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Sissejuhatus 

Punavetikatele annavad iseloomuliku värvuse nende rakkudes esinevad spetsiifilised 

valgulised pigmendid – punased fükoerütriinid ja sinised fükotsüaniinid. Tänu nendele 

fotosünteetilistele pigmentainetele suudavad punavetikad kasvada merepõhja suurtes 

sügavustes pideva valgusdefitsiidi tingimustes. 

Punavetikatest pärinevate valguliste pigmentide uurimine ja uute toormete otsimine nende 

eraldamiseks on tänapäeval aktuaalne temaatika seoses nimetatud substantside eriliste 

omadustega. Kirka värvuse tõttu rakendatakse fükoerütriini ja fükotsüaniini looduslike 

värvainetena toiduainetööstuses, nende ainete molekulide tugevast fluorestsentsist tingituna 

aga ka biokeemilistes uuringutes ja meditsiinidiagnostikas. 

Valguliste pigmentide sisaldus punavetikates varieerub suuresti, sõltudes vetika liigist ja 

kasvutingimustest. Läänemere ainsa tööndusliku väärtusega punavetikaliigi (Furcellaria 

lumbricalis) valguliste pigmentide sisaldust ja spetsiifikat varem põhjalikult uuritud ei ole. 

Käesolevas töös vaadeldakse optimaalseid meetodeid valguliste pigmentide eraldamiseks 

punavetika F. lumbricalis biomassist. Hinnatakse nende pigmentide sisaldusi, muutlikkust ning 

säilivust vetikamassis ning uuritakse, kas kõnealune liik on sobiv tooraine fükoerütriinide 

suuremahuliseks eraldamiseks. 
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1. Fükobiliproteiinid 

Punavetikad (hõimkond Rhodophyta) moodustavad omapärase taimerühma, kuhu kuulub üle 

4000, valdavalt merevees elava liigi. Hõimkonna nimetus tuleneb neile taimedele omasest 

talluse värvusest, mis olenevalt liigist ja kasvukohast varieerub enamasti roosast 

tumepunaseni, kuid võib olla ka sinakasrohelist või kollakat tooni. Sellise värvuse annavad 

punavetikatele nende rakkudes koos roheliste klorofüllide ja oranži värvusega 

karotenoididega esinevad spetsiifilised valgulised pigmendid – fükobiliproteiinid [1]. Tänu 

nendele pigmentidele suudavad punavetikad fotosünteesiks kasutada väga nõrka valgust ja 

võivad elada meredes isegi kuni 200 m sügavusel. Punavetikate massilise vertikaalse leviku 

piiriks on siiski tüüpiliselt 40–60 m. 

Fükobiliproteiinid on vees lahustuvad punase või sinise värvusega pigmendid, mis paiknevad 

kloroplastide sisemuses (stroomas). Ehituselt on nad kromoproteiinid, mille molekuli 

mittevalguline osa (prosteetiline rühm) on avatud ahelaga tetrapürrool nimetusega  

fükobiliin [1]. Fükobiliinid on tugevalt seotud molekuli valgulise osa (apoproteiini) külge ühe 

või kahe kovalentse sidemega (joonis 1). 

Tsüanobakterite ja punavetikate fükobiliproteiinid koosnevad tüüpiliselt fükobiliine 

sisaldavatest α- ja β-apoproteiinidest, mis esinevad (αβ)3 trimeeride või (αβ)6 

heksameeridena. (αβ) tähistab traditsiooniliselt fükobiliproteiini monomeeri [2]. 

Fükoerütriinide koostises esineb tüüpiliselt veel ka γ-apoproteiin, mis ühendab omavahel kaks 

(αβ)3 trimeeri stabiilsema konformatsiooniga (αβ)3-γ-(αβ)3 heksameeriks  

(molekulmass 240–260 kDa). Oluline on märkida, et fükoerütriinid esinevad lahusesse viidult 

kui ka natiivsel kujul fükobilisoomides (erilistes valgukompleksides) tavaliselt 

heksameeridena, fükotsüaniinid ja allofükotsüaniinid seevastu esinevad vesilahustes 

peamiselt trimeeride kujul [2]. 

Nimetatud trimeeride ja heksameeride vesilahuseid iseloomustab tugev valguse neelamise 

võime ning intensiivne fluorestsents. See on tingitud fükobiliinide esinemisest 

fükobiliproteiinide molekulis. Sinise värvusega kromofoor (fükobiliin) fükotsüanobiliin esineb 

fükotsüaniini ja allofükotsüaniini koostises ning punase värvusega kromofoor, fükoerütrobiliin 

on fükoerütriini komponent. 

Elusrakkudes on fükobiliproteiinid koondunud erilistesse valgukompleksidesse, 

fükobilisoomidesse. Fükobilisoomid paiknevad tülakoidide strooma poolses osas ning 

toimivad valgust neelavate kompleksidena, absorbeerides valguse seda spektriosa, mida 

klorofüllid raskesti neelavad. Fükobilisoomi südamiku moodustavad allofükotsüaniini 

molekulid, mis on seotud suure molekulmassiga ankurpolüpeptiidide kaudu 

tülakoidmembraanile (joonis 2). Fükobilisoomi südamikust eemalduvad radiaalselt silindrilise 

kujuga fükoerütriini või fükotsüaniini heksameerid, mis on omavahel seotud 

linkerpolüpeptiidide kaudu. 

Elusrakkudes kantakse fükobilisoomis fükobiliproteiinide poolt neelatud valgusenergia 

efektiivselt (kasutegur enam kui 90%) üle klorofüllile (joonis 3) [3]. Organismidest eraldatud ja 

puhastatud fükobiliproteiinide lahused fluorestseeruvad intensiivselt seetõttu, et nendes 

puuduvad valgusenergia aktseptorid, mis on olemas fükobilisoomides. 
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Joonis 2. Fükobilisoomi ehituse üldskeem [4]. 

 

Fükobiliproteiinide spektroskoopilised omadused on esmaselt määratud fükobiliinide 

molekulides esinevate konjugeeritud kaksiksidemete poolt. Samuti mõjutab valguse 

neelduvuse spetsiifikat fükobiliproteiinide trimeerse või heksameerse vormi esinemine 

lahuses ning fükobiliproteiiniga seondunud fükobiliinide arv. Tüüpiliselt sisaldavad 

fükotsüaniinid ja allofükotsüaniinid (αβ)3 trimeeris 9 fükotsüanobiliini molekuli ning 

fükoerütriinid (αβ)3-γ-(αβ)3 heksameeris 18–32 fükoerütrobiliini ja 2–12 fükourobiliini 

molekuli. Reeglina on fükobiliproteiinide neeldumisspektrid keerulised ning omavad kuni  

3 neeldumismaksimumi. 

On näidatud, et fükoerütrobiliin ja fükotsüanobiliin eralduvad apoproteiini koostisest 

fükobiliproteiinide lühiajalisel töötlemisel külma kontsentreeritud soolhappega, fükourobiliin 

aga mitte. Nende vabade fükobiliinide neeldumisspektrid on sarnased madalatel  

pH-väärtustel või 8 M uurea lahuses denatureeritud fükobiliproteiinide spektritega,  mil 

polüpeptiidahela lahtivoltumine paljastab seotud fükobiliinid. Nimetatud efekt on pööratav 

pH tõstmise või uurea eemaldamise teel. 

Fükobiliproteiinide koostises võib esineda kaheksat tüüpi fükobiliine, millest levinuimad on 

fükourobiliin, fükoerütrobiliin, fükotsüanobiliin ja fükoviolobiliin [5]. Sageli sisaldavad ühest 

vetikaliigist pärinevad fükobiliproteiinid oma koostises mitut erinevat tüüpi fükobiliine. 
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Joonis 3. Valgusenergia ülekandeprotsessid fükobilisoomis. Sulgudes on esitatud protsessis 

osalevate molekulide peamised neeldumismaksimumid [4]. 

 

Fükourobiliin on oranži värvusega fükobiliin, mida esineb fükoerütriini koostises 

tsüanobakterites ja punavetikates. Fükoerütriiniga seondunult annab fükourobiliin 

iseloomuliku neeldumismaksimumi ≈495 nm juures. Fükourobiliin on valgusenergia ülekandes 

alati doonorkromofooriks ning kannab valgusenergia edasi fükoerütrobiliinile. Fükourobiliin 

võimaldab mereorganismidel elutegevuseks efektiivselt kasutada rohekassinist valgust.  

Fükoerütrobiliin on punase värvusega fükobiliin, mida leidub tsüanobakterites ja 

punavetikate, krüptofüütide ja liitvetikate kloroplastides fükoerütriini koosseisus. Ta on 

terminaalseks energia aktseptoriks fükoerütriinis. Fükoerütrobiliini sisaldus fükoerütriinis 

varieerub suuresti vetikaliikide lõikes. 

Fükotsüanobiliin on sinise värvusega fükobiliin, mida leidub samuti tsüanobakterites ja 

punavetikate, krüptofüütide ja liitvetikate kloroplastides. Ta esineb üksnes fükotsüaniini ja 

allofükotsüaniini koostises, kus on terminaalseks energia aktseptoriks. 

