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Sissejuhatus

Laanemeri on unikaalne okosusteem, mille riimveeline keskkond on elupaigaks paljudele
mageveelist ja merelist paritolu organismidele. Punavetikad kui valdavalt merelise eluviisiga
organismid vodivad sellises keskkonnas kill levida, kuid elu madalast soolsusest tingitud
hiipoosmootse stressi tingimustes pdhjustab muutusi nende liikide morfoloogias,
arengutsiiklite vaheldumises vdi poliisahhariidkoostises.

Toonduslike vetikaliikide levikuks ebasobivate tingimuste téttu on L3adnemere tahtsus
vetikavarude kasutamise seisukohast suhteliselt vdike. Ligi 160 Ladnemere punavetikaliigist
on téonduslikku kasutust leidnud vaid Furcellaria lumbricalis. Riimvees hasti kohastunult
esineb see vetikaliik Ladnemeres nii merepdhjale kinnitunult kui ka kinnitumata vormina.
Viimast esineb laialdaselt ka Eesti territoriaalvetes, eriti massiliselt aga Vainameres, kus
moodustab koos teise punavetikaliigi Coccotylus truncatus kinnitumata vormiga omaparase
koosluse, nn Kassari vetikaplasti. Suure biomassi tdttu on see vetikakooslus Gheks oluliseks
Eesti taastuvaks loodusvaraks.

Juba aastast 1967 toodetakse Kassari vetikakoosluse baasil tardainet, mis keemiliselt kujutab
endast teatud sulfaaditud polisahhariidide (karraginaanide) segu. Seda tlilipi pollisahhariidid
on maailmas levinud toidulisaainetena (E-407), mida kasutatakse paljudes valdkondades, eriti
laialdaselt aga toiduaine-, kosmeetika- ja farmaatsiatodstuses. Kuigi vetikatest parinevaid
pollisahhariide toodetakse maailmas suurtes kogustes, sisaldab F. lumbricalis unikaalse
keemilise koostise ja omadustega karraginaane (furtsellaraani), mida mujal maailmas ei
toodeta. See on tingitud asjaolust, et selle vetikaliigi toonduslikult kasutatavad varud on vaga
piiratud.

Puhas furtsellaraan on kvaliteetne, suure geelistumisvdimega looduslik materjal. Siiski on selle
poliimeeri efektiivne eraldamine vetikast problemaatiline, sest kvaliteetse produkti saamiseks
on vajalik konkreetsest toormest ja selle isedrasustest lahtuva tehnoloogilise protsessi
kasutamine. Sobivate eraldamismeetodite valik eeldab aga sageli vdga mahukaid
eksperimentaaluuringuid ning ka katsetootmist. Paraku ei ole Eestis kdesoleval hetkel
rakenduses sobivat mastaapset tehnoloogilist lahendust, mis vdimaldaks punavetikat
F. lumbricalis sisaldavast biomassist toota korgekvaliteetset suure geelistumisvdimega
tardainet. Selline olukord on kohati tinginud toorvetikate eksporti ning viinud Eesti Uhe
unikaalseima loodusvara ebaefektiivse kasutamiseni.

Kdesolevas to0s vaadeldakse optimaalseid meetodeid korgekvaliteetse ja suure
geelitugevusega poliisahhariidmassi eraldamiseks vetikate F. lumbricalis ja C. truncatus
looduslikust segust. Uuritakse polisahhariidide efektiivseid pleegitamisvdimalusi ning
tardaine toondusliku kvaliteedi naitajaid — geelitugevus, varvus, molekulmass. Hinnatakse,
kuidas mojutab punavetika C. truncatus sisaldus nende vetikate segust eraldatud
pollisahhariidmassi toonduslikku kvaliteeti. Samuti uuritakse sesoonsuse ja vetikate
kasvusligavuse moju nendest eraldatud poliisahhariidide koostisele.



1. Vetikapoliisahhariidid
1.1 Agarid ja karraginaanid

Loodus on polisahhariidide poolest vaga rikas. Kuigi nad moodustavad ligi 70% Maa
biomassist, ei osata neid tdanapdeval laboritingimustes siinteesida ning ka nende detailne
struktuur ahela ulatuses (primaarstruktuur) ei ole kaasajal veel maaratav. Samas on suur hulk
poliisahhariide olulised paljudes eluvaldkondades, eriti aga toiduainetoostuses, kus neid
kasutatakse laialdaselt paksendavate, emulgeerivate ja konsistentsi andvate omaduste tottu.

Uheks oluliseks tddndusliku tdhtsusega poliisahhariidide riilhmaks on punavetikate
rakuseintes esinevad sulfaaditud galaktaanid. Need on k&rgmolekulaarsed ained, mis
pohimdttelise struktuuritlilibi alusel jagatakse agariteks ja karraginaanideks [1]. Vastavalt
nimetatakse ka neid polisahhariide sisaldavaid punavetikaliike agarofiilitideks ja
karraginofiiltiteks.

Vetikapollsahhariidid on valged voi kergelt varvunud amorfsed I6hnatud ained
molekulmassiga monesaja tuhandest kuni mdne miljonini. Nii karraginaanides kui agarites
moodustavad makromolekulaarse, Uldiselt lineaarse ahela galaktoosjadgid vOi nende
derivaadid (nt anhiidrogalaktoosjaagid), mis on seotud jarjestikku vahelduvate 1,3- ja 1,4-
sidemetega. Fundamentaalne struktuurierinevus nende poliisahhariidide vahel seisneb
asjaolus, et agarites on (skteisele jargnevad galaktoosjadgid ahelas erineva ruumilise
konfiguratsiooniga (D- ja L-isomeerid), karraginaani tllpi polisahhariidides on nad aga kdik
Uhesugused (D-isomeerid).

Karraginaane iseloomustab suur struktuurne varieeruvus ning neid klassifitseeritakse
peamiselt vastavalt sulfaatriihmade arvule ja asendile poliisahhariidses ahelas. Klassikaliselt
eristatakse ligi 17 karraginaanide peamist struktuuritllpi, mida traditsiooniliselt tahistatakse
kreeka tahtedega [2]. Karraginaanide koostis ja struktuur varieerub olulisel maaral
vetikaliikide 16ikes, kuid voib soltuda ka liigisiseselt keskkonnatingimustest, kasvukohast,
aastaajast ning isendite arenemisjargust [3]. Kdiki nimetatud muutusi kajastab otseselt
vetikate rakuseinte keemiline koostis ja struktuur.

Uhegi tanapéeval tuntud keemilise meetodiga ei ole vdimalik muuta karraginaani agariks, kiill
on aga voimalik monel juhul Ghest karraginaani tuibist saada teine. Nii nditeks muutub
u-karraginaan leelistootluse tulemusena k-karraginaaniks (joonis 1). Tootmistehnoloogiliselt
on tegemist olulise protsessiga, sest sellisel viisil on véimalik vetikatest eraldatud tardaine
toonduslikku kvaliteeti (geelitugevust) sageli margatavalt tosta [4, 5].
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Joonis 1. 3,6-anhidrogalaktoosi teke leelistootluse tagajarjel, mil geelistumisvéimet
mitteomav p-karraginaani muundub tugevaid geele andvaks k-karraginaaniks.



Merevetikad on rikka ja ebahariliku mineraalkoostisega elusorganismid. Karraginaanide
struktuuriahela  elektrilise laetuse t0ttu on paljud anorgaanilised katioonid
pollisahhariidmaatriksiga tugevasti seotud. Sellest tulenevalt on anorgaanilise komponendi
osakaal karraginaanides korge (tavaliselt 10-30%). Lisaks sisaldavad pollisahhariidproovid
tavaliselt 10-15% absorbeerunud Shuniiskust ning vaiksemas koguses ka teisi komponente,
sh vetikapigmente ja nende laguprodukte.

1.2 Karraginaanide struktuur-omadus seosed

Punavetikagalaktaanide kdige olulisemaks omaduseks on nende geelistumisvdime, st vBime
moodustada nende poliisahhariidide kuuma sooli jahtumisel korrastunud kolmemddtmelisi
struktuure [6]. Geeli formeerumine vesilahustes on keeruline protsess, soltudes
pollisahhariidi struktuurist, kontsentratsioonist ja temperatuurist, aga ka anorgaaniliste
ioonide ning teiste sahhariidide esinemisest lahuses [7].

Geeli formeerumiseks on vajalik ka 3,6-anhlidrogalaktoosi jddkide esinemine struktuuris, mis
soodustavad geelivorgustiku moodustumiseks vajaliku sekundaarstruktuuri teket [8].
Vesikeskkonnas tOstavad 3,6-anhlidrogalaktoosi jaagid pollimeeri elastsust ja
leelismetallioonide juuresolekul vdimaldavad nad tugevate termopddratavate geelide teket
juba vaga madalatel poliisahhariidi kontsentratsioonidel. Naiteks vdib k-karraginaan geeli
moodustada juba 0,5% sisaldusel vesilahuses ning 0,1-0,2% sisaldusel biokolloidstisteemides

[9].

To6stuslikult toodetakse maailmas peamiselt vaid 3 tllpi karraginaane: k-, - ja A-karraginaani.
Need vetikapoliisahhariidid erinevad liksteisest sulfaatrihmade arvu poolest molekulis kui ka
nende poolt moodustavate tardainete omadustelt. k-Karraginaan sisaldab disahhariidse
korduslili kohta iht sulfaatriihma ning annab vdrreldes teiste karraginaanitiiiipidega suurima
tugevusega geele, seda eriti kaalium- ja kaltsiumioonide esinemisel proovis. Lisaks
geelitugevusele avaldavad need spetsiifilised katioonid mdju ka geeli teistele omadustele —
kaaliumioonid suurendavad geeli elastsust, kaltsiumioonid viivad aga rabedama geeli tekkeni.
Kaalium- ja kaltsiumioonide (iheaegsel manulusel avaldub nende ioonide siinergistlik mdju,
mis viib eriti tugeva, kuid samas ka rabeda geeli formeerumiseni. -Karraginaan sisaldab
disahhariidse korduslili kohta kaks sulfaatrihma, moodustab elastseid, pehmeid,
tiksotroopsete omadustega (eriti kaltsiumioonide juuresolekul) ja hea kilmumise/sulamise
stabiilsusega geele. A-karraginaani korduslilis esineb kolm sulfaatriihma, see poliisahhariid
tudpiliselt geele ei moodusta, kuid annab iseloomulikke, vaga viskoosseid vesilahuseid.

Seega on karraginaani tilpi vetikapolisahhariidide omadused olulisel maara mdjutatud
erinevate metalliioonide esinemisest proovis [10]. Lisaks anorgaanilisele komponendile
mdojutab nende poliimeeride geelistumisvdimet ka molekulmass — mida suurem see on, seda
tugevamad on saadavad geelid [11]. Tehnoloogilises plaanis pdoratakse karraginaanide
tootmisprotsessis pohitahelepanu just kahele karakteristikule — 16pp-produkt peab sisaldama
markimisvaarsetes kogustes kaalium- ja kaltsiumioone ning poliisahhariidide eraldamine peab
toimuma voimalikult pehmetes tingimustes, et valtida galaktaanahelate degradatsiooni ja
molekulmassi langemist.



1.3 Furtsellaraan

Furtsellaraaniks nimetatakse punavetikast F. lumbricalis saadavat tardainet, mis keemiliselt
ehituselt on hibriidne k/B-karraginaan (joonis 2) [6, 12, 13]. Kuna selle polimeeri peamiseks
komponendiks on k-karraginaan, siis sarnaneb furtsellaraan k-karraginaanile nii oma
geelistumisomaduste kui ka kasutusvaldkondade poolest. Piimas annab aga furtsellaraan
K-karraginaanist pehmema ja vdiksema haprusega geeli. Furtsellaraani interaktsiooni tottu
piimaproteiinidega tundub piimatoode suus meeldivam [14]. See asjaolu teeb furtsellaraanist
vaartusliku toormaterjali toiduainetodstuses.
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Joonis 2. Furtsellaraani disahhariidse kordusluli struktuur.

Optimaalse geelitugevuse saavutamiseks vajab furtsellaraan vaiksemat anorgaaniliste
katioonide kontsentratsiooni, kuna furtsellaraani molekulis on palju vahem laetud rihmi.
Samal pdhjusel kulub palju vahem ka leelismetallide ioone furtsellaraani galaktaanmaatriksi
killastamiseks.

Eesti territoriaalvetes kasvab toonduslikes kogustes kattesaadav kinnitumata F. lumbricalis
vorm tihedalt |abipdimunult koos teise punavetikaliigiga C. truncatus (sisaldus enamasti kuni
35% koosluse biomassist). Kuna nimetatud vetikaliike ei ole fllsiliselt toéonduslikes mahtudes
vOimalik teineteisest eraldada, sisaldab Eesti vetest parinev furtsellaraan enamasti ka vaikses
koguses polisahhariide, mis tulenevad C. truncatus biomassist. On teada, et C. truncatus
sisaldab p&hikomponendina -karraginaani ja minoorse lisandina piruvaaditud korduslilisid
[15, 16]. Nii voib vetikas C. truncatus sisalduvate poliisahhariidide lisand monevdrra langetada
furtsellaraani geelistumisvéimet, kuid samas suurendab i-karraginaanile iseloomulikult
tardaine elastsust ja vdhendab selle rabedust.

1.4. Kasutusalad

Koige rohkem kasutatakse karraginaane lisaainetena toiduainet0Ostuses, eesmargiga
parandada toidu struktuuri ja stabiilsust. PGhiliselt kasutatakse karraginaane viskoossuse
suurendamiseks, emulgaatorina, stabilisaatorina [17], niiskusekao vdhendamiseks, toote
massi, ruumala ja varske valjandgemise sdilitamiseks, kiilmutatud toiduainetes jaa- (voi
laktoosi) kristallide tekke takistamiseks, Glle selitamisprotsessis, tekstuuri parandamiseks,
aseainena, maitseainete v6i mahukate toidukomponentide paremaks fikseerimiseks [9].
Lisaks vahendavad karraginaanid toituainete (nt makaronide) kuumtéotlemisel teatud
komponentide (eriti valkude) lagunemist ning niiskusekadusid, mistottu need tooted



muutuvad vastupidavamaks (lekiipsemise ja korbemamineku suhtes. Ka aitavad
karraginaanid hoida toote maitset ning aroomi.

Euroopas kasutatakse toiduainete koostises nii rafineeritud (tdhistus E407) kui
poolrafineeritud karraginaani (tdhistus E407a). P&hiliselt erineb poolrafineeritud karraginaan
rafineeritud karraginaanist oma tselluloosi sisalduse poolest, mida rafineeritud karraginaan ei
sisalda. Tselluloosi sisalduse tottu annab poolrafineeritud karraginaan haguse lahuse ning
seda kasutatakse peamiselt valdkondades, kus toote ldbipaistvus ei ole oluline.

Karraginaanide kasutamine nn hapudes magustoitudes (puuviljadesserdid, millel enamasti
pH =3,8) on modnevorra komplitseeritud sool-olekus karraginaanide ebapisivuse tottu
happelises keskkonnas. Seetdttu lisatakse karraginaani lagunemise valtimiseks happeline
komponent poolfabrikaadile voimalikult hilja (vahetult enne kiilmutamist, geelistumist).

Karraginaanide kasutusalad ei piirdu ainult toiduainetéostusega. Tiksotroopsete omaduste
suurendamise tottu lisatakse karraginaane naiteks hambapastade ja kingahoolduskreemide
koostisse. Karraginaanide juuresolek aitab &dra hoida pastade kovastumise, rabedaks
muutumise, kuivamise ning ensimaatilise degradatsiooni. Pollioolidega vastastoime tottu
kasutatakse karraginaane erinevates kosmeetikatoodetes. Karraginaane kasutatakse ka
sellistes toodetes nagu Ohuvarskendusgeelid, tulekustutusvahud, toostuslikud vedelsegud,
varvid ja antifriisid.

Uldiselt on karraginaanid inimesele ohutud ja toitevaartust mitteomavad looduslikud
toidulisandid, kuid nende degradatsioonil vdivad tekkida tervist kahjustavad Ghendid —
poliginaanid (molekulmass alla 50 kDa) [18]. Oige karraginaani tiiiibi ja koguse valimiseks on
oluline tunda lisaks poltsahhariidi keemilisele koostisele ka selle kasutamise eriparasid [17].

2 Materijalid ja metoodika
2.1 Uuritud vetikasegu

Kdesolevas t60s uuritud punavetikasegu parines Ladnemerest ning sisaldas kuivmassilt
85-100% ulatuses F. lumbricalis ning 0-15% ulatuses C. truncatus kinnitumata vorme.
Vetikamass koguti perioodil marts — september 2014, pesti peale korjamist koheselt
kraaniveega, seejarel demineraliseeritud veega ning kuivatati toatemperatuuril pideva
ohuvoolu tingimustes.

2.2 Poliisahhariidide eraldamine vetikatest

30 g ohkkuiva vetikamassi asetati 2 liitri suurusesse Umarkolbi, lisati 1 liiter ekstrahenti
(erineva kontsentratsiooniga NaOH ja KOH lahused vGi puhas vesi) ning keedeti tagasijahuti
all 0,5-9 tundi. Alternatiivselt toimus vetikasegu kuumutamine ekstrahendis normaalréhul
95 °C juures vesivannil voi llerdohu tingimustes autoklaavis 100°C, 110 °C voi 121 °C juures
puhtas vees vGi 20 mM fosfaatpuhvris (pH 7...11) 15 min kuni 1 tunni jooksul. Seejarel segu
tsentrifuugiti 50 °C juures ning saadud selgele ekstraktile lisati 3-kordne mahuosa etanooli.
Sadestunud polisahhariidid eraldati lahusest tsentrifuugimisel 20 °C juures ning kuivatati
ohuvoolus 30 °Cjuures.



2.3 Ekstraktsioonieelne leelisto66tlus

Ohkkuiva vetikamassi hoiti 7 pdeva véltel toatemperatuuril leeliselahuses (0,02-0,6 M NaOH
vOi KOH). 30 g vetikate tootlemiseks kasutati 150 ml leeliselahust. Seejarel pesti vetikad
hoolikalt kraaniveega, destilleeritud veega ning kasutati poliisahhariidide ekstraktsiooniks
punktis 2.2 kirjeldatud meetodil.

2.4 Poliisahhariidmassi pleegitamine

Vetikamassi ekstraheeriti 20 mM kaaliumfosfaatpuhvris 121 °C juures autoklaavis 30 min
hidromooduliga 33 (30 g vetikate kohta 1 liiter vedelikku). Ekstrakt tsentrifuugiti ning saadud
selgele kuumale 1,5% lahusele lisati 30%-list vesinikperoksiidi ekstrakti ja peroksiidi erinevates
massivahekordades. Lahusel lasti geelistuda ning hoiti 15 tundi 4 °C juures. Seejarel geel
sulatati ning polisahhariidid sadestati kolmekordse mahuosa etanooliga. Sadestunud
polisahhariidid eraldati lahusest tsentrifuugimise teel ning kuivatati 30 °C juures dhuvoolus.
Saadud produktide heleduse hindamiseks valmistati nendest 1,5%-lised lahused ning mdddeti
spektrofotomeetriga nende neelduvused 460 nm juures 1 cm paksustes kvartskivettides.

2.5 Molekulmassi ja anorgaanika sisalduse maaramine

Polisahhariidide molekulmasside ja anorgaanika sisalduse maaramiseks kasutati
eksklusioonikromatograafi slisteemi, mis koosnes Shimadzu Nexera X2 LC-30AD pumbast,
Nexera X2 SIL-30AC autosamplerist, Prominence CTO-20AC kolonnitermostaadist, RID-10A
refraktomeetrilisest detektorist, kahest jarjestikku tihendatud Shodex OHpak SB-806MHQ
kolonnist ning Shodex OHpak SB-G eelkolonnist. Eluendina kasutati 0,1 M NaNOs vesilahust
voolukiirusel 0,8 ml/min. Kaliibrimiskdver koostati pullulaani (788, 404, 212, 112, 47,3, 22,8,
11,8, 5,9, 1,32, 0,342 kDa) standardite pdhjal. Uuritava poliisahhariidproovi protsendilisus oli
0,05% ning susteruumala 100 pl. Usaldusvaarsemate tulemuste saamiseks kasutati proovi
lahustamiseks sama eluenti (0,1 M NaNOs), mida rakendati eksklusioonikromatograafi
siisteemis. Pollimeerpreparaatide 16plikuks lahustamiseks lasti neil lahuses 30 min punduda,
seejarel kuumutati neid 4 min tugevalt segades keeval vesivannil. Kuum (60 °C) sool filtriti [abi
0,45 um poorsusega regenereeritud tselluloosist membraani, lasti jahtuda ning sisestati
kromatograafilisse siisteemi.

2.6 Geelitugevuse maidramine

Geelitugevuse maidramiseks konstrueeriti poolkerakujulise otsikuga (ristldikepindala 1 cm?)
varustatud seade. MG6tmised teostati 1,5%-liste geelide puhul, mis saadi kuiva poltisahhariidi
lahustamisel kuumas vees ning sellele jargneval geelistumisel dhktermostaadis 20 °C juures 4
tundi. Iga uuritava prooviga teostati kolm paralleelkatset. Silindrikujuliste proovide 1abimoot
oli 35 mm. Geeli rebestamiseks vajaminevat jdudu viljendati Ghikutes g/cm? ja geeli pinda
réhuva raskuse Gihtlane suurenemine (350 g/min) tagati vee juurdevoolu abil.



3. Karraginaanide eraldamine vetikatest
3.1 Uldpdhimotted

Jargnevalt selgitatakse labivaid mdisteid, mis on olulised uuringu sisulise osa mdistmisel ja
annavad esmase lilevaate moistet hGlmavast metoodikast.

Vetikasegu — t60s pollisahhariidide eraldamiseks kasutatud vetikate biomass, mis koosneb
85-100% ulatuses punavetikast F. lumbricalis ja 0-15% ulatuses vetikast C. truncatus. Tuleb
markida, et sdltuvalt vetikasegu kogumiskohast ja ajast vOib nimetatud kahe liigi
massivahekord olla killaltki muutlik, kuid kdaesolevas uuringus kasutatud biomassi puhul ei
Uletanud C. truncatus sisaldus segu kuivmassist 15%.

Ekstraktsioon — vetikasegus esinevate poliisahhariidide viimine lahusesse, hoides vetikaid
ekstrahendis kdrgetel temperatuuridel normaal- voi Glerdhu tingimustes. Ekstrahendiks voib
olla puhas vesi voi kindla pH vaartusega fosfaate voi leelist sisaldav vesilahus. Kdige lihtsamal
kujul on ekstraktsioon vetikasegu keetmine vees. Ekstraktsiooni tulemusel tekib
polisahhariide ja muid vetikatest parinevaid lisandeid sisaldav vedel ekstrakt. Ekstraktsioon
pollisahhariidide eraldamiseks vetikatest tuleb Iabi viia nii, et voimalikult maksimaalselt katte
saada vaartuslik komponent (geelistumisvdimet omavad ained). Ekstraktsioon peab olema
minimaalse kestvusega, et voimalikult sdilitada poliimeerahela natiivset olekut ning hoida
kokku energiat.

Hiidromoodul — ekstrahendi massi ja ekstraktsiooniks kasutatavate vetikate kuivmasside
suhe. Hidromoodul on oluline ekstraktsiooni iseloomustav karakteristik, mida suurem on
selle vaartus, seda efektiivsem on ekstraktsioon, kuid seda energiamahukam ja tehniliselt
keerulisem on hiljem ekstraktist polisahhariide sadestada.

Saagis — kogu poliisahhariidide eraldamisprotsessi efektiivsust iseloomustav karakteristik.
Antud t00s kasitletakse saagist eraldamise kdigus saadud polisahhariidi kuivmassi ja
ekstraktsiooniks véetud vetikate kuivmassi suhte protsendilise valjendusena.

Leelist6otlus — vetikate vdi monel juhul neist juba eraldatud poliisahhariidide hoidmine
kontaktis leelisega. TuUpiliselt kasutatakse leelisto6tlust pollsahhariidide struktuuri
modifitseerimise eesmargil, mil teatud juhtudel on vdimalik 3,6-anhlidrogalaktoosi juurdeteke
polliisahhariidmaatriksisse ning seelabi geelitugevuse suurenemine. Lisaks poliisahhariidide
struktuuri  modifitseerimisele vdimaldab leelisto6tlus polisahhariidide tdhusamat
ekstraktsiooni vetika tallusest, mislabi suurenevad ekstraktsioonisaagised. Leelist66tlus voib
toimuda paralleelselt ekstraktsiooniga korgel temperatuuril (modifitseeriv aine, nt KOH voi
NaOH, lisatakse ekstrahendi hulka) voi ekstraktsioonile eelnevalt vetikate hoidmisel
leeliselahuses. Leelismodifitseerimine peab olema vdimalikult efektiivne, kuid ei tohi
seejuures veel pdhjustada polisahhariidi olulist destruktsiooni.

Poliisahhariid — antud t66s nimetatakse poliisahhariidideks punavetikates F. lumbricalis ja
C. truncatus esinevaid geelistumisvdimelisi sulfaaditud galaktaane.

Natiivne poliisahhariid — natiivsetena vdib vaadelda selliseid vetikate biomassist eraldatud
polisahhariide, mille keemiline struktuur ja molekulmass on vaga lahedased
pollisahhariididele, mida vetikad oma elutegevusprotsessides kasutavad. Siiski tuleb tdhele
panna, et taielikult natiivsel kujul saavad poliisahhariidid esineda liksnes elusvetikates ning
koik vetikatest tehistingimustes eraldatud polisahhariidid on rohkemal vdi vahemal maaral
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modifitseerunud. Sageli kasitletakse natiivsetena puhtas vees ekstraheeritud poliisahhariide,
kuid uurimuse autoritele teadaolevatel andmetel ei saa selliseid polisahhariide pidada
natiivseteks markimisvaarselt vahenenud molekulmassi tottu.

Karraginaan — paljudes punavetikates esinev galaktaan, mida sageli iseloomustab suur
vaavlisisaldus ning geelistumisvdime. Tuntakse ligi 17 karraginaanide pdhitllipi, mis erinevad
sulfaatrihmade paiknemise ja arvu poolest galaktaanahelas ning geelistumisvdime osas.

Furtsellaraan — punavetikas F. lumbricalis esinev sulfaaditud galaktaan, suure molekulmassiga
polisahhariid, mille molekulid koosnevad k- ja B-karraginaani korduslilidest ning mida
iseloomustab hea geelistumisvéime.

3,6-anhiidrogalaktoos — paljude karraginaanide koostises esinev monosahhariid, mille
sisalduse tdus molekulis tdstab lldjuhul karraginaani geelistumisvdimet.

Geelistumine — poliisahhariidi kuuma vesilahuse jahtumisel moodustuv tahke aine (geel ehk
tarre), mille pdhiosa moodustab vesi (sageli Gle 97%). Geelistumisega kaasneb iseloomuliku
mikroskoopilise polisahhariidvorgustiku teke, geele iseloomustavad olulisemad parameetrid
on labipaistvus, tugevus ja sulamistemperatuur.

Geelitugevus — geelistuvate poliisahhariidide oluline to6nduslik kvaliteedinaitaja. Antud t006s
viljendatakse geelitugevust ihikuga g/cm?, mis nditab minimaalset massi, mis tuleb asetada
1 cm? geeli pinnale, et geeli pind rabestuks.

Poliisahhariidide toonduslik kvaliteet — peegeldab ekstraktsiooniprotsessi kaigus eraldatud
pollisahhariidide sobivust toiduainetodstuse toormeks. Todnduslikku kvaliteeti valjendavad
jargmised polimeeri karakteristikud: geelitugevus, molekulmass (liiga madala
molekulmassiga vetikapoliisahhariidide kasutamine toiduainetddstuses ei ole lubatud),
varvus, I0hn, lisandite esinemine (sh raskmetallid), dispergeerumisvdime vees (st vdoime
lahustuda ilma klimpe moodustamata, on seotud muuhulgas poliimeerpulbri osakeste
suuruse ja eriparaga).

3.2 Ekstraktsioon normaalrohul

Ekstraktsiooniparameetrite valikul on oluline vdlja selgitada uuritava vetikaliigi eriparasid
arvestav hiidromoodul. Punavetika F. lumbricalis puhul on sobivaks hiidromooduliks 33 (st.
=30 g kuivatatud vetikamassi 1 liitri ekstrahendi kohta), mil vetikad on parajasti ekstrahendiga
kaetud. Liiga korge hidromoodul kill rikastab ekstrakti poliisahhariididega kiiremini, kuid
hilisem polisahhariidide sadestamine on oluliselt keerulisem ja energiamahukam. Madala
hidromooduli puhul ei ole kogu vetikamass ekstrahendiga kontaktis, mistdttu on protsess
ebaefektiivne ning 6huga kokkupuutuvas vetikamassis vOib toimuda poliisahhariidide liigne
degradeerumine, mis alandab Uhtlasi ka poliisahhariidide t66nduslikku kvaliteeti.

Ohkkuiva vetikamassi keedeti erinevates keskkondades (NaOH ja KOH lahustes ning puhtas
vees) 0,5-9 tunni jooksul hiidromooduliga 33 tagasijahuti all, et valtida vedelikukadusid
ekstraktsiooni valtel. Kuumal ekstraktsioonil KOH vdi NaOH lahuses toimub leelistootlus
ekstraktsiooniprotsessi kaigus. Leelistootluse ja ekstraktsiooni Ghildamine hoiab kokku aega
ja energiat ning lihtsustab tehnoloogiat. Sobivalt valitud tingimused peavad kindlustama
3,6-anhidrogalaktoosi optimaalse sisalduse produktis ning sellega ka soovitavalt suuremad
geelitugevuse naitajad.
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Ekstraktsiooniprotsessi optimaalse kestvuse valjaselgitamiseks voeti vaatluse alla jargmised
ekstrahendid: puhas vesi ning 0,02 M NaOH, 0,15 M NaOH ja 0,15 M KOH vesilahused.
Katsetulemused naitavad (joonis 3) polusahhariidide saagise suurt séltuvust nii valitud
ekstrahendist kui ka ekstraktsiooniajast. Antud katseseerias andis suurimaid saagiseid
ekstraktsioon puhtas vees, vdga madal leelise sisaldus ekstrahendis (0,02 M NaOH) aga viib
saagiste margatava vahenemiseni. Mdnevorra kdrgemad leelise sisaldused ekstrahendis
(0,15 M) suurendavad saagiseid, seejuures ei s6ltu saagised oluliselt kasutatud leelise tidbist
(NaOH voi KOH).

Peamine osa poliisahhariididest ekstraheerub esimese nelja tunni jooksul, mistdttu ei ole
pikemad ekstraktsiooniajad energeetilises modttes otstarbekad ning sobivaimaks tuleb
vetikate keetmist rakendades lugeda ekstraktsiooniprotsessi kestvusega 3—-4 tundi.
Moningane polisahhariidi jaamine vetikate ekstraktsioonijadaki voib osutuda soodsaks kui
seda jaaki kasutatakse vadetise tootmise toorainena, sest seda tilpi polisahhariididel on
tuvastatud taimede kasvu soodustavaid omadusi.
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Joonis 3. Saagise sbltuvus ekstraktsiooniajast vetikamassi keetmisel vees (A ), 0,02 M NaOH
(=), 0,15 M NaOH (o) ja 0,15 M KOH (e) lahuses.

Selgitamaks optimaalse saagise saamiseks vajalik leelisesisaldus ekstrahendis, ekstraheeriti
vetikaid 4 tunni valtel erineva kontsentratsiooniga KOH lahustes. Katsetulemused naitavad
(joonis 4), et KOH sisaldus ekstrahendis mdjutab oluliselt saagist, eriti madalatel (0,0001-0,01
mol/l) leelise kontsentratsioonidel, mil juba vidike leelisesisalduse varieeruvus pd&hjustab
olulisi muutusi saagise naitajates. Saagise seisukohast ei ole otstarbekas kasutada 0,04 mol/I
uletavaid KOH kontsentratsioone.

Ekstraktsioonil puhtas vees saadava produkti geelitugevus on madal, vaid 75 g/cm? 1,5%
pollisahhariidi sisalduse juures. Korgekvaliteetsete k-karraginaani tlilipi polisahhariidide
(sh furtsellaraani) geelitugevus (letab kaaliumioonide juuresolekul enamasti 1,5% geelide
puhul 700 g/cm? ning vdib ulatuda 1000 g/cm? vaartusteni. Viga madalaks tuleb lugeda
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geelitugevuse vaartusi, mis jadvad alla 200 g/cm?; sellised naitajad viitavad poliisahhariidide
tugevale degradatsioonile, kuid vdivad olla tingitud ka kaaliumioonide puudumisest
polisahhariidpreparaadis. Selline olukord on vdimalik juhtudel, kus ekstraktsiooniprotsess
viiakse |3bi suures koguses naatriumioone sisaldavas lahuses v&i puhtas vees. Uldiselt aga on
margatava koguse kaaliumioonide esinemine k-karraginaani kommertspreparaatides reegliks
ning tehnoloogilise protsessi mingis etapis (ekstraktsioonile eelnevalt, ekstraktsiooni valtel,
sadestamisprotsessi kdigus vGi hilisemal standardiseerimisel) toimub siiski proovi rikastamine
kaaliumioonidega.
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Joonis 4. Furtsellaraani saagise (A) ja 1.5% geeli tugevuse (@) soltuvus KOH
kontsentratsioonist ekstrahendis keetmisajal 4 tundi.

Katsetulemused naitavad (joonis 4), et uuritud vetikamassi puhul annab suurima
geelitugevuse (830 g/cm?) vetikate ekstraktsioon 0,02 M KOH lahuses. Madalamate leelise
kontsentratsioonide kasutamisel langevad geelitugevused hippeliselt, omandades vaikseima
vaartuse 0,0005 M KOH korral (110 g/cm?). KOH kontsentratsioonid ekstrahendis, mis on
kdrgemad kui 0,02 mol/L, viivad geelitugevuse jark-jargulise vahenemiseni. See on tingitud
poliisahhariidahelate degradeerumisest kangete leeliselahuste toimel. Kuigi saagised KOH
sisalduste piirkonnas 0,02—0,1 mol/I pidevalt tdusevad, tuleb tehnoloogilises plaanis siiski
optimaalseimaks lugeda vetikamassi ekstraktsiooni 0,02 M KOH lahuses, mil geelitugevus on
oluliselt kdrgem.

3.3 Ekstraktsioon lilerohul

PolUsahhariidide ekstraktsioon (lleréhu tingimustes vdib monevdérra suurendada
pollisahhariidide saagist, kuid vdib mastaapse rakenduse korral osutuda tehnoloogiliselt
keeruliseks. Oluline ekstraktsiooniprotsessi iseloomustav ja |0pp-produkti kvaliteeti maarav
nditaja on ekstrahendi pH vaartus. Kirjanduse andmetel on karraginaani tilpi poliisahhariidid
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koige plsivamad pH 9 juures. Kuna poliimeeri lagunemisega kaasneb geelitugevuse oluline
langus, siis on oluline valja selgitada optimaalsed pH tingimused korgekvaliteetse [0pp-
produkti saamiseks.

Kdesolevas uuringus ekstraheeriti vetikasegu puhtas vees ja 20 mM Na-fosfaatpuhvris (pH
7..11) erinevatel ekstraktsioonikestustel ning temperatuuridel autoklaavis (ulerdhul).
Vordluseks teostati eksperiment ka normaalrohul 95 °C juures vesivannil. Katsetulemused
naitavad (joonis 5a), et ekstraktsoon Ulerdhul 110-121 °C juures annab oluliselt suuremaid
saagiseid (18-30%) kui ekstraktsioon 95 °C juures vesivannil voi 100 °C juures autoklaavis.
Kuigi suurimad saagised ja heledaimad I8pp-produktid saavutatakse ekstraktsioonil pH 7
juures, on sellises keskkonnas ekstraheeritud tardaine tugevalt degradeerunud (joonis 5b)
ning seetdttu halva téondusliku kvaliteediga.

Puhas vesi on samuti poliisahhariidide degradatsiooni téttu furtsellaraani eraldamiseks
ebasobiv ekstrahent, kuigi ka sellel juhul on saagised kdrged ning produkt suhteliselt hele.
Ehkki puhtas vees ekstraheeritud proovid on varvuselt heledamad, tdheldati nende suurt
hagusust, mistdttu on ka nende proovide 1,5% geelide neelduvused kdorged (joonis 5c). pH
vaartustel 8...11 saagised monevdrra langevad ning furtsellaraani molekulmassid kasvavad.
Otstarbekaks voib lugeda furtsellaraani ekstraktsiooni pH 9...11 juures.

Katseseerias andsid madalaimaid saagised ekstraktsioon 3 tundi 95 °C juures vesivannil ja 1
tund 100 °C juures autoklaavis. Oluline on markida, et kdesolevas uuringus ei kasutatud
vetikate mehaanilist segamist ekstraktsiooni ajal. Segamine vdib furtsellaraani ekstraktsiooni
monevorra kiirendada ja suurendada saagiseid. Vetikate keetmisel toimub mdningane
segamine iseeneslikult ning seetdttu voib keetmine 100 °C juures anda suuremaid saagiseid
kui samal temperatuuril autoklaavimine, mil olulist mehaanilist segamist ei toimu.

Uldiselt vdib sobivaimaks pidada vetikate ekstraktsiooni tilerdhul 121 °C juures 15 min, mil
saagised on suhteliselt kérged ning polisahhariidid ei ole joudnud veel pH 9..11 juures
oluliselt degradeeruda. Tuleb markida, et kuigi autoklaavis plisis ekstraktsiooni valtel
temperatuur 121 °C 15 min, siis lahuse soojenemise ja jahtumise arvel pisis vetikasegu
temperatuuril Gle 100 °C 45 min ning kogu protseduur on teostatav 80 minutiga
(toatemperatuurilt 121 °C juurde, hoidmine 121 °C juures ja hilisem jahtumine 80 °C juurde).

3.4 Leelistootlus

Poliisahhariidide tootmisel kasutatakse sageli leelistootlust, sest see Ghtlustab erinevatesse
partiidesse kuuluvate vetikate ekstraheerimisel saadud produktide kvaliteeti ning suurendab
tihti ka geelitugevust. Geelitugevuse tous leelistéotluse kdigus seostub otseselt 3,6-
anhudrogalaktoosi juurdetekkega poliisahhariidahelas. See on voimalik siiski vaid juhtudel, mil
poliisahhariidahelad sisaldavad teatud prekursorliilisid, mis 3,6-anhiidrogalaktoosi
juurdeteket vOimaldavad. Paljud toondusliku vaartusega punavetikad sisaldavad oma
koostises poliisahhariide, mille molekulides esineb margatavas koguses prekursorstruktuure.
Siiski leidub paljusid merevetikaid, mille koostises prekursorstruktuurid puuduvad voi esineb
neid sellistes vdikestes kogustes, et nende muundamine 3,6-anhiidrogalaktoosiks
pollisahhariidi geelistumisvdimele olulist mdju ei avalda.
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Joonis 5. Furtsellaraani saagise, molekulmassi ja 1,5% geelide neelduvuse (proovikihi paksus
1 cm) sOltuvus ekstrahendina kasutatud 20 mM Na-fosfaatpuhvri pH vaartusest,
ekstraktsiooniajast (3 h, 1 h, 15 min, 30 min) ja temperatuurist (95 °C juures vesivannil; 100,
110 vGi 121 °C juures autoklaavis).
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Niisiis tuleb leelistootluse otstarbekuse seisukohast vaatluse alla votta, milline on
3,6-anhidrogalaktoosi juurdeteket voimaldavate prekursorstruktuuride sisaldus uuritavast
vetikasegust parinevates poliisahhariidides.

Meie varasemad uuringud on ndidanud, et punavetika F. lumbricalis polisahhariidide puhul
on leelistootlusega voimalik suurendada 3,6-anhiidrogalaktoosi sisaldust
pollisahhariidpreparaadis 3,6% vorra, C. truncatus puhul on sama naitaja aga 4,8-6,7% [12,
15]. Samuti on teada, et mélema nimetatud vetikaliigi segu (vahekorras 1:1) ekstraktsioonil
tekib geel, mis kaaliumioonide juuresolekul moodustab 85-90% puhta F. lumbricalis
ekstraktsioonil saadud pollisahhariidide geelitugevusest. Seetdttu on ebaoluline arvestada
C. truncatus polisahhariidide suhteliselt keskparast prekursorstruktuuride sisaldust.
Prekursorstruktuuride sisaldus F. lumbricalis polisahhariidides on pigem vaike, mistottu
ainuliksi geelitugevuse tdstmise seisukohast ei ole otstarbekas uuritud vetikasegu puhul
leelistootlust rakendada.

Lisaks geelitugevuse tdstmisele mdjutab leelistootlus oluliselt ka saadava tardaine varvust.
Uuritud punavetikad on vdga tumeda varvusega neis esinevate eriliste punaste
(fUkoer(triinid) ja siniste (flikotslianiinid) fotosiinteesipigmentide, fiikobiliinide rohkuse tdttu.
Nimetatud pigmentidel on omadus tugevalt seonduda polilisahhariidmaatriksiga, mistdttu on
vetikasegust eraldatud produkt tlpiliselt pruunika varvusega. Pollsahhariidide ekstraktsioon
leeliselahustes annab tlilipiliselt tumedamaid produkte, seejuures kaasneb leelise sisalduse
tOusuga ekstrakti margatav tumenemine. Poliisahhariidproovide varvuse valastamiseks voib
kasutada pleegitamist, kuid tugevalt tumenenud produkte ilma polimeeri olulise
degradatsioonita vaga heledaks saada ei ole tiipiliselt véimalik.

Leeliste toimel vetika tallus pehmeneb, mistdttu on polisahhariidide ekstraktsioon
efektiivsem ning saagised suurenevad. Lisaks poliisahhariididele liigub pehmenenud kudedest
ekstrakti aga ka rohkem lisandeid, millest mitmed annavad |6pp-produktile tumedama
varvuse.

On teada, et kdige plisivamad on karraginaanid pH 9 juures, kiire lagunemine leiab aset pH
vaartustel alla 3—4. Seetottu on leelistootlus (leeliselise keskkonna saavutamine) protsessi
Uhes vGi teises etapis obligatoorne, sest degradeerunud (madala molekulmassiga)
vetikapollsahhariide peetakse tervistkahjustavaks [18].

3.4.1 Ekstraktsioonieelne toatemperatuurne leelist66tlus

Leelistootlust on voimalik rakendada enne vetikate kuumekstraktsiooni, seda peamiselt kahel
eesmargil:

1) ebasoovitavate viarvainete I6hustamine, mis vGimaldab neid ja teisi lisandeid enne
kuumekstraktsiooni vélja pesta;

2) leelismodifitseerimine ja kaaliumioonide sidumine polisahhariidmaatriksiga pikaajalises
protsessis (nt laos seismisel), et vahendada leelise kulu.

Peale leeliselist eeltootlust vetikad pestakse. Seejuures eraldub suur osa pigmentidest ja
muudest lisanditest, mis vastasel juhul kanduksid 16pp-produkti koostisse. Klassikaliselt
rakendatav eeltd6tlus on pikaajaline protsess, mis voib kesta kuni 3 nadalat. Selle kaigus
vetikad tllpiliselt marjastatakse leelise lahusega ja jaetakse lattu seisma [19]. Pika
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maojumisaja tottu voib leelise kontsentratsioon olla suhteliselt madal ja seda kulub seetottu
oluliselt vahem kui vetikate kiirel kuumekstraktsioonil leeliselahuses. Soéltuvalt
punavetikaliigist ja selles sisalduvate pollisahhariidide struktuuriisedrasustest vdib leeliseline
eeltootlus olla vaga efektiivne [20].

Antud t66s viidi vetikate pikaaegne leelistddtlus Iabi jargmiselt. Ohkkuiva vetikamassi hoiti 7
paeva valtel toatemperatuuril leeliselahuses (0,02-0,6 M NaOH v6i KOH). Otstarbekas on
kasutada vetikate tootlemiseks hiidromoodulit 3-5 (iseloomustab kasutatava vedelikuhulga
ja vetikate massisuhet), mis tagab kogu kasutatud vedelikuhulga imendumise vetikamassi.
Jargnevalt pesti vetikad hoolikalt kraaniveega, seejarel destilleeritud veega. Pesemisest
hoolimata jaab osa leelist vetikate biomassi pidama, mistdttu kasutati té6deldud vetikasegu
pollisahhariidide ekstraktsiooniks puhtas vees. Kuna leelise lahusel on tugev puhastav toime,
siis eralduvad vetikatest tootluse toimel ka liiv, muda jm lisandid. Seetdttu ei ole
tehnoloogiliselt otstarbekas vetikaid enne leelistootlust pesta.

Pikaajalise leelistootluse ning sellele jargneva vesiekstraktsiooni rakendamisel saadud
polisahhariidpreparaate iseloomustavad vdrreldes tavapadrase vesiekstraktsiooni teel saadud
proovidega 2-5 korda kdrgemad geelitugevused ning geelide optilise tiheduse margatavalt
vahenenud nditajad. Kasutatud leelise kontsentratsioonide vahemikus andis suurima
geelitugevuse (380 g/cm?) vetikate eeltédtlus 7 paeva viltel 0,6 M KOH lahuses (joonis 6). Selle
kontsentratsiooni kasutamine andis ka suurimaid ekstraktsioonisaagiseid (24% KOH ja 22%
NaOH puhul). Kui leelistootlus viiakse Iabi NaOH lahusega, on otstarbekas kaaliumioonide
juurutamiseks polisahhariidmaatriksisse (produkti hea geelistumise tagamiseks on vajalik
kaaliumioonide esinemine proovis) ekstraheerida vetikaid leelistootlusele jargnevalt lahjas
(nt 0,05 mol/l) KCI lahuses.
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Joonis 6. Furtsellaraani saagise (=, KOH t66tlus ja A, NaOH to6tlus) ja 1.5% geeli tugevuse
(@, KOH t6o6tlus) séltuvus pikaajalisel (7 paeva) leelistootlusel leelise kontsentratsioonist
ekstrahendis keetmisajal 4 tundi vees.
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Niisiis ei ole ainuliksi geelitugevuse ja saagise seisukohast pikaaegset leelistootlust uuritud
vetikasegu puhul otstarbekas kasutada. Siiski annab selle etapi rakendamine puhtama
produkti ning voimaldab saastlikumalt kasutada leelist. Tuleb tdhele panna, et kui
leelistoddeldud vetikad jadvad enne ekstraktsiooni liiga kauaks seisma, siis hakkab neis
sisalduvate pollsahhariidide geelitugevus kiiresti langema. Seetdttu on oluline tehnoloogilisi
tslikleid mahuliselt digesti ajastada.

3.4.2 Kuum ekstraktsioonieelne leelistootlus

Kirjandusandmete pdhjal kasutatakse vetikapoliisahhariidide modifitseerimiseks laialdaselt
leelistootlust korgetel temperatuuridel, kasutades erinevaid tootlustemperatuure ning
leeliste (enamasti Ca(OH);, NaOH v&i KOH) kontsentratsioone. Temperatuuri tdstmine ja
leelise sisalduse suurenemine vahendavad oluliselt to6tluse kestust, mis on tehnoloogilises
plaanis hinnatav tulemus.

Kuuma ekstraktsioonieelse leelistootluse peamiseks puuduseks on suur leelisekulu.
Eeltootluse puhul esineb kompromiss I6pp-produkti kvaliteedi ja kadude vahel — heledam
varvus ja suuremad geelitugevused saadakse saagise vdahenemise arvel. Teiste vordsete
tingimuste korral saadakse NaOH kasutamisel heledam produkt kui KOH puhul.

Laanemere F. lumbricalis biomassi puhul on sobivaimaks vetikate eelt6dtluse vormiks
pikaaegne toatemperatuurne leelist66tlus, mis vahendab polisahhariidahelate
degradatsiooni ning annab oluliselt puhtama [8pp-produkti. Alternatiivseks eelt66tluse
variandiks voib olla vetikate 30 min pikkune t66tlus 60 °C juures 0,1 M KOH lahusega.

3.5 Vetikapoliisahhariidide eraldamine lahusest

PolUsahhariidide eraldamine ekstraktist on p&himotteliselt vdimalik 3  viisil: vee
valjaauturamisel, kilmutamisel ja sellele jargneva sulatamisega, sadestamisel alkoholi voi
soolalahusega.

Kilmutamise meetod on efektiivne ja suure puhastava toimega. Seda on ajalooliselt kasutatud
agaritoostuses ning pohineb galaktaangeelidele omasel faaside eraldumise nahtusel
kilmumise ja sulamise protsessis. Meetod ei ole siiski rakendatav koikide
vetikapolisahhariidide puhul, vaid on sobilik peamiselt madalatel temperatuuridel vees
halvasti lahustuvate ja suurt geelitugevust omavate galaktaanide puhastamiseks. Oluline on,
et polisahhariidlahus moodustaks enne kilmutamist tugeva geeli. k-Karraginaani tidpi
polisahhariidide (sh furtsellaraani) puhul on véimalik kiilmumis-sulamis meetodit rakendada
kui ekstrakti geelistumisvGime on suur. Vajadusel véib ekstrakti hulka geelistumisvdime
suurendamiseks lisada KCl-i. Tehnoloogilises mastaabis iseloomustab kilmumis-sulamis
meetodit aga suur energiakulu, geelide kilmutamiseks vajaliku seadmestiku kdrge hind ning
kohmakus, vdahene tootlikkus ning halb mehhaniseeritavus.

Eelkirjeldatud puuduste tottu kasutatakse tdnapdevases karraginaanitoOstuses tardaine
eraldamiseks lahusest peamiselt alkoholsadestust. Maailmapraktikas kasutatakse
pollisahhariidide to6stuslikus mastaabis sadestamiseks etanooli voi isopropanooli. Alkohol
regenereeritakse hilisemas protsessis rektifikatsiooni teel ning kasutatakse korduvalt.
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Meetodi peamisteks puudusteks on aga suurte rektifikatsioonikolonnide vajadus, valtimatud
alkoholikaod ning kondensatsioonisoojuse otstarbeka kasutamisega seotud raskused.
Alkoholsadestusel on ka I0pp-produkti puhastav toime, sest osa pigmente ja muid
ebasoovitavaid lisandeid jdadb polisahhariidide sadestumisel lahusesse. Tehnoloogilises
plaanis on meetod mdénevodrra komplitseeritud, sest tardaine taielikuks sadestamiseks vajalik
alkoholi kogus peab olema kiillaltki suur, tGletades mitmekordselt ekstrakti mahu.

Kuigi energeetiliselt on kasulik véimalikult vaikeste alkoholikoguste kasutamine sadestamisel,
siis vaiksema alkoholi koguse korral sadestuvad poliisahhariidid ebataielikult ning suurenevad
kaod. Seevastu liiga suure alkoholikoguse kasutamine sadestamisel suurendab kiill saagist,
kuid samas pdhjustab ka ekstraktis esinevate lisandite sadestumise, mistdttu I8pp-produkti
puhtusaste vaheneb. Kuna sadestamiseks vajalike suurte alkoholikoguste regenereerimine
moodustab peamise osa polisahhariidide tootmise energeetilistest kuludest, siis
moodustavad need ka kdige olulisema osa tardaine omahinnast.

Voimalik on ka kasutada ekstrakti osalist kokkuaurutamist alarohul, mis vahendab alkoholi
kulusid. Siiski tuleb silmas pidada, et vee aurustumissoojus on vaga suur ning ka seda, et
ekstrakti kontsentreerimisel vdib lisandite hulk 18pp-produktis tousta. IImselt vdib
otstarbekaks pidada ekstrakti mahu kahekordset vahendamist enne sadestamist.

Iga kasutatava vetikaliigi puhul on oluline vélja selgitada optimaalne ekstrakti ja kasutatava
alkoholi mahtude suhe. Uuritud vetikasegu puhul selgitati optimaalne sadestamiseks vajalik
alkoholi kogus valja jargmiselt. Vetikasegu ekstraheeriti 20 mM kaaliumfosfaatpuhvris 121 °C
juures autoklaavis 30 min hiidromooduliga 33. Ekstrakt tsentrifuugiti ning saadud selgele 1,5%
lahusele lisati isopropanooli voi 96% etanooli ekstrakti ja alkoholi mahtude vahekorras 1:1,
1:2, 1:3 ja 1:4. Sadestunud polisahhariidid eraldati lahusest tsentrifuugimise teel ning
kuivatati 30 °C juures 8huvoolus (produkti geelitugevus 520 g/cm?).

Katsetulemused naitavad (joonis 7a), et isopropanool sadestab ekstraktis leiduvaid aineid
efektiivsemalt kui etanool, seda eriti kolme ja neljakordse mahuosa alkoholi kasutamisel.
Tuleb aga tdhele panna, et sadestamise efektiivsuse tOus ei ndita otseselt polisahhariidide
suuremat saagikust, sest ekstraktist voivad alkoholi toimel sadestuda ka lisandid (joonis 7b),
sh ekstrahenti lisatud puhvrisoolad (nt kloriidid, fosfaadid jms). Seetéttu on oluline vaadelda
ka produkti sadestamisjargselt jaanud soolade sisaldusi. Soolad voivad 16pp-produkti kanduda
kahel peamisel pohjusel. Esiteks vaheneb soolade lahustuvus titpiliselt lahuse hiidrofoobsuse
kasvades, mistottu 3 ja 4 mahuosa alkoholiga sadestatud produktid sisaldavad rohkem sooli,
eritiisopropanooli kasutamisel (isopropanool on vorreldes etanooliga hlidrofoobsem). Teiseks
on vaikeste alkoholikoguste kasutamisel tekkiv poliisahhariidide sade siiltjam ning sisaldab
endas seetdttu ka osa lahustunud kujul esinevatest sooladest, mistottu I6pp-produkti kandub
rohkem anorgaanikat. Seejuures on siiltjama sademe edasine kuivatamine energiamahukam,
suurendab alkoholikadusid ning selle eraldamine ekstraktist on problemaatilisem. Nimetatud
puudusi aitab valtida taiendav vedeliku valjapressimine stiltjast sademest. Oluline on leida
kompromiss sadestamise efektiivsuse ja proovi anorgaanika sisalduse vahel; teatud juhtudel
vOib soolade jaamine produkti olla isegi soovitav (nt KCl puhul), sest siis ei lahe vaartuslikud
ioonid raisku ning vbivad Uhtlasi suurendada geelitugevusi.
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Joonis 7. Poliisahhariidide sadestamise efektiivsuse, produkti anorgaanika suhtelise sisalduse
ja 1,5%-lise lahuse neelduvuse (460 nm, lahusekihi paksus 1 cm) sdltuvus kasutatud alkoholi
ja ekstrakti mahusuhtest. Alkohol: isopropanool (=), etanool (@).

Furtsellaraani on vdimalik lahusest sadestada ka suhteliselt suurte koguste KCl lisamisega
ekstraktile (nt 4% KCl lahuse lisamine vordsele mahuosale ekstraktile). Seejuures tekkiv siiltjas
sade on otstarbekas tdiendavalt kuivemaks pressida mehaaniliselt, kuid ka sellisel juhul satub
I6pp-produkti suurtes kogustes KCl-i, mis kill soodustab poliisahhariidi geelistumist, kuid
vahendab md&ru maitse téttu produkti kasutamisvGimalusi toiduainetddstuses.

Oluline 16pp-produkti iseloomustav karakteristik on tardaine varvus ja sellest valmistatud geeli
labipaistvus. Katsetulemused néitavad (joonis 7c), et suurim geeli heledus ja labipaistvus
(madalaim neelduvuse vaartus) saavutatakse kui pollisahhariidide sadestamiseks kasutatakse
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2 mahuosa alkoholi. Teiste ekstrakti ja alkoholi mahuvahekordade puhul saadakse kullaltki
sarnase heledusega produkt.

Kui vetikaid ekstraheerida hiidromooduliga 33, tekib ekstraktsioonil =1,5%-line
pollisahhariidlahus. Katseseerias selgus et sobivaks ekstrakti ja alkoholi vahekorraks
sadestamisel sellise poliisahhariidide kontsentratsiooni juures on 1:3. Sellise vahekorra puhul
sadestub oluline osa lahuses olevatest poliisahhariididest. Kui aga eesmargiks on 16pp-
produkti suurem puhtus, tuleks alkoholina eelistada etanooli ning kasutada ekstrakti ja
alkoholi suhet 1:2.

3.6 Produkti kuivatamine

On teada, et pollisahhariidid kdorgetel temperatuuridel lagunevad, mis omakorda tingib
tardaine geelitugevuse languse. Juba 100 °C juures kuivatamisel vdib furtsellaraan
markimisvaarselt degradeeruda. Uldiselt p&hjustab kuivatustemperatuur 100 °C
poliimeerahela olulise lagunemise kiimnete tundidega, temperatuuril 130-135 °C on
lagunemine aga sedavord kiire, et produkti geelitugevus véib langeda =20% vorra juba 15
minutiga.

Vastupidavus korgete temperatuuride destruktiivsele toimele ei soltu siiski mitte ainult
pollisahhariidi molekulaarstruktuurist, vaid see on otseselt seotud ka produktis esinevate
katioonide (nt Na*, K', Ca?) hulgast, st seda mdjutab teatud mairal ka
ekstraktsioonitingimuste valik. Uldiselt v8ib tehnoloogilises plaanis lugeda otstarbekaks
produkti kuivatamist temperatuurigradiendis 95...80 °C tunnelkuivatis, kus marjem sade
siseneb korgema temperatuuri piirkonda ning korgema temperatuuri ala labitakse 1 tunni
jooksul voi kiiremini.

3.7 Pleegitamine

Pollisahhariidide ekstraktsioon paljudest troopilistest punavetikatest annab heleda produkti,
mida sageli ei ole vaja tdiendavalt pleegitada. Vetikas F. lumbricalis seevastu annab
pigmentide suure sisalduse téttu tumedamaid produkte ning seetdttu on aktuaalne
pleegitamise rakendamine mones protsessi etapis.

Polisahhariidide puhul tuleb praktilises plaanis kdne alla vaid pleegitamine kloorlubja voi
vesinikperoksiidiga. Elementaarmehhanismilt on praktikas kasutatavad pleegitusmeetodid
redutseerivad reaktsioonid lahuses formeerunud monohapniku ja varvunud orgaaniliste
ainete vahel, millega kaasneb viimaste lagunemine vahevarvunud ihenditeks.

Kloorlubja kasutamine viib poliisahhariidmaatriksisse taiendavalt kaltsiumioone, mis avaldab
positiivset mdju produkti geelitugevusele, kuid halvendab tunduvalt furtsellaraani lahustuvust
ning vahendab geelide labipaistvust. Uuringud on naidanud, et kloorlubja kasutamine ei
vOimalda pruunika varvusega ekstraktsiooniprodukti varvuse taielikku valastamist. Seetdttu
kasutati kdesolevas uuringus poliisahhariidide pleegitamiseks vesinikperoksiidi. Selleks
ekstraheeriti vetikasegu 20 mM kaaliumfosfaatpuhvris 121 °C juures autoklaavis 30 min
hidromooduliga 33. Ekstrakt tsentrifuugiti ning saadud selgele kuumale 1,5% lahusele lisati
30%-list vesinikperoksiidi ekstrakti ja peroksiidi erinevates massivahekordades. Lahusel lasti
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geelistuda ning hoiti 15 tundi 4 °C juures. Seejarel geel sulatati ning poliisahhariidid sadestati
kolmekordse mahuosa etanooliga. Sadestunud polisahhariidid eraldati lahusest
tsentrifuugimise teel ning kuivatati 30 °C juures dhuvoolus.

Ekstrakti ja vesinikperoksiidi massisuhte piirkonnas 1...10 tdheldati polisahhariidide
molekulmassi (1000 kDa) ligi 2,5-kordset vahenemist vGrreldes pleegitamata produktide
vastavate naitajatega (<2500 kDa). Seejuures aga ei tdheldatud t66s kasutatud
vesinikperoksiidi koguste puhul pleegitatud produktide molekulmassi olulist varieeruvust.
Produktide 1,5% geelide Iabipaistvuse naitajad aga tdusid oluliselt vesinikperoksiidi
suuremate koguste kasutamisel. Furtsellaraani varvuse valastumist vesinikperoksiidiga
pleegitamisel kirjeldab valgusneeldumise vahenemine iseloomulikel lainepikkustel (joonis 8).
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Ekstrakti ja vesinikperoksiidi massisuhe

Joonis 8. Erineva ekstrakti ja vesinikperoksiidi massisuhte juures pleegitatud furtsellaraani
1,5% geeli neelduvus 460 nm juures (temperatuur 20 °C, lahusekihi paksus 1 cm).

Seega on vOimalik pleegitamisprotsessi rakendamisel F. lumbricalis baasil saada vahevarvunud
produkte, mille geele iseloomustab hea labipaistvus. See toimub aga polisahhariidide
molekulmassi vahenemise arvel, mis oma korda pdhjustab geelistumisvdime alanemise.
Furtsellaraani pleegitamisel tuleb eelistada vesinikperoksiidi kasutamist kloorlubja asemel.
See annab heledamaid, suurema geelitugevusega ja kergemini lahustuvaid produkte. Lisaks
on vesinikperoksiidi 6koloogiliselt ohutum.
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3.8 Vetikamassi paritolu, korjamisaja ja vetika C. truncatus moju tardaine kvaliteedile

On teada, et vetikate arengujark vdib oluliselt mdjutada neis sisalduvate pollisahhariidide
molekulaarstruktuuri ning seeldbi ka tardaine fllsikalisi omadusi. Erinevalt Gigartinaceae
sugukonna esindajatest, mille puhul gametofiilidid toodavad k-karraginaani, sporofiilidid aga
A-tldpi struktuure, ei séltu punavetika F. lumbricalis produtseeritava karraginaani tlitip vetika
arengustaadiumist. Kaesoleva uuringu kaigus marts — september 2014 kogutud
vetikaproovide puhul ei taheldatud muutusi polisahhariidide struktuuris ega té6nduslikes
nditajates. Seetdttu ei ole vetikate korjamisaeg pollisahhariidide toondusliku kvaliteedi osas
oluline.

Kuna aga punavetikate F. lumbricalis ja C. truncatus osakaal erinevatest piirkondadest ja
sigavustelt kogutud vetikasegus varieerub Usna suurtes piirides, siis on esmalt oluline
vaadelda molemast vetikaliigist eraldatud poliisahhariidide omadusi eraldi. Kuigi mdlemast
vetikaliigist eraldatud polisahhariidide saagised ekstraktsioonil puhtas vees jaavad vahemikku
17-19%, on C. truncatus polisahhariidide mdju produkti tldisele geelitugevusele aga vaike.
Vahekorras 1:1 annavad need vetikaliigid ekstraktsioonil geeli, mis kaaliumioonide
juuresolekul moodustab 85-90% puhta F. lumbricalis ekstraktsioonil saadud poliisahhariidide
geelitugevusest. Tllpiliselt jaab aga C. truncatus sisaldus looduslikus vetikasegus alla 35%;
kdesolevas uuringus kasutatud vetikamassi puhul ei Uletanud C. truncatus sisaldus segu
kuivmassist 15%. Sellest tulenevalt on C. truncatus moju vetikasegust eraldatud tardaine
toonduslikule kvaliteedile tlihine. Ka ei tdaheldatud polisahhariidide kvaliteedi sdltuvust
vetikate kasvamise sligavusest (3—8 m).

Tuleb siiski markida, et kinnitunud F. lumbricalis vormi polisahhariidide sisaldus on sama
vetikaliigi kinnitumata vormiga vorreldes oluliselt suurem (saagis vesiekstraktsioonil 32%).
Toonduslikult kasutatav F. lumbricalis esineb Eesti territoriaalvetes peamiselt kinnitumata
vormina. Leidub ka teist vormi, mis on kividele kinnitunult t66nduslikes kogustes enamasti
kattesaamatu, kuid seda voib siiski esineda randa uhutud vetikate tormiheidise koosseisus.

4. Karraginaanide eraldamise tehnoloogilised aspektid

Jargnevalt on esitatud tehnoloogiline skeem poliisahhariidide efektiivseks eraldamiseks
uuritud vetikamassist (tabel 1). Lisatud on erinevate protsessi etappide rakendatavust
lihntsustavad vOi raskendavad asjaolud, millele tuleks tardaine eraldamisel suuremat
tahelepanu poorata.

23



Tabel 1. Furtsellaraani eraldamise tehnoloogiline skeem

Nr Etapi nimetus Sobivad lahendused Raskendavad asjaolud

1. Vetikate eeltootlus  Eelistatult kilm leelistootlus KOH voi
NaOH lahusega.

2. Vetikate pesemine Pesemine puhta veega, mille kaigus
eemaldub liigne leelis, pigmentide
laguproduktid, liiv. jm  tahked
osakesed.

3.  Ekstraktsioon Keetmine 3 tunni valtel voi EkstrahendipH vaartustel alla 8
kuumutamine Glerdhul 115-121 °C langeb oluliselt polisahhariidi
juures 30 min. Ekstrahendi pH peab molekulmass ja  vaheneb
olema eelistatult 10-11. geelitugevus.

4.  Filtrimine Ekstraktist eemaldatakse suuremad Soltuvalt
vetikaosakesed filtrides Iabi ekstraktsioonikeskkonnast véib
roostevabast terasest vorgu, ava vetikate ekstraktsioonijadk olla
labimodduga 0,4 mm. filtrit  kergesti  ummistava

konsistentsiga.

5. Kokkuaurutamine Eelistatult 2-kordse ruumalani Kokkuaurutamine on energia-
alaréhul keemistemperatuuril 80 °C. mahukas protsess.

6. Pleegitamine Vesinikperoksiidiga temperatuuril Pleegitamise kadigus vahenevad
=50 °C. oluliselt polisahhariidi

molekulmass ja geelitugevus.

7. Tsentrifuugimine Vetikaekstrakti |6plikuks  Suurte vedelikukoguste
selgendamiseks vd@imalikult suure tsentrifuugimine vdib  olla
kesktdmbekiirenduse tingimustes. tehnoloogiliselt keeruline.

8.  Alkoholsadestus Eelistatult ekstrakti suhtes 3-kordses Soltuvalt kasutatavast
mahuosas etanoolis. ekstrahendist voib produkti

jdada teatud osa anorgaanikat.

9. Sademe pressimine Alkoholi kadude vahendamise ja Sdltuvalt sademe konsistentsist
produkti puhastamise eesmargil. voib pressimine olla
Alkohol regenereeritakse. raskendatud.

10. Produkti Eelistatult tunnelkuivatis vGimalikult Korgetel temperatuuridel on

kuivatamine madalatel temperatuuridel. vOimalik produkti molekul-
massi langus.

11. Peenestamine Eelistatult tiivikveskis vOi Raskendatud pulbri
desintegraatoris. elektriseerumise tottu.

12. Kvaliteedikontroll Maaratakse  peamised produkti Eeldab spetsialiseeritud
iseloomustavad  naitajad:  geeli- laboriaparatuuri olemasolu.
tugevus, niiskuse- ja tuhasisaldus,
varvus, hagusus, reoloogilised
naitajad ja raskmetallide sisaldused.

13. Standardiseerimine Segatakse erinevate partiide
toodangut selliselt, et 16pp-produkti
karakteristikud jaavad soovitavasse
vahemikku.

14. Pakkimine Eelistatult niiskuskindlatesse

konteineritesse.
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Kokkuvote

Kadesoleva t60 kaigus selgitati vdlja optimaalsed meetodid kdrgekvaliteetsete polisahhariidide
saamiseks vetikate F. lumbricalis ja C. truncatus looduslikust segust. Hinnati punavetika
C. truncatus sisalduse mdju vetikasegus sellest eraldatud polisahhariidsegu t66nduslikule
kvaliteedile, uuriti sesoonsuse ja kasvusligavuse mdoju vetika polisahhariidkoostisele ja

sisaldusele.

T66 pohitulemused voib formuleerida jargmiselt:

Puhtas vees keetmisel eraldatud vetikapoliisahhariidide geelitugevus on madal (75
g/cm? 1,5% geelide puhul). Suurima geelitugevuse (830 g/cm? 1,5% geelide puhul)
annab vetikate 3 tunni pikkune keetmine 0,02 M KOH lahuses.

Ulerdhu tingimustes on sobivaim poliisahhariidid vetikasegust ekstraheerida 15 minuti
pikkusel autoklaavimisel 121 °C juures ekstrahendi pH vaartustel 9...11.

Sobiva eeltootluse kasutamisel (vetikaid hoitakse 7 paeva toatemperatuuril 0,6 M KOH
lahuses) vGib arvestatava kvaliteediga 10pp-produkti saada vetikate ekstraktsioonil
puhtas vees.

Sobivaimaks ekstrakti ja alkoholi vahekorraks poliisahhariidide sadestamisel on 1:3,
mis annab hea saagise ning killaltki puhta produkti. Kui eesmargiks on véimalikult suur
[6pp-produkti puhtus, tuleks alkoholina eelistada etanooli ning kasutada ekstrakti ja
alkoholi suhet 1:2.

Marts — september 2014 kogutud vetikamassi polisahhariidide struktuuris ega
toonduslikus kvaliteedis ei taheldatud varieeruvust. Samuti ei muutu pollsahhariidide
omadused séltuvalt vetika kasvusiigavusest (3—8 m).

Vetikaliikide F. lumbricalis ja C. truncatus massivahekorras 1:1 annavad need
vetikaliigid ekstraktsioonil geeli, mille tugevus on 85-90% puhta F. lumbricalis
ekstraheerimisel saadud tardaine geelitugevusest.

Vetikasegust eraldatud tardaine on pruunika varvusega. Vesinikperoksiidiga
pleegitades on vdimalik pollisahhariidmassi oluliselt heledamaks muuta, kuid see
toimub molekulmassi ja geelitugevuse vahenemise arvel. Puhtas vees eraldatud
poliisahhariidid on kill heledama varvusega kui leeliste juuresolekul eraldatud
produktid, kuid moodustavad seevastu halva labipaistvusega haguseid geele.

Eesti territoriaalvