatakse
sageli dialtUsimist voi ultrafiltrimist. Viimane on oluliselt kiirem protsess ning vdimaldab
madalmolekulaarsetest lisanditest vabaneda juba mdéne tunni jooksul. Kui eesmargiks on vaid
anorgaaniliste soolade eemaldamine, annab kiireima tulemuse katioone ja anioone siduvate
ioonvahetusvaikude kasutamine.
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Antud t606s kasutati produkti tdiendavaks puhastamiseks ultrafiltrimist l1abi 10 kDa voi 50 kDa
polieetersulfoonmembraani. Joonisel 15 on esitatud vetikast F. lumbricalis parineva
flikobiliproteiine sisaldava ekstrakti eksklusioonikromatograafia kromatogrammid enne ja
parast ultrafiltrimist. Selgub, et ultrafiltrimisel 1abi 50 kDa poorsusega membraani liiguvad
kollakaspruunid komponendid praktiliselt taielikult filtraati. Samasugust olukorda taheldati ka
10 kDa membraani kasutamisel. Seejuures ei ole vdimalik kasutatud membraanidega eraldada
flkoeritriini  fukotstianiinist v6i alloflikotslianiinist. Tdenaoliselt voimaldaks nende
molekulide eraldamist 100 kDa voi veidi suurema poorsusega membraan. Leiti, et
ultrafiltrimisel eraldatud madalmolekulaarsemad lisandid UV-valguses praktiliselt ei
fluorestseeru (joonis 16). Oluline on markida, et antud katse puhul sisaldas ka vees
ekstraheeritud produkt vahesel maaral allofliikotsiianiini. PGhjuseks on asjaolu, et liivaga
uhmerdamisel purustatakse vetikate rakud vaga efektiivselt ning flikobilisoomid lagunevad
ekstraktsiooni kaigus seetdttu samuti olulisel maaral.

(a) ) (b) .

AT J _3)
FE “
FE AT
(2)
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(1)
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Joonis 15. Vetikast F. lumbricalis parineva R-flikoerutriini sisaldava lahuse kromatogrammid
dioodrivi (280 nm) detektori kasutamisel. (a) Ultrafiltrimata proovid eraldatud ekstraktsioonil
50 mM naatriumfosfaatpuhvris, pH 7,2 (1) ja puhtas vees (2); (b) 50 mM
naatriumfosfaatpuhvris (pH 7,2) eraldatud proovid enne (1) ja parast (2) ultrafiltrimist labi
50 kDa membraani ning filtraat (3). FE — fikoeritriinile vastav piik, AT — alloflikotstaniinile
vastav piik, K — kollakaspruunidele lisanditele vastav piik. Flikobiliproteiinide ekstraktsiooniks
kasutati pesemata varskelt kiilmutatud vetikat, mis purustati liivaga uhmerdamise teel.
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(a) Lisandid R-flkoer(triin (b) Lisandid R-flikoerdtriin

(€)  c-fiikotsiianiin R-fukoerutriin (d)  c-fikotsiianiin R-fukoerutriin

Joonis 16. Vetikast F. lumbricalis parineva ekstrakti ultrafiltrimisel saadud kollakaspruune
lisandeid sisaldav filtraat (vasakul) ja 50 kDa membraani mitteldabivaid molekule (peamiselt
R-flikoer(triini) sisaldav lahus pdevavalguses (a) ja UV-valguses 312 nm juures (b) ning
C-fukotslaniini ja R-fikoerdtriini analldtiliste standardainete vesilahused paevavalguses (c) ja
UV-valguses (d).

Joonisel 15b esitatud kromatogrammidelt on siiski ndha, et ultrafiltritud proovis sisaldub peale
flikobiliproteiinide veel tdiendavaid lisandeid. Seda kinnitab ka proovi neeldumisspekter
(joonis 17), milles on nahtav oluline neelduvuse tous 300 nm juures ja sellest madalamatel
lainepikkustel. Retentsiooniajal 15 min, mis vastab ({htlasi kasutatud kolonnide
eksklusioonilimiidile, on kromatogrammidel (joonis 15) ndha vdga suure molekulmassiga (lle
1000 kDa) komponentide esinemine proovis. Nendeks lisanditeks on tdendoliselt vetikas
esinevad polusahhariidid (furtsellaraan), mille kiilge v3ib olla osaliselt seondunud ka valgulisi
pigmente. Lisaks alloflikotstaniinile esineb ultrafiltritud proovis ka sellest veidi vdiksema
molekulmassiga komponente (ndhtavad 6lana alloflikotsiianiinile vastaval piigil, joonis 15b).
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Joonis 17. Vetikast F. lumbricalis péarineva ultrafiltritud R-flikoeritriini sisaldava 50 kDa
membraani mitteldbiva ekstrakti (a) ja kollakaspruune lisandeid sisaldava filtraadi (b)
neeldumisspektrid. Fikobiliproteiinide ekstraktsiooniks puhtas vees kasutati pesemata
varskelt kiilmutatud vetikat, mis purustati vedelas lammastikus uhmerdamise teel.

Bioloogiliste  proovide puhastamiseks kasutatakse sageli valkude sadestamist
ammooniumsulfaadi lahuses. Seda meetodit saab rakendada ka flikobiliproteiinide
eraldamiseks lahusest ning taiendavaks puhastamiseks. Joonisel 18 esitatud
kromatogrammidelt ndhtub, et sadestamine eraldab proovist olulise osa mittevalgulisi
madalmolekulaarsemaid komponente. Seejuures ei eraldu aga proovist kdrgmolekulaarsed
polilisahhariidid. Ammooniumsulfaadiga sadestamine suurendab margatavalt
flikobiliproteiine sisaldavate proovide puhtust ning voimaldab nende hdlpsat eraldamist
lahusest, kuid hilisemas protsessis tuleb sel viisil puhastatud proovidest taiendavalt eraldada
proovidesse jaanud ammooniumsulfaat diallilisimise, ultrafiltrimise vdi ioonvahetuse teel.

Katsetulemuste pohjal vdib 6elda, et vetika F. lumbricalis biomassist parinevast ekstraktist
saab valmistada toituainetddstuse nouetele vastava puhtusastmega R-flkoerutriini
(kontsentreeritud vesilahuse kujul) kasutades ultrafiltrimise tehnikat. Analtdtilise puhtusega
R-fukoerditriini tootmiseks tuleb aga rakendada geelfiltratsiooni, eksklusiooni-, afiinsus- voi
paisutatud taidisega kromatograafiat.
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Joonis 18. Ammooniumsulfaadiga sadestamise teel puhastamata (1) ja puhastatud
(2) ultrafiltritud (50 kDa) R-fikoer(triini sisaldava lahuse kromatogrammid dioodrivi (a) ja
fluorestsentsdetektori (b) kasutamisel. FE — fikoerutriinile vastav piik, FT/AT — flikotstaniinile
ja allofiikotstaniinile vastav piik. Flkobiliproteiinide ekstraktsiooniks puhtas vees kasutati
pesemata varskelt kiilmutatud vetikat, mis purustati vedelas lammastikus uhmerdamise teel.

4.3.3 Sisaldus

Flkobiliproteiinide tdéondusliku eraldamise seisukohast on vaga oluline teada nende
pigmentide sisaldust vetika biomassis. T00 tulemusel tuvastati, et vetika F. lumbricalis
kuivmassis sisaldub ligikaudu 0,1% R-fukoerutriini. Seejuures soltub kattesaadava
flkoerutriini kogus suuresti vetika purustamise metoodikast ning kasutatud ekstrahendist
(joonis 19). Korgemaid R-fukoeritriini saagiseid andis ekstraktsioon fosfaatpuhvris, vees
ekstraheeritud proovide puhul jaid saagised 20-45% vdrra madalamaks. Suurimaid saagiseid
andis vetikate uhmerdamine liivaga, monevorra vaiksemaid R-flkoerttriini saagiseid saadi
vedelas lammastikus varskete voi eelnevalt kuivatatud vetikate homogeniseerimisel. Selgus,
et vetikate pesemine demineraliseeritud veega otseselt R-flikoerttriini kadusid ei p&hjusta,
kuid voib teatud maaral mojutada saagist ekstrahendi modifitseerimise kaudu (vdaheneb
mereveest pdrinevate soolade kontsentratsioon lahuses). Ka mitmetunnisel jahvatamata
vetikate leotamisel vees voi puhverlahuses ei liigu vetikast lahusesse margatavas koguses
R-fukoer(triini. Seetdttu osutub puhtama I8pp-produkti saamise seisukohast otstarbekaks
vetikate leotamine enne jahvatamis- ja ekstraktsiooniprotsessi.
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Joonis 19. Flikoerutriini ekstraktsioonisaagis vetika F. lumbricalis kuivmassi suhtes eraldamisel
50 mM naatriumfosfaatpuhvris (pH 7,2) véi puhtas vees. Ekstraktsiooniks kasutati varskelt
kGlmutatud, varskeid voi kuivatatud vetikaid, mis pesti eelnevalt demineraliseeritud veega (P)
vOi jaeti pesemata (S), peenestati uhmerdamisel liivaga (proov nr 1) vdi vedelas [ammastikus
(proovid nr 2-5).

Peeneks jahvatatud vetikamassist liiguvad flikobiliproteiinid lahusesse kiiresti. Juba 1,5 h
moddudes on x90% R-flikoerUtriini maksimaalsest ekstraktsioonisaagisest saavutatud (joonis
20). Jargneva 1,5 h jooksul ekstraheerub veel *9% ning seejarel Giksnes 1% ekstraheeritavast
R-fukoer(triinist. Seetdttu ei ole otstarbekas flkobiliproteiine F. lumbricalis jahvatatud
biomassist Ule 3 h ekstraheerida.
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Joonis 20. Fukoeritriini ekstraktsioonisaagis vetika F. lumbricalis kuivmassist eraldamisel
50 mM naatriumfosfaatpuhvris pH 7,2 (1) vdoi puhtas vees (2). Jarjestikusteks
ekstraktsioonideks (ekstraktsioonid nr 1-3) kasutati pesemata varskelt kilmutatud vetikaid,
mis purustati vedelas lammastikus uhmerdamise teel. Ekstrahendi ja kuivatamata vetikate
massisuhe oli 7 ning ihe ekstraktsiooni kestvus 1,5 h.
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0,1%-list R-fukoer(triini sisaldust punavetika kuivmassis tuleb lugeda suhteliselt kdrgeks
naitajaks. Selle fiikobiliproteiini sisaldus Vaikse ookeani punavetika P. yezoensis kuivmassis,
millest neid valgulisi pigmente ka toonduslikes mastaapides eraldatakse, on kaesolevas t60s
kasutatud flikoeritriini eraldamise metoodikat kasutades vaid 4 korda kdrgem (0,4%).
Kirjanduse andmetel jadb filikoerutriini sisaldus paljudes punavetikaliikides, mida selle
valgulise pigmendi toormena oleks potentsiaalselt voimalik kasutada, vahemikku 1,24-0,03%

vetika kuivmassist (tabel 1).

Tabel 1. R-flikoerutriini sisaldused monede punavetikaliikide kuiv- voi margmassis

Punavetikaliik

Sisaldus

kuivmassis, %*

Sisaldus

margmassis, %*

Kirjandusviide

Palmaria palmata

Porphyridium cruentum**

Grateloupia turuturu
Porphyra haitanensis
Porphyra yezoensis
Amphiroa anceps
Corallina elongata
Chondrus crispus
Rhodosorus marinus**
Polysiphonia urceolata
Portieria hornemannii
Gracilaria corticata
Gracilaria edulis
Gracilaria salicornia
Gelidiella acerosa
Gelidium pusilum
Hypnea esperi
Acanthophora spicifera

Sarconema filiforme

Gracilaria lemaneiformis

Gracilaria crassa
Laurencia papillosa

Gracilaria verrucosa

0,84-1,24
0,07-1,64
0,12-0,44
0,15
0,08-0,094
0,07
0,06
0,04
0,03

0,07-0,15
0,12
0,08
0,07
0,06
0,05
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04

0,02-0,04

0,02
0,014

[8, 22]

[23]
[14]
[24]
[25]
[26]
[6]
[27]
[28]
[5]
[29]
[29]
[29]
[29]
[29]
[29]
[29]
[29]
[29]
[30]

[31, 32]

[29]
[12]

* Sisaldused on antud erineva puhtusastmega fiikoerutriinide kohta.

** Sisaldab B-fukoerutriini.
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4.3.4 Tooraine kvaliteet

Kirjanduse andmetel voib flkobiliproteiinide sisaldus punavetikates sdltuda nii
keskkonnatingimustest kui sesoonist. Peamised flikoerutriini sisaldust mdjutavad tegurid on
valgustingimused, toitainete sisaldus keskkonnas ja temperatuur. Lammastikuvaeses
keskkonnas lagundatakse fiikobiliproteiine ning nendest vabanevat lammastikku kasutab
vetikas oma elutegevusprotsessides. Valgustingimuste halvenemisel tlitpiliselt pigmentainete
slintees intensiivistub. Samuti on taheldatud, et vaga intensiivsest valgusest tingitud stressi
tingimustes voib flkobiliproteiinide siintees organismis samuti suureneda.

Kassari punavetikakoosluse erinevates osades valgustingimused oluliselt ei muutu,
F. lumbricalis kasvab koosluse piires tllpiliselt 4-10 m sligavusel. Kdesolevas uuringus ei
tuvastatud olulist séltuvust vetika kasvamispiirkonna ja talluse flkobiliproteiinide sisalduse
vahel. Samuti ei tuvastatud séltuvust vetikate korjamise ajast (marts — september). Seega
antud vetikaliigi puhul tdenaoliselt ei mdjuta vetikamassi korjamise aeg ja koht oluliselt sellest
eraldatava R-fiikoeritriini toonduslikku kvaliteeti.

Seevastu tuvastati, et ekstraktsiooniks kasutatava vetikamassi hoiustamistingimused
mojutavad oluliselt sellest eraldatavate flkobiliproteiinide sisaldusi ja puhtusastet. Kuigi leiti,
et vetikamassi kuivatamine ja liihiajaline toatemperatuurne hoiustamine (mdned nadalad)
oluliselt eraldatava produkti puhtusele moju ei avalda, tuleb vetikamassi hoida
toatemperatuuril voimalikult lGhikest aega. Mitme kuu pikkune kuivatatud vetikate hoidmine
20 °C juures pohjustab R-flikoeritriini heksameeride degradatsiooni, suurendab
madalmolekulaarsemate lisandite hulka ning vahendab mitmeid kordi fikobiliproteiinide
sisaldusi vetikas. Taheldati, et pikemat aega toatemperatuuril seisnud kuivatatud vetikamassi
ekstraktsioonil liigub ekstrakti ka margatav kogus alloflikotstaniini, mis viitab fliikobilisoomide
lagunemisele ja raskendab tunduvalt R-flikoeritriini puhastamisprotsessi. Sobivaim vetikate
hoiustamise viis on nende varskelt kiilmutamine vGi suhteliselt kiire kuivatamine (mitte otsese
paikesevalguse kaes) ning sellele jargnev hoiustamine -20 °C juures. Kuna fikobiliproteiinid
lagunevad valguse toimel, on oluline vetikaid hoiustada pimedas.
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Kokkuvote

Laanemere punavetikas F. lumbricalis sisaldab arvestatavates kogustes R-flkoer(triini
(0,1% kuivmassist), mida on vdimalik suhteliselt kergelt vetikast eraldada.
Ekstraktsiooniprotsessi lihtsustab oluliselt selles punavetikas esinevate poliisahhariidide
(furtsellaraani) halb lahustuvus kiilmas vees, mistdttu satub neid polimeere
flkobiliproteiinide eraldamisel lahusesse vahe. Flikotstaniini sisaldus F. lumbricalis biomassis
on vaga vaike.

Suurimaid  R-fikoeritriini  saagiseid annab  purustatud vetikate ekstraktsioon
naatriumfosfaatpuhvris, kuid selle ekstrahendi kasutamine pdhjustab fikobilisoomides
esineva allofikotstianiini liikumist ekstrakti ning vahendab |8pp-produkti puhtust.
Ekstrahendina puhta vee kasutamisel jaavad R-fiikoeritriini saagised 20-45% vorra
madalamaks vorreldes samades tingimustes fosfaatpuhvris eraldatud produktidega.

F. lumbricalis sisaldab suhteliselt suurtes kogustes madala molekulmassiga (alla 10 kDa)
kollakaspruune pigmente, mille esinemine raskendab mdnevdrra R-flikoerttriini puhastamist.
Neid komponente saab eraldada purustamata vetikamassi leotamisel vees, R-flikoer(triini
sisaldava ekstrakti ultrafiltrimise voi fikobiliproteiinide ammooniumsulfaadiga sadestamise
teel. Nimetatud madalmolekulaarsed pigmendid on R-fikoeritriini eraldamise
korvalproduktiks ning voivad olla vaartuslikud mitmetes toiduainetddstuse ja meditsiini
valdkondades.

Kaesolevas uuringus ei tuvastatud R-fUkoerutriini sisalduse olulist séltuvust F. lumbricalis
kasvukohast Vainameres ega ka sesoonist. Vdaga oluline on aga vetikamassi dige hoiustamine
enne fukobiliproteiinide ekstraktsiooni. Kuivatatud vetikaid ei ole soovitav hoida pikemat aega
toatemperatuuril, sest see tingib R-fikoeritriini degradatsiooni ning vdéib oluliselt langetada
selle pigmendi sisaldust vetikasegus. Soovitatav on vetikaid hoiustada -20 °C juures
kuivatamata voi eelnevalt kuivatatud kujul. Viimasel juhul on lihtsustatud F. lumbricalis
biomassi jahvatamine, mis voimaldab saada kergema vaevaga suuremaid saagiseid.

Eeltoodust tulenevalt voib vetikat F. lumbricalis pidada heaks R-flikoeritriini téonduslikuks
toormeks.
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