Fükoviolobiliin on violetse värvusega fükobiliin, mida leidub krüptofüütides ning mõnedes 

tsüanobakterites. Esineb üksnes fükoerütriini ja fükoerütrotsüaniini koosseisus. 

Üheks olulisemaks makrovetikates sisalduvaks fükobiliproteiiniks on R-fükoerütriin. See on 

oligomeerne valk molekulmassiga ≈240 kDa, mis koosneb 6 α (≈20 kDa), 6 β (≈20 kDa) ja  

1 γ (≈30 kDa) subühikust [6]. R-fükoerütriini neeldumismaksimumid esinevad 489, 545 ja 565 

nm juures. R-fükoerütriin on üks kõige tugevamini fluorestseeruvaid tuntud aineid, 

maksimaalne fluorestsentsi emissioon on 573 nm juures (kollane värvus). 

Fükobiliproteiinide üldine klassifikatsioon põhineb nende neelduvusspektritel (värvusel). 

Peamised fükobiliproteiinid on punane fükoerütriin, sinine fükotsüaniin, sinakasroheline 

allofükotsüaniin ja violetne fükoerütrotsüaniin. Ajalooliselt kasutatakse fükobiliproteiinide 

klassifikatsioonis ka eesliiteid C-, R- ja B-, mis tähistavad nende pigmentide tüüpilist päritolu, 
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vastavalt Cyanophyceae (tsüanobakterite), Rhodophyceae (punavetikate) ja Bangiales (teatud 

punavetikate seltsi) liikidest. Siiski võib nendes liikides sisalduda ka teist tüüpi 

fükobiliproteiine. Nii näiteks sisaldavad teatud tsüanobakterid ja Bangiales liigid ka  

R-fükoerütriini, mõned punavetikad aga B- või C-fükoerütriini. 

Pigmentide sisaldust vetika talluses võivad mõjutada valgustingimused, temperatuur ja 

toitainete esinemine keskkonnas [7]. Lämmastikupuudus rakus viib fükobilisoomide 

järjestikuse lagunemiseni, mis toimub progressiivselt alates välimistest heksameeridest, 

lõpetades südamiku molekulidega (joonis 4). Kui keskkonda lisandub lämmastikku, 

sünteesitakse lagunenud fükobilisoomide asemele kiiresti uued [4]. Seega on fükobilisoomid 

olulised organismi lämmastiku depood ning peegeldavad ökoloogilist kohastumust eluks 

avaookeanis, kus tüüpiliselt esineb lämmastiku defitsiit. Teatud vetikaliikides võib 

fükobiliproteiine sisalduda märkimisväärsetes kogustes, nt võib punavetikate Palmaria 

palmata ja Gracilaria tikvahiae kuivmassis sisalduda vastavalt 1,2 ja 0,5% fükoerütriini [8]. 

 

 

 

Joonis 4. Fükobilisoomi lagunemine lämmastikupuuduse tingimustes. 

 

Valgustingimused võivad paljudel juhtudel mõjutada ka fükobilisoomide ehitust. Näiteks 

teatud tsüanobakterid Synechocystis perekonnast produtseerivad rohelises valguses 

fükoerütriini, fükotsüaniini ja allofükotsüaniini moolvahekorras 2:2:1. Punases valguses 

toodavad samad liigid aga nimetatud fükobiliproteiine moolvahekorras 0,4:2:1 [4]. Muutus 

kajastub fükobilisoomi koostises – rohelises valguses kasvavate tsüanobakterite 

fükobilisoomides esineb välistel kihtidel rohkem fükoerütriini heksameere (joonis 5). 

Fükobilisoomi südamikus paiknevate allofükotsüaniini heksameeride hulk jääb aga 

muutumatuks. 

 

 

Joonis 5. Tsüanobakterite fükobilisoomi adapteerumine sõltuvalt valguse lainepikkusest. 
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Fükobiliproteiine iseloomustab rida iseloomulikke spektroskoopilisi omadusi [2]: 

 Lai neelatavate lainepikkuste vahemik nähtava valguse spektriosas ning väga suur 

ekstinktsioonitegur (valgusneelamise võime).  

 Tugev fluorestsentsi kvantefektiivsus (82–98%) suhteliselt laias pH-väärtuste 

vahemikus, sh neutraalses keskkonnas. 

 Suur Stokes’i nihe (fluorestsentsil molekuli poolt kiiratava valguse lainepikkus on 

oluliselt suurem ergastava kiirguse lainepikkusest). 

 Fükobiliproteiini koostises on suur hulk kromofoore, mis ei vähenda oluliselt 

fluorestsentsi intensiivsust. 

 

1.1 Kasutamine 

Fükobiliproteiinide rakendamine mittetoksiliste pigmentidena tööstussektoris pidevalt 

kasvab. Fükoerütriini ja fükotsüaniini kasutatakse toiduainetööstuses looduslike värvainetena 

närimiskummi, jäätise, piimatoodete, tarretiste, dessertide, karastusjookide (nt Pepsi® blue), 

tehis-vasaabi värvimiseks. Jaapanis, Tais ja Hiinas on levinud fükobiliproteiinide kasutamine 

kosmeetikatoodetes – huulepulkade, lauvärvide, silma kontuurpliiatsite koostises.  

Ka ravimitööstuses on fükobiliproteiinidega hakatud asendama teatud sünteetilisi värvaineid. 

Toiduainetööstuses kasutatakse fükobiliproteiinidest enim C-fükotsüaniini, mida toodetakse 

suurtes kogustes kultiveeritavast tsüanobakterist Spirulina platensis [9]. Fükobiliinide 

kasutamist piirab mõnevõrra asjaolu, et nad lagunevad kõrgete temperatuuride ja valguse 

toimel ning minetavad seeläbi oma erksa värvuse. Fükotsüaniin on happelises keskkonnas  

pH 3 juures lahustumatu ja denatureerub temperatuuril üle 45 °C pH 5–7 juures. Hoolimata 

ebastabiilsusest peetakse fükotsüaniini aga sageli mitmekülgsemaks siniseks looduslikuks 

toiduvärviks kui indigot või gardeenia sinist. 

Meditsiinis ja biokeemilistes uuringutes fluorestsentsvärvainetena kasutatavad 

fükobiliproteiinid peavad olema suure puhtusega ning seetõttu eraldatakse neid sageli 

kultiveeritavatest liikidest. Levinuim liik fluorestsentsvärvainena kasutatava fükoerütriini 

tootmiseks on üherakuline punavetikas Porphyridium cruentum, millest saadakse  

B-fükoerütriini. Lisaks kasutatakse fluorestseeruva värvainena teatud makroskoopilistest 

punavetikatest pärinevat R-fükoerütriini ning tsüanobakteritest saadavat allofükotsüaniini. 

Lisaks sellele, et fükobiliproteiine kasutavad organismid oma elutegevuses valgusenergia 

muundamiseks, on need pigmendid olulised ka meditsiinis ning teadusuuringutes. 

Fükoerütriin ja fükotsüaniin fluorestseeruvad kindlatel lainepikkustel, mistõttu võib neid 

pigmente kasutada molekulide spetsiifiliseks märgistamiseks fluorestsentsmikroskoopias, 

molekulaarses diagnostikas, immunoloogias, rakubioloogias, läbivoolu tsütomeetrias, 

markerina geelelektroforeesis ja isoelektrilises fokuseerimises. Immuunodiagnostikas, kus 

ergastamiseks kasutatakse sageli lainepikkust 488 nm leiab enim kasutamist R-fükoerütriin. 

Võrreldes fükoerütriinidega kasutatakse fükotsüaniini meditsiini- ja teadusuuringutes 

mõnevõrra vähem. 
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Fükobiliproteiinide sobivus biokeemilisteks uuringuteks põhineb asjaolul, et nende molekuli 

apoproteiini osa sisaldab amino- ja karboksüülrühmi, mis võivad anda sidemeid teiste 

molekulidega. Fükobiliproteiinide kompleksid avidiini või biotiiniga loovad võimaluse 

molekulide väga tundlikuks tuvastamiseks ning võimaldavad läbi viia üksikute rakkude 

fluorestsentsuuringuid. Seotuna mono- või polüklonaalsete antikehadega on 

fükobiliproteiinid väärtuslikud fluorestsentsmarkerid rakupinna antigeenide uurimisel. Samuti 

on fükobiliproteiinide abil võimalik märgistada vähirakke ning uurida seeläbi kasvajate 

kujunemise molekulaarseid mehhanisme. On leitud, et fükobiliproteiinide abil on võimalik 

tuvastada ka vabade radikaalide teket organismis [10]. 

Fükobiliproteiinidel on täheldatud ka mitmeid farmakoloogilisi aktiivsusi, sh antioksüdantseid, 

vähivastased, närvkude kaitsvaid, põletikuvastaseid, maksafunktsiooni toetavaid, 

diabeedivastaseid ning kolesterooli ja vererõhku alandavaid omadusi. Seetõttu on 

fükobiliproteiinid ka ise potentsiaalsed ravimikandidaadid [11]. 

 

1.2 Ekstraktsioon ja puhastamine 

Fükobiliproteiinide eraldamine vetikatest või tsüanobakteritest on enamasti töömahukas 

protsess ning kõrgpuhaste pigmentide saamine eeldab spetsialiseeritud laboriaparatuuri 

olemasolu. Põhimõtteliselt saab fükobiliproteiinide puhastamiseks kasutada samasid 

meetodeid, mida rakendatakse valkude puhastamiseks. Tüüpiliselt ekstraheeritakse 

fükobiliproteiinid purustatud bioloogilisest materjalist lahjas (5–50 mM) fosfaat- või 

atsetaatpuhvris pH 5,5–8 juures. Mõnikord lisatakse segule bakterite kasvu inhibeerimiseks 

asiidi. Sobiva pH-väärtuse hoidmine ekstraktsiooni ja puhastamisprotsesside vältel on oluline, 

sest tugevalt leeliselistes või happelistes keskkondades võivad fükobiliproteiinid laguneda. 

Näiteks võib R-fükoerütriini struktuur pöördumatult muunduda pH-väärtustel alla 4,4.  

On leitud, et sobiva ioontugevuse tingimustes võib fükobilisoomidest kätte saada 

fükotsüaniini selliselt, et allofükotsüaniin jääb rakkudest eemaldamata. 

Fükobiliproteiinide saagis sõltub otseselt vetikate või tsüanobakterite rakkude mehaanilise 

purustamise efektiivsusest. Halvasti purustatud materjalist ei liigu fükobiliproteiinid 

ekstraktsiooniprotsessi vältel lahusesse ning saagised jäävad madalaks. Laboratoorsetes 

mastaapides jahvatatakse materjal tavaliselt vedelas lämmastikus, mis on aga energiakulukas 

protseduur. Märgade vetikate külmutamine ja sulatamine võimaldab rakkude purunemist 

külmumisel tekkivate jääkristallide tõttu ning võib suurendada kudedest vabaneva 

fükobiliproteiini kogust. Mõnikord rakendatakse rakkude purustamiseks ultrahelitöötlust või 

jahvatamist klaashelmestega. 

Fükobiliproteiine sisaldav ekstrakt on sageli vetikatest pärinevate polüsahhariidide tõttu 

viskoosne või kleepuv. Seetõttu ei sobi fükoerütriinide eraldamiseks punavetikaliigid, mis 

sisaldavad suurtes kogustes külmas vees lahustuvaid polüsahhariide, nt ioota- või lambda-

karraginaane. Polüsahhariidide lisand raskendab fükobiliproteiinide puhastamist, ummistab 

filtreid ning kromatograafilisi kolonne [12]. Samuti takistavad polüsahhariidid 

fükobiliproteiinide liikumist rakkudest lahusesse. Punavetika Palmaria palmata puhul, mille 

rakuseintes leidub suures koguses ksüloosi sisaldavaid polüsahhariide, on näidatud, et teatud 
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polüsahhariide lagundavate ensüümide (ksülanaaside) kasutamine võib oluliselt tõsta 

fükobiliproteiinide eraldamise efektiisust [13]. 

Ekstraktsioonile järgneb lahustumatu materjali eraldamine ekstraktist filtrimise või 

tsentrifuugimise teel. Sageli sadestatakse fükobiliproteiinid ekstraktist välja 

ammooniumsulfaadiga, mis võimaldab valke lahusest eraldada ning samas ka puhastab 

produkti. Võrreldes fükoerütriiniga on fükotsüaniini sadestamiseks vajalikud madalamad 

soola kontsentratsioonid. Liigsed soolad eemaldatakse enamasti dialüüsi või ultrafiltrimise 

teel [14]. Kõrgpuhaste fükobiliproteiinide saamiseks kasutatakse produkti täiendavat 

puhastamist ioonvahetuskromatograafia (sageli DEAE-tselluloosi või hüdroksüapatiidi 

täidised), geelfiltratsiooni või preparatiivse geelelektroforeesi abil [6, 15].  

Fükobiliproteiinide puhtust peegeldavad otseselt nende vesilahuste neeldumisspektrid. 

Spektrite spetsiifikat võivad mõjutada järgmised faktorid, mis on seotud produkti puhtuse ja 

pigmentide natiivsusega: 

 Ekstrakt sisaldab rohkem kui üht fükobiliproteiini – spektrid muutuvad keeruliseks, 

esineb palju  neeldumismaksimume ja piikide õlgasid. 

 Ekstraktsiooni metoodika viib valkude lagunemiseni kudedest vabanevate proteaaside 

tõttu. 

 Ekstrahendi madal ioontugevus ja kõrvalekalded optimaalsete pH-väärtuste (pH 5–7) 

vahemikust tingivad fükobiliproteiinide dissotsieerumise. Degradeerunud 

fükobiliproteiinide optilised omadused muutuvad oluliselt ning nad kaotavad võime 

fluorestseeruda. 

Meditsiinis ja teadusuuringutes kasutatava R-fükoerütriini neelduvuste (A) suhted kindlatel 

lainepikkustel peegeldavad produkti puhtust ning on arvväärtustelt üldjuhul järgmised: 

 A566/A280 > 4,6 – näitab produktis esinevate mitte-fükobiliproteiinsete lisandite hulka; 

 A620/A566 < 0,03 – näitab fükotsüaniini esinemist R-fükoerütriini proovis; 

 A566/A498 < 1,5 – näitab fükourobiliini suhtelist sisaldust fükoerütriinis. 

Kõrgpuhta C-fükotsüaniini spektrit iseloomustavad enamasti järgmised näitajad: A620/A280 > 

3,5 ja A651/A620 < 0,3 (näitab allofükotsüaniini esinemist proovis). 

 

  



13 
 

2. Läänemere punavetikas Furcellaria lumbricalis 

Punavetikas F. lumbricalis on levinud Atlandi ookeani ida- ja lääneosas, Barentsi merest Biskaia 

laheni ning eriti arvukalt riimveelises Läänemeres. Kuni 1960. aastateni paiknesid selle 

vetikaliigi maailma ühed suurimad varud Taanis Kattegatis [16]. Kuigi F. lumbricalis on Põhja-

Atlandil laialdaselt levinud, paiknevad selle varud üldjuhul töönduslikuks rakendamiseks liialt 

hajutatult. Rikkalike varude tõttu on F. lumbricalis Läänemere ainsaks tööndusliku väärtusega 

vetikaliigiks. 

F. lumbricalis üks rikkalikumaid esinemiskohti (tiheda vetikamati kujul) asub Läänemeres Eesti 

territoriaalvetes ning on tuntud Kassari vetikaplasti nime all [17-21]. Selle vetika biomassist 

toodetakse Saaremaal Kärlas juba aastast 1967 geelistuvat tardainet (tuntud nimetuse 

„Estagar“ all), mis keemilises mõttes kujutab endast teatud väävlit sisaldavate 

polüsahhariidide (furtsellaraani) segu. Suure biomassi tõttu (ligikaudu 150 000 tonni 

märgkaalus) on Kassari vetikaplast üheks oluliseks Eesti taastuvaks loodusvaraks [21]. 

Lisaks geelistuvatele polüsahhariididele on paljud punavetikad aga ka rikkalikuks 

mineraalainete, antioksüdantide ja pigmentide allikaks. Ühe olulisema fükobiliproteiini,  

R-fükoerütriini tootmiseks sobivate punavetikaliikide varud maailmas on väga piiratud. 

Tänapäeval kasutatakse selle fükobiliproteiini tootmiseks peamiselt teatud Corallina ja 

Porphyra liike ning aktuaalsed on R-fükoerütriini tootmiseks uute sobivate vetikaliikide 

otsingud [6]. F. lumbricalis kui väga tumeda värvusega vetikaliik (pigmentide rohkus annab 

taimele üldiselt tumedama värvuse) võib olla fükobiliproteiinide potentsiaalseks tööstuslikuks 

toormeks. Paraku ei ole seda aspekti antud vetikaliigi puhul veel uuritud. 
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3. Materjalid ja metoodika 

3.1 Uuritud vetikasegu 

Käesolevas töös uuritud punavetikasegu pärines Läänemerest ning sisaldas kuivmassilt  

85–100% ulatuses F. lumbricalis ning 0–15% ulatuses Coccotylus truncatus kinnitumata vorme. 

Vetikamass koguti perioodil märts – september 2014, puhastati ning hoiustati peale korjamist 

järgmiselt: 

a) vetikasegu pesti kraaniveega, seejärel demineraliseeritud veega, üleliigne vesi vajutati 

massist välja ning segu hoiustati -20 °C juures; 

b) pesemata vetikasegust vajutati üleliigne vesi välja ning vetikaid hoiustati -20 °C juures; 

c) vetikasegu pesti kraaniveega, seejärel demineraliseeritud veega, üleliigne vesi vajutati 

massist välja, segu kuivatati toatemperatuuril tugevas õhuvoolus 48 h (või 

alternatiivselt lüofiliseerimisel) ning hoiustati -20 °C juures või toatemperatuuril; 

d) pesemata  vetikasegust vajutati üleliigne vesi välja, segu kuivatati toatemperatuuril 

tugevas õhuvoolus 48 h (või alternatiivselt lüofiliseerimisel) ning hoiustati -20 °C juures 

või toatemperatuuril. 

 

3.2 Eksklusioonikromatograafia 

Fükobiliproteiinide kvantifitseerimiseks ja puhtusastme tuvastamiseks kasutati 

eksklusioonikromatograafi süsteemi, 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 järjestikku ühendatud Shodex OHpak SB-804HQ 

kolonnist, mida hoiti analüüsi vältel 20 °C juures. Eluendina kasutati 50 mM 

naatriumfosfaatpuhvrit (pH 6,8), mis sisaldas 300 mmol/l NaCl. Eluendi voolukiirus oli  

0,7 ml/min. Kaliibrimiskõver molekulmasside tuvastamiseks koostati valkude standardite 

(ferritiin, aldolaas, konalbumiin, ovalbumiin, karboanhüdraas, ribonukleaas A, aprotiniin) 

põhjal ning fükobiliproteiinide sisalduste määramiseks vajalik kalibreerimine teostati  

R-fükoerütriini (Sigma 52412) ja C-fükotsüaniini (Sigma 52468) standardainete baasil. 

Fluorestsentsdetektori seadistustes kasutati fükoerütriini tuvastamiseks väärtusi Ex = 542 nm, 

Em = 575 nm ning fükotsüaniini tuvastamiseks väärtusi Ex = 609 nm, Em = 643 nm. Uuritavad 

proovid filtriti läbi 0,45 μm poorsusega regenereeritud tselluloosist membraani, ning sisestati 

kromatograafilisse süsteemi (proovi ruumala 100 μl). Analüüsile eelnevalt hoiti proove 10 °C 

juures proovide automaatsisestajas. 
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3.3 Fükobiliproteiinide eraldamine vetikamassist 

Eeltöötluseks kasutati vetikate leotamist puhtas vees või 50 mM naatriumfosfaatpuhvris  

(pH 7,2). Vedelas lämmastikus uhmerdati 8 g külmutatud kuivatamata (või värskeid) vetikaid 

peeneks pulbriks. Alternatiivselt rakendati eelnevalt külmutatud ja sulatatud vetikate 

uhmerdamist liivaga, seejuures vedelat lämmastikku ei kasutatud. Lämmastikku ei kasutatud 

ka kuivatatud vetikate jahvatamisel, mida üldjuhul võeti 2 g. 

Jahvatatud vetikamassile lisati 50 g ekstrahenti (puhas vesi või fosfaatpuhver) ning segati 

magnetsegajaga 1,5 h. Seejärel 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 

kesktõmbekiirendusel 15500 g. Vajadusel korrati tsentrifuugimist ning seejärel filtriti ekstrakt 

läbi 0,45 μm poorsusega regenereeritud tselluloosist membraani. 

 

3.4 Fükobiliproteiinide puhastamine 

Fükobiliproteiine sisaldava ekstrakti täiendavaks puhastamiseks kasutati ultrafiltrimist läbi 50 

kDa poorsusega polüeetersulfoonmembraani (PES) kasutades Vivaflow 200 (Sartorius) 

süsteemi. Puhastamise käigus kogutud kollaka värvusega esmane filtraat säilitati 

kromatograafiliseks analüüsiks. Membraani (50 kDa) mitteläbinud molekule ja 

fükobiliproteiine sisaldav lahus kontsentreeriti ~50 ml ruumalani ning puhastati süsteemis  

2 liitri ekstrahendiga (puhas vesi või fosfaatpuhver). Puhastatud ja kontsentreeritud lahust 

säilitati pimedas 4 °C juures ning kasutati 24 h jooksul kromatograafiliseks analüüsiks. 

Fükobiliproteiinide täiendavaks puhastamiseks kasutati sadestamist ammooniumsulfaadiga. 

Selleks lisati punktis 3.3 saadud ekstraktile ammooniumsulfaati kuni küllastunud soolalahuse 

tekkeni. Lahust hoiti 2 h 4 °C juures. Seejärel eraldati sadestunud valgud lahusest 

tsentrifuugimise teel, lahustati vees või fosfaatpuhvris ning ammooniumsulfaat eraldati 

proovist ultrafiltrimise teel eelkirjeldatud metoodika alusel. 

 

3.5 Spektrofotomeetrilised mõõtmised 

Spektroskoopilised mõõtmised teostati Shimadzu UV-1800 spektrofotomeetril kasutades  

10 mm diameetriga kvartsküvette. R-fükoerütriini kontsentratsiooni arvutamiseks kasutati 

ekstinktsioonitegurit E566nm = 2 000 000 M-1 cm-1. 
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4. Tulemused ja arutelu 

4.1 Esmane hinnang vetika F. lumbricalis sobivusele fükobiliproteiinide eraldamiseks 

Praktiliselt kõik punavetikaliigid on võimelised tootma valgulisi pigmente (fükobiliproteiine), 

mis osalevad fotosünteesiprotsessi energiaülekandes ja võimaldavad taimel efektiivsemalt 

kasutada nähtava valguse spektriosa. Suur osa punavetikaliikidest sisaldab fükobiliproteiine 

aga sedavõrd madalates kontsentratsioonides, et nende valkude eraldamine vetika tallusest 

ei ole majanduslikult otstarbekas. 

Seevastu terve rida punavetikaid sisaldavad küll märkimisväärsetes kogustes fükobiliproteiine, 

kuid samuti on nendes liikides suur ka mitmesuguste lisandite hulk, mida on sageli keeruline 

fükobiliproteiinidest hilisema puhastamisprotsessi käigus eraldada. Sellisteks lisanditeks 

võivad olla erinevad valkudega interakteeruvad maldalmolekulaarsed ained, kõige sagedamini 

aga mitmesugused vesilahustuvad polüsahhariidid (galaktaanid, ksülaanid), mis on võimelised 

juba väga madalate polümeeri sisalduste juures oluliselt suurendama lahuste viskoossust. 

Viskoossete lahuste teke tehnoloogilises protsessis on äärmiselt ebasoovitav nähtus, sest see 

raskendab märkimisväärselt lahuste filtrimist, soodustab filtrite, membraanide ja 

kromatograafiliste kolonnide ummistumist. 

Sageli on valguliste pigmentide eraldamise eesmärgiks saada vetikast kõrgpuhtal kujul kätte 

üks kindel fükobiliproteiin, nt R-fükoerütriin, B-fükoerütriin või C-fükotsüaniin. Seetõttu on 

oluline, et pigmentide eraldamiseks kasutatav tooraine sisaldaks võimalikult palju üht tüüpi 

fükobiliproteiini ning võimalikult vähe (või üldse mitte) teisi fükobiliproteiine. Oluline on 

märkida, et lähedase struktuuri tõttu on erinevat tüüpi fükobiliproteiine üksteisest enamasti 

eraldada palju keerulisem võrreldes mittevalguliste komponentide ja fükobiliproteiinide 

lahutamisega. 

Läänemere vetikaliigi F. lumbricalis puhul on täidetud mitu eelkirjeldatud kriteeriumit. Esiteks 

leidub seda vetikaliiki Eesti territoriaalvetes (eelkõige Väinameres paiknevas Kassari 

vetikaplastis) töönduslikult kasutatavates kogustes ning toorvetika omahind on suhteliselt 

madal. Teiseks ei raskenda kõnealuses vetikaliigis esinevad polüsahhariidid (furtsellaraan) 

oluliselt fükobiliproteiinide eraldamisprotsessi. Furtsellaraan lahustub kuumas vees, kuid 

fükobiliproteiinide ekstraktsiooniks kasutatavatel suhteliselt madalatel temperatuuridel  

(4–25 °C) lahustub see polüsahhariid vees minimaalselt. 

Sageli on valguliste pigmentide eraldamiseks ebasobivad ioota- või lambda-karraginaani 

sisaldavad vetikaliigid, sest nimetatud polüsahhariidid lahustuvad märkimisväärselt juba 

külmas vees ning annavad seejuures väga viskoosseid lahuseid. Kassari vetikaplasti teine 

dominantliik, punavetikas C. truncatus (mis kaasuva liigina sisaldub enamasti F. lumbricalis 

biomassis), sisaldab küll ioota-karraginaani, kuid selle liigi osakaal vetikasegus on enamasti 

väike ja ei raskenda seetõttu märgatavalt fükobiliproteiinide eraldamisprotsessi. 

Niisiis on vetika F. lumbricalis puhul täidetud esmased sobivuskriteeriumid, mistõttu on 

õigustatud täiendavad uuringud, selgitamaks selle vetikaliigi sobivust fükobiliproteiinide 

töönduslikuks toormeks. 
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4.2 Fükobiliproteiinide võrdluspreparaatide iseloomustus 

Fükobiliproteiinide kõrgpuhastest analüütilistest preparaatidest on kommertsiaalsel kujul 

kättesaadavad peamiselt R-fükoerütriin, C-fükotsüaniin ja allofükotsüaniin, mille milligrammi 

hind jääb 100 EUR lähedale ning B-fükoerütriin maksumusega ~500 EUR/mg. 

Fükobiliproteiinide tüüpi ja puhtust iseloomustavad hästi nende vesilahuste 

neeldumisspektrid. Käesolevas uurimuses kasutati võrdlusainetena R-fükoerütriini ja  

C-fükotsüaniini firmalt Sigma. Kuigi on teada, et punavetikad võivad sisaldada nii R- kui  

C-fükotsüaniini, ei ole R-fükotsüaniin kõrgpuhtal kujul üldiselt kommertsiaalselt kättesaadav. 

Seetõttu kasutati antud töös võrdlusainena üksnes C-fükotsüaniini. 

Kasutatud R-fükoerütriini standardaine neeldumisspektrit (joonis 6) iseloomustavad 

neeldumismaksimumid 566 ja 498 nm juures ning iseloomulik õlg 540 nm piirkonnas. 

Neelduvuste väärtuste suhe 545 nm ja 498 nm juures on oluliseks indikaatoriks eristamaks  

R-fükoerütriini B-fükoerütriinist. B-fükoerütriini puhul on nimetatud neelduvuste suhe 2,5,  

R-fükoerütriinil aga oluliselt väiksem, jäädes tüüpiliselt 1,2 lähedale. C-fükotsüaniini 

iseloomustab üks peamine neeldumismaksimum 620 nm lähedal (joonis 6). R-fükotsüaniini 

neeldumisspektris esineb aga ka täiendav maksimum 550 nm juures. Seega on peamised 

fükobiliproteiinid neeldumisspektrite spetsiifika põhjal kergesti äratuntavad. Mitme erineva 

fükobiliproteiini üheaegne esinemine lahuses võib aga spektrite interpreteerimist oluliselt 

raskendada ning komponentide tuvastamiseks ja kvantifitseerimiseks tuleb kasutada 

täiendavaid meetodeid, nt vedelikkromatograafiat. 

 

 

Joonis 6. R-fükoerütriini ja C-fükotsüaniini standardite neeldumisspektrid vees (10x lahjendus, 

lahusekihi paksus 10 mm). 

 

Käesolevas töös kasutati fükobiliproteiinide kvantifitseerimiseks ja täpsemaks 

iseloomustamiseks eksklusioonikromatograafiat. Antud meetodi puhul sisestatakse uuritav 

proov poorse täidisega kolonni, milles toimub segu lahutamine komponentideks nende 

molekulmasside alusel – esmalt väljuvad kolonnist suurema molekulmassiga (suurusega) 
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komponendid (väiksem retentsiooniaeg), hiljem väiksemad molekulid (suurem 

retentsiooniaeg). Tulemust väljendab kromatogramm, millel x-telg tähistab tüüpiliselt 

retentsiooniaega (molekuli kolonnis viibimise kestvust), y-teljel esitatakse aga detektori 

signaali tugevus (näitab kaudselt komponendi kogust proovis). Antud töös kasutati üheaegselt 

nii dioodrivi- kui fluorestsentsdetektorit. Dioodrividetektor võimaldab iga proovis esineva 

komponendi puhul registreerida selle kogu neeldumisspektri (antud töös 190–800 nm 

ulatuses), misläbi on võimalik komponente lisaks nende sisalduste määramisele ka 

identifitseerida ilma võrdlusaineid kasutamata. Fluorestsentsdetektori abil seevastu on 

võimalik väga selektiivselt tuvastada kindlaid molekule äärmiselt suure tundlikkusega. Kuna 

fükobiliproteiinid on tugevalt fluorestseeruvad ühendid, siis on fluorestsentsdetektori 

rakendamisel neid võimalik tuvastada ka väga madalate sisalduste korral. 

Kasutatud R-fükoerütriini ja C-fükotsüaniini võrdluspreparaatide kromatogrammid on 

esitatud joonistel 7 ja 8. Samas on näidatud ka nende valkude kuumutamisel denatureerunud 

vormide kromatogrammid. Fükobiliproteiinide denatureerumise jälgimine on oluline, sest 

nende denatureerunud vormide valgusneelduvus (värvusintensiivsus) ja fluorestsentsi 

tugevus vähenevad oluliselt. Seetõttu tuleb eraldamisprotsessi käigus fükobiliproteiinide 

denatureerumist igati vältida. 

 

  

Joonis 7. R-fükoerütriini 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 – fükoerütriinile vastav piik,  

den-FE – denatureerunud fükoerütriinile vastav piik. 

 

Fükobiliproteiinide neeldumisspektrite spetsiifika (spektrite kuju) ei muutu sageli 

denatureerumise käigus oluliselt ja seetõttu ei ole nende valguliste pigmentide spektrid 

denatureerumise tuvastamiseks kuigi head indikaatorid. Nii iseloomustavad R-fükoerütriini 

denatureerunud vormi neeldumismaksimumid 559 ja 498 nm juures, natiivsel (kuumutamata) 

kujul esinevad aga maksimumid 566 ja 498 nm juures. C-fükoerütriini kuumutamisega spektri 
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kuju olulist muutust aga ei kaasne. R-fükoerütriini molekulmass seevastu langeb kuumutamise 

käigus märgatavalt (retentsiooniaegade muutus 20,82 min juurest 24,72 min juurde),  

C-fükotsüaniini molekulmass aga kuumutamisel märkimisväärselt ei muutu (joonis 8). 

Põhjuseks on asjaolu, et R-fükoerütriin esineb lahuses tüüpiliselt heksameeridena, mis 

lagunevad kuumutamisel oluliselt väiksemateks trimeerideks. Fükotsüaniinid aga esinevad 

lahustes peamiselt trimeeridena (kuigi väike osa esineb ka suuremate ühikutena), mistõttu 

kuumutamine nende molekulmassile märkimisväärset mõju ei avalda. 

 

 

Joonis 8. C-fükotsüaniini 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 – fükotsüaniinile vastavad piigid,  

den-FT – denatureerunud fükotsüaniinile vastav piik. 

 

4.3 Fükobiliproteiinid Läänemere vetikast F. lumbricalis 

4.3.1 Eraldamine ja tuvastamine 

Fükobiliproteiinide efektiivseks eraldamiseks vetikast F. lumbricalis on vajalik vetika 

rakuseinte efektiivne purustamine. Värskete vetikate puhul võib selleks kasutada 

uhmerdamist liivaga või vintske biomassi rabestamist vedelas lämmastikus koos 

homogeniseerimisega. Liivaga uhmerdamine on väga efektiivne ja energiasäästlik meetod, 

kuid saadavat pastataolist massi on raske lahustumatust materjalist puhastada. Vedela 

lämmastiku kasutamine on kulukas ning uhmerdamisprotsessi käigus vetikaosakestele 

kondenseerunud niiskus ja sellega kaasnev jääkristallide teke raskendavad mõnevõrra massi 

homogeniseerimist. Kolmanda võimalusena saab rakendada vetikate kuivatamist, misjärel 

vetikamassi on võimalik kerge vaevaga peenestada uhmris või spetsiaalses veskis.  Madala 

niiskusesisaldusega (alla 10%) vetikamassi saab F. lumbricalis talluse filamentja morfoloogia 

10 20 30

Retentsiooniaeg, min

10 20 30

Retentsiooniaeg, min

(b) (a) 

280 nm 

Ex = 542 nm 

Em = 575 nm 

(1) 

(2) 

(1) 

(2) 

FT 
FT 

FT 

FT 

den-FT den-FT 



20 
 

tõttu hõlpsasti tolmpeeneks jahvatada. Paljude teiste punavetikaliikide puhul on kuiva 

vetikamassi jahvatamine nende talluse massiivse morfoloogia või suure tselluloosisisalduse 

tõttu problemaatiline. Rakuseinte täiendavaks lõhkumiseks võib värsked vetikad ka -20 °C 

juures külmutada ning alles seejärel kuivatada ja jahvatada. 

Antud töö käigus selgus, et purustamata vetikate (värsked, külmutatud või kuivatatud) 

mõnetunnisel leotamisel puhtas vees või puhverlahuses, eraldub nendest lahusesse 

märkimisväärses koguses kollakaspunaseid värvaineid. Hilisema analüüsi käigus selgus, et 

tegemist on suhteliselt väikse molekulmassiga ühenditega, mis ei ole fükoerütriinid ega 

fükotsüaniinid. Sellisel viisil leotatud vetikate hilisemal täiendaval pesemisel (pesuvett ei 

säilitata) ja jahvatamisel on võimalik saada oluliselt puhtam fükobiliproteiine sisaldav produkt. 

Jahvatamisjärgselt lisatakse vetikamassile ekstrahent, milleks võib olla puhas vesi või 

puhverlahus. Vetika F. lumbricalis puhul liigub enamus ekstraheeruvaist fükobiliproteiinidest 

lahusesse ühe tunni jooksul. Protsessi kiirendab vedeliku pidev segamine. Tahked osakesed 

eraldatakse fükobiliproteiine sisaldavast lahusest tsentrifuugimise ja sellele järgneva filtrimise 

teel. Kirjeldatud meetodil saadud ekstrakti eksklusioonikromatograafia kromatogrammid 

erinevatel detekteerimisviisidel on esitatud joonisel 9. Fükoerütriinile optimiseeritud 

fluorestsentsdetektori seadistuse (ergastamine 542 nm ja registreerimine 575 nm juures) 

kasutamisel on võimalik ülitundlikult tuvastada vaid fükoerütriini, seejuures jäävad lisandid 

tüüpiliselt detekteerimata. Dioodrividetektoriga registreeritud kromatogrammid erinevatel 

lainepikkustel annavad proovi ja selles leiduvate lisandite kohta küllaltki olulist infot. 

Lainepikkusel 280 nm on F. lumbricalis ekstraktis näha peamiselt madalamate molekulmassi 

väärtustega lisandid. 498 ja 566 nm lainepikkustel, mis vastavad fükoerütriini 

neeldumismaksimumidele, on lisaks lisanditele selgelt näha ka R-fükoerütriini esinemine 

proovis. Lainepikkuse 620 nm kasutamine võimaldab tuvastada fükotsüaniini ning 648 nm 

lainepikkus allofükotsüaniini. Kui proovis esinevad üheaegselt nii fükoerütriin kui fükotsüaniin, 

tuleks fükoerütriini kvantifitseerimisel eelistada lainepikkust 498 nm, sest see jääb 

fükotsüaniini neeldumismaksimumist (620 nm) kaugemale. 

Tulemused näitavad (joonis 9), et vetikast F. lumbricalis fosfaatpuhvris saadud ekstrakt 

sisaldab fükobiliinidest märgatavas koguses R-fükoerütriini (tüüp kinnitatud neeldumisspektri 

alusel), väikestes kogustes allofükotsüaniini ja väga väikestes kogustes fükotsüaniini. Samuti 

esineb ekstraktis rohkesti tundmatuid nähtavas spektriosas valgust neelavaid 

madalmolekulaarsemaid (värvilisi) komponente.  

Võrdlevalt ekstraheeriti fükobiliproteiine Vaikse ookeani vetikast Porphyra yezoensis. Seda liiki 

kasutatakse Aasias fükobiliproteiinide töönduslikuks tootmiseks. Tulemused näitavad  

(joonis 10), et P. yezoensis ekstrakt sisaldab vähem madalmolekulaarseid ühendeid, rohkesti 

fükoerütriini ning märgatavas koguses fükotsüaniini ja allofükotsüaniini. Lisaks tüüpilisele 

fükoerütriinile esines selle vetikaliigi ekstraktis ka fükoerütriinile lähedase neeldumisspektriga 

ühendeid, mille molekulmass oli heksameeridena esineva fükoerütriini omast oluliselt 

madalam. Tõenäoliselt võivad need ühendid olla fükoerütriini monomeerid. Paljude valguliste 

pigmentide üheaegse esinemise tõttu võib vetikat P. yezoensis pidada kõrgpuhaste 

fükobiliproteiinide eraldamise seisukohast halvemaks toormeks kui vetikat F. lumbricalis. 
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Joonis 9. Vetikast F. lumbricalis pärineva R-fükoerütriini 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 – fükoerütriinile vastav piik, FT – fükotsüaniinile vastav 

piik, AT – allofükotsüaniinile vastav piik. Fükobiliproteiinide ekstraktsiooniks kasutati 

pesemata värskelt külmutatud vetikat, mis purustati vedelas lämmastikus uhmerdamise teel. 
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Joonis 10. Vetikast Porphyra yezoensis pärineva R-fükoerütriini 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 – fükoerütriinile vastav piik,   

FE-2 – fükoerütriinile lähedase neeldumisspektriga komponendile vastav piik, FT – 

fükotsüaniinile vastav piik, AT – allofükotsüaniinile vastav piik. Fükobiliproteiinide 

ekstraktsiooniks kasutati pestud kuivatatud vetikat, mis purustati uhmerdamise teel. 

 

Uuritud vetikates sisalduva fükoerütriini tüüp tuvastati eksklusioonikromatograafia abil 

lahutatud komponentide neelduvusspektrite alusel. Vetikas F. lumbricalis esineva 

fükoerütriini neeldumisspekter (joonis 11) on iseloomulik R-fükoerütriinile. Allofükotsüaniini 

esinemine kinnitati 648 nm juures esineva neeldumismaksimumi põhjal. Kuna allofükotsüaniin 

väljub kromatograafilisest kolonnist R-fükoerütriini lähedal, siis esinevad spektris ka  

R-fükoerütriinile iseloomulikud neeldumismaksimumid. Vetikas P. yezoensis esineb samuti  

R-fükoerütriin, mille spekter erineb mõnevõrra samas vetikas leiduvast madalmolekulaarsema 
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fükoerütriinile lähedase komponendi spektrist (joonis 12). Samuti tuvastati C-fükotsüaniini 

esinemine selles vetikaliigis. 

 

 

Joonis 11. Vetikast F. lumbricalis pärineva R-fükoerütriini ning R-fükoerütriini ja 

allofükotsüaniini segu neeldumisspektrid. Spektrite registreerimine toimus 

vedelikkromatograafi dioodrividetektoris (komponendid esinevad joonisel 9 esitatud 

kromatogrammidel). 

 

 

 

Joonis 12. Vetikast Porphyra yezoensis pärineva R-fükoerütriini (1), fükoerütriinile lähedase 

neeldumisspektriga komponendi (2) ja C-fükotsüaniini neeldumisspektrid. Spektrite 

registreerimine toimus vedelikkromatograafi dioodrividetektoris (komponendid esinevad 

joonisel 10 esitatud kromatogrammidel). 
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Selgus, et ekstrahendi valik mõjutab oluliselt vetika F. lumbricalis biomassist lahusesse 

liikuvate komponentide spetsiifikat. Võrreldes 50 mM naatriumfosfaatpuhvris ja puhtas vees 

ekstraheeritud produktide kromatogramme (joonis 13) selgub, et vees ekstraheeritud 

produktis leidub lisaks R-fükoerütriiline ka veidi suurema molekulmassiga fükoerütriini 

sarnaseid ühendeid. Need komponendid on kromatogrammil nähtavad spetsiifilise õlana ning 

on tõenäoliselt R-fükoerütriini sisaldavad agregaadid. Seevastu puudusid puhtas vees 

eraldatud ekstraktides fükotsüaniin ja allofükotsüaniin ning ka osade madalmolekulaarsemate 

komponentide sisaldused olid neis proovides madalamad. 

 

 

Joonis 13. Vetikast F. lumbricalis pärineva R-fükoerütriini 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 – fükoerütriinile vastav piik, FT/AT – fükotsüaniinile ja allofükotsüaniinile vastav piik. 

Fükobiliproteiinide ekstraktsiooniks kasutati pestud ja seejärel kuivatatud vetikat, mis 

purustati vedelas lämmastikus uhmerdamise teel. 
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Antud tulemused näitavad, et puhverlahuse kasutamine lagundab liialt fükobilisoomi, mille 

tulemusena vabaneb selle keskmes olev allofükotsüaniin. Puhta vee kasutamine aga 

suurendab mõnevõrra R-fükoerütriini heterogeensust. Seetõttu sõltub ekstrahendi valik 

edasistest R-fükoerütriini puhastusmeetoditest – teatud juhtudel võib osutuda lihtsamaks 

fükoerütriini ja fükotsüaniini teineteisest eraldamine, mõnel juhul on aga fükoerütriini 

agregaadid produktist paremini eemaldatavad. 

Erilist tähelepanu väärivad punavetikas F. lumbricalis esinevad fükobiliproteiinidest oluliselt 

väiksema molekulmassiga ained. Kromatograafiliselt tuvastati vähemalt 4 sellise 

põhikomponendi esinemine kõnealuses vetikas. Nimetatud ühendite neelduvusspektrid on 

esitatud joonisel 14. Antud töös neid komponente ei identifitseeritud ning nende omadusi 

põhjalikumalt ei uuritud. Siiski võivad need kollakaspruunid ained osutuda väärtuslikeks 

looduslikeks värvaineteks või olla potentsiaalse bioloogilise aktiivsuse (nt antioksüdantsete, 

antibakteriaalsete, viirusevastaste  omaduste) tõttu olulised mitmetes valdkondades. 

 

 

Joonis 14. Vetikast F. lumbricalis pärinevate 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 Täiendav puhastamine 

Fükobiliproteiine sisaldava esmase ekstrakti puhastamiseks on mitmeid võimalusi. 

Madalmolekulaarsete lisandite (nt soolad, teised pigmentained) eemaldamiseks kasutatakse 

sageli dialüüsimist või ultrafiltrimist. Viimane on oluliselt kiirem protsess ning võimaldab 

madalmolekulaarsetest lisanditest vabaneda juba mõne tunni jooksul. Kui eesmärgiks on vaid 

anorgaaniliste soolade eemaldamine, annab kiireima tulemuse katioone ja anioone siduvate 

ioonvahetusvaikude kasutamine. 
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Antud töös kasutati produkti täiendavaks puhastamiseks ultrafiltrimist läbi 10 kDa või 50 kDa 

polüeetersulfoonmembraani. Joonisel 15 on esitatud vetikast F. lumbricalis pärineva 

fükobiliproteiine sisaldava ekstrakti eksklusioonikromatograafia kromatogrammid enne ja 

pärast ultrafiltrimist. Selgub, et ultrafiltrimisel läbi 50 kDa poorsusega membraani liiguvad 

kollakaspruunid komponendid praktiliselt täielikult filtraati. Samasugust olukorda täheldati ka 

10 kDa membraani kasutamisel. Seejuures ei ole võimalik kasutatud membraanidega eraldada 

fükoerütriini fükotsüaniinist või allofükotsüaniinist. Tõenäoliselt võimaldaks nende 

molekulide eraldamist 100 kDa või veidi suurema poorsusega membraan. Leiti, et 

ultrafiltrimisel eraldatud madalmolekulaarsemad lisandid UV-valguses praktiliselt ei 

fluorestseeru (joonis 16). Oluline on märkida, et antud katse puhul sisaldas ka vees 

ekstraheeritud produkt vähesel määral allofükotsüaniini. Põhjuseks on asjaolu, et liivaga 

uhmerdamisel purustatakse vetikate rakud väga efektiivselt ning fükobilisoomid lagunevad 

ekstraktsiooni käigus seetõttu samuti olulisel määral. 

 

 

Joonis 15. Vetikast F. lumbricalis pärineva R-fükoerütriini 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 pärast (2) ultrafiltrimist läbi  

50 kDa membraani ning filtraat (3). FE – fükoerütriinile vastav piik, AT – allofükotsüaniinile 

vastav piik, K – kollakaspruunidele lisanditele vastav piik. Fükobiliproteiinide ekstraktsiooniks 

kasutati pesemata värskelt külmutatud vetikat, mis purustati liivaga uhmerdamise teel. 
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Joonis 16. Vetikast F. lumbricalis pärineva ekstrakti ultrafiltrimisel saadud kollakaspruune 

lisandeid sisaldav filtraat (vasakul) ja 50 kDa membraani mitteläbivaid molekule (peamiselt  

R-fükoerütriini) sisaldav lahus päevavalguses (a) ja UV-valguses 312 nm juures (b) ning  

C-fükotsüaniini ja R-fükoerütriini analüütiliste standardainete vesilahused päevavalguses (c) ja 

UV-valguses (d). 

 

Joonisel 15b esitatud kromatogrammidelt on siiski näha, et ultrafiltritud proovis sisaldub peale 

fükobiliproteiinide veel täiendavaid lisandeid. Seda kinnitab ka proovi neeldumisspekter 

(joonis 17), milles on nähtav oluline neelduvuse tõus 300 nm juures ja sellest madalamatel 

lainepikkustel. Retentsiooniajal 15 min, mis vastab ühtlasi kasutatud kolonnide 

eksklusioonilimiidile, on kromatogrammidel (joonis 15) näha väga suure molekulmassiga (üle 

1000 kDa) komponentide esinemine proovis. Nendeks lisanditeks on tõenäoliselt vetikas 

esinevad polüsahhariidid (furtsellaraan), mille külge võib olla osaliselt seondunud ka valgulisi 

pigmente. Lisaks allofükotsüaniinile esineb ultrafiltritud proovis ka sellest veidi väiksema 

molekulmassiga komponente (nähtavad õlana allofükotsüaniinile vastaval piigil, joonis 15b). 

 

 

(a) (b) R-fükoerütriin R-fükoerütriin Lisandid Lisandid 

(c) (d) C-fükotsüaniin R-fükoerütriin C-fükotsüaniin R-fükoerütriin 
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Joonis 17. Vetikast F. lumbricalis pärineva ultrafiltritud R-fükoerütriini sisaldava 50 kDa 

membraani mitteläbiva ekstrakti (a) ja kollakaspruune lisandeid sisaldava filtraadi (b) 

neeldumisspektrid. Fükobiliproteiinide ekstraktsiooniks puhtas vees kasutati pesemata 

värskelt külmutatud vetikat, mis purustati vedelas lämmastikus uhmerdamise teel. 

 

Bioloogiliste proovide puhastamiseks kasutatakse sageli valkude sadestamist 

ammooniumsulfaadi lahuses. Seda meetodit saab rakendada ka fükobiliproteiinide 

eraldamiseks lahusest ning täiendavaks puhastamiseks. Joonisel 18 esitatud 

kromatogrammidelt nähtub, et sadestamine eraldab proovist olulise osa mittevalgulisi 

madalmolekulaarsemaid komponente. Seejuures ei eraldu aga proovist kõrgmolekulaarsed 

polüsahhariidid. Ammooniumsulfaadiga sadestamine suurendab märgatavalt 

fükobiliproteiine sisaldavate proovide puhtust ning võimaldab nende hõlpsat eraldamist 

lahusest, kuid hilisemas protsessis tuleb sel viisil puhastatud proovidest täiendavalt eraldada 

proovidesse jäänud ammooniumsulfaat dialüüsimise, ultrafiltrimise või ioonvahetuse teel. 

Katsetulemuste põhjal võib öelda, et vetika F. lumbricalis biomassist pärinevast ekstraktist 

saab valmistada toituainetööstuse nõuetele vastava puhtusastmega R-fükoerütriini 

(kontsentreeritud vesilahuse kujul) kasutades ultrafiltrimise tehnikat. Analüütilise puhtusega 

R-fükoerütriini tootmiseks tuleb aga rakendada geelfiltratsiooni, eksklusiooni-, afiinsus- või 

paisutatud täidisega kromatograafiat. 
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Joonis 18. Ammooniumsulfaadiga sadestamise teel puhastamata (1) ja puhastatud  

(2) ultrafiltritud (50 kDa) R-fükoerütriini sisaldava lahuse kromatogrammid dioodrivi (a) ja 

fluorestsentsdetektori (b) kasutamisel. FE – fükoerütriinile vastav piik, FT/AT – fükotsüaniinile 

ja allofükotsüaniinile vastav piik. Fükobiliproteiinide ekstraktsiooniks puhtas vees kasutati 

pesemata värskelt külmutatud vetikat, mis purustati vedelas lämmastikus uhmerdamise teel. 

 

4.3.3 Sisaldus 

Fükobiliproteiinide tööndusliku eraldamise seisukohast on väga oluline teada nende 

pigmentide sisaldust vetika biomassis. Töö tulemusel tuvastati, et vetika F. lumbricalis 

kuivmassis sisaldub ligikaudu 0,1% R-fükoerütriini. Seejuures sõltub kättesaadava 

fükoerütriini kogus suuresti vetika purustamise metoodikast ning kasutatud ekstrahendist 

(joonis 19). Kõrgemaid R-fükoerütriini saagiseid andis ekstraktsioon fosfaatpuhvris, vees 

ekstraheeritud proovide puhul jäid saagised 20–45% võrra madalamaks. Suurimaid saagiseid 

andis vetikate uhmerdamine liivaga, mõnevõrra väiksemaid R-fükoerütriini saagiseid saadi 

vedelas lämmastikus värskete või eelnevalt kuivatatud vetikate homogeniseerimisel. Selgus, 

et vetikate pesemine demineraliseeritud veega otseselt R-fükoerütriini kadusid ei põhjusta, 

kuid võib teatud määral mõjutada saagist ekstrahendi modifitseerimise kaudu (väheneb 

mereveest pärinevate soolade kontsentratsioon lahuses). Ka mitmetunnisel jahvatamata 

vetikate leotamisel vees või puhverlahuses ei liigu vetikast lahusesse märgatavas koguses  

R-fükoerütriini. Seetõttu osutub puhtama lõpp-produkti saamise seisukohast otstarbekaks 

vetikate leotamine enne jahvatamis- ja ekstraktsiooniprotsessi. 
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Joonis 19. Fükoerütriini ekstraktsioonisaagis vetika F. lumbricalis kuivmassi suhtes eraldamisel  

50 mM naatriumfosfaatpuhvris (pH 7,2) või puhtas vees. Ekstraktsiooniks kasutati värskelt 

külmutatud, värskeid või kuivatatud vetikaid, mis pesti eelnevalt demineraliseeritud veega (P) 

või jäeti pesemata (S), peenestati uhmerdamisel liivaga (proov nr 1) või vedelas lämmastikus 

(proovid nr 2–5). 

 

Peeneks jahvatatud vetikamassist liiguvad fükobiliproteiinid lahusesse kiiresti. Juba 1,5 h 

möödudes on ≈90% R-fükoerütriini maksimaalsest ekstraktsioonisaagisest saavutatud (joonis 

20). Järgneva 1,5 h jooksul ekstraheerub veel ≈9% ning seejärel üksnes ≈1% ekstraheeritavast 

R-fükoerütriinist. Seetõttu ei ole otstarbekas fükobiliproteiine F. lumbricalis jahvatatud 

biomassist üle 3 h ekstraheerida. 

 

 

Joonis 20. Fükoerütriini ekstraktsioonisaagis vetika F. lumbricalis kuivmassist eraldamisel  

50 mM naatriumfosfaatpuhvris pH 7,2 (1) või puhtas vees (2). Järjestikusteks 

ekstraktsioonideks (ekstraktsioonid nr 1–3) kasutati pesemata värskelt külmutatud vetikaid, 

mis purustati vedelas lämmastikus uhmerdamise teel. Ekstrahendi ja kuivatamata vetikate 

massisuhe oli 7 ning ühe ekstraktsiooni kestvus 1,5 h. 
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0,1%-list R-fükoerütriini sisaldust punavetika kuivmassis tuleb lugeda suhteliselt kõrgeks 

näitajaks. Selle fükobiliproteiini sisaldus Vaikse ookeani punavetika P. yezoensis kuivmassis, 

millest neid valgulisi pigmente ka töönduslikes mastaapides eraldatakse, on käesolevas töös 

kasutatud fükoerütriini eraldamise metoodikat kasutades vaid 4 korda kõrgem (0,4%). 

Kirjanduse andmetel jääb fükoerütriini sisaldus paljudes punavetikaliikides, mida selle 

valgulise pigmendi toormena oleks potentsiaalselt võimalik kasutada, vahemikku 1,24–0,03% 

vetika kuivmassist (tabel 1). 

 

Tabel 1. R-fükoerütriini sisaldused mõnede punavetikaliikide kuiv- või märgmassis 

Punavetikaliik 
Sisaldus 

kuivmassis, %* 

Sisaldus 

märgmassis, %* 
Kirjandusviide 

Palmaria palmata 0,84–1,24  [8, 22] 

Porphyridium cruentum** 0,07–1,64  [23] 

Grateloupia turuturu 0,12–0,44  [14] 

Porphyra haitanensis 0,15  [24] 

Porphyra yezoensis 0,08–0,094  [25] 

Amphiroa anceps 0,07  [26] 

Corallina elongata 0,06  [6] 

Chondrus crispus 0,04  [27] 

Rhodosorus marinus** 0,03  [28] 

Polysiphonia urceolata  0,07-0,15 [5] 

Portieria hornemannii  0,12 [29] 

Gracilaria corticata  0,08 [29] 

Gracilaria edulis  0,07 [29] 

Gracilaria salicornia  0,06 [29] 

Gelidiella acerosa  0,05 [29] 

Gelidium pusilum  0,04 [29] 

Hypnea esperi  0,04 [29] 

Acanthophora spicifera  0,04 [29] 

Sarconema filiforme  0,04 [29] 

Gracilaria lemaneiformis  0,04 [30] 

Gracilaria crassa  0,02–0,04 [31, 32] 

Laurencia papillosa  0,02 [29] 

Gracilaria verrucosa  0,014 [12] 

* Sisaldused on antud erineva puhtusastmega fükoerütriinide kohta. 

** Sisaldab B-fükoerütriini. 
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4.3.4 Tooraine kvaliteet 

Kirjanduse andmetel võib fükobiliproteiinide sisaldus punavetikates sõltuda nii 

keskkonnatingimustest kui sesoonist.  Peamised fükoerütriini sisaldust mõjutavad tegurid on 

valgustingimused, toitainete sisaldus keskkonnas ja temperatuur. Lämmastikuvaeses 

keskkonnas lagundatakse fükobiliproteiine ning nendest vabanevat lämmastikku kasutab 

vetikas oma elutegevusprotsessides. Valgustingimuste halvenemisel tüüpiliselt pigmentainete 

süntees intensiivistub. Samuti on täheldatud, et väga intensiivsest valgusest tingitud stressi 

tingimustes võib fükobiliproteiinide süntees organismis samuti suureneda. 

Kassari punavetikakoosluse erinevates osades valgustingimused oluliselt ei muutu,  

F. lumbricalis kasvab koosluse piires tüüpiliselt 4–10 m sügavusel. Käesolevas uuringus ei 

tuvastatud olulist sõltuvust vetika kasvamispiirkonna ja talluse fükobiliproteiinide sisalduse 

vahel. Samuti ei tuvastatud sõltuvust vetikate korjamise ajast (märts – september). Seega 

antud vetikaliigi puhul tõenäoliselt ei mõjuta vetikamassi korjamise aeg ja koht oluliselt sellest 

eraldatava R-fükoerütriini töönduslikku kvaliteeti. 

Seevastu tuvastati, et ekstraktsiooniks kasutatava vetikamassi hoiustamistingimused 

mõjutavad oluliselt sellest eraldatavate fükobiliproteiinide sisaldusi ja puhtusastet. Kuigi leiti, 

et vetikamassi kuivatamine ja lühiajaline toatemperatuurne hoiustamine (mõned nädalad) 

oluliselt eraldatava produkti puhtusele mõju ei avalda, tuleb vetikamassi hoida 

toatemperatuuril võimalikult lühikest aega. Mitme kuu pikkune kuivatatud vetikate hoidmine 

20 °C juures põhjustab R-fükoerütriini heksameeride degradatsiooni, suurendab 

madalmolekulaarsemate lisandite hulka ning vähendab mitmeid kordi fükobiliproteiinide 

sisaldusi vetikas. Täheldati, et pikemat aega toatemperatuuril seisnud kuivatatud vetikamassi 

ekstraktsioonil liigub ekstrakti ka märgatav kogus allofükotsüaniini, mis viitab fükobilisoomide 

lagunemisele ja raskendab tunduvalt R-fükoerütriini puhastamisprotsessi. Sobivaim vetikate 

hoiustamise viis on nende värskelt külmutamine või suhteliselt kiire kuivatamine (mitte otsese 

päikesevalguse käes) ning sellele järgnev hoiustamine -20 °C juures. Kuna fükobiliproteiinid 

lagunevad valguse toimel, on oluline vetikaid hoiustada pimedas. 
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Kokkuvõte 

Läänemere punavetikas F. lumbricalis sisaldab arvestatavates kogustes R-fükoerütriini  

(0,1% kuivmassist), mida on võimalik suhteliselt kergelt vetikast eraldada. 

Ekstraktsiooniprotsessi lihtsustab oluliselt selles punavetikas esinevate polüsahhariidide 

(furtsellaraani) halb lahustuvus külmas vees, mistõttu satub neid polümeere 

fükobiliproteiinide eraldamisel lahusesse vähe. Fükotsüaniini sisaldus F. lumbricalis biomassis 

on väga väike. 

Suurimaid R-fükoerütriini saagiseid annab purustatud vetikate ekstraktsioon 

naatriumfosfaatpuhvris, kuid selle ekstrahendi kasutamine põhjustab fükobilisoomides 

esineva allofükotsüaniini liikumist ekstrakti ning vähendab lõpp-produkti puhtust. 

Ekstrahendina puhta vee kasutamisel jäävad R-fükoerütriini saagised 20–45% võrra 

madalamaks võrreldes samades tingimustes fosfaatpuhvris eraldatud produktidega. 

F. lumbricalis sisaldab suhteliselt suurtes kogustes madala molekulmassiga (alla 10 kDa) 

kollakaspruune pigmente, mille esinemine raskendab mõnevõrra R-fükoerütriini puhastamist. 

Neid komponente saab eraldada purustamata vetikamassi leotamisel vees, R-fükoerütriini 

sisaldava ekstrakti ultrafiltrimise või fükobiliproteiinide ammooniumsulfaadiga sadestamise 

teel. Nimetatud madalmolekulaarsed pigmendid on R-fükoerütriini eraldamise 

kõrvalproduktiks ning võivad olla väärtuslikud mitmetes toiduainetööstuse ja meditsiini 

valdkondades. 

Käesolevas uuringus ei tuvastatud R-fükoerütriini sisalduse olulist sõltuvust F. lumbricalis 

kasvukohast Väinameres ega ka sesoonist. Väga oluline on aga vetikamassi õige hoiustamine 

enne fükobiliproteiinide ekstraktsiooni. Kuivatatud vetikaid ei ole soovitav hoida pikemat aega 

toatemperatuuril, sest see tingib R-fükoerütriini degradatsiooni ning võib oluliselt langetada 

selle pigmendi sisaldust vetikasegus. Soovitatav on vetikaid hoiustada -20 °C juures 

kuivatamata või eelnevalt kuivatatud kujul. Viimasel juhul on lihtsustatud F. lumbricalis 

biomassi jahvatamine, mis võimaldab saada kergema vaevaga suuremaid saagiseid. 

Eeltoodust tulenevalt võib vetikat F. lumbricalis pidada heaks R-fükoerütriini töönduslikuks 

toormeks. 
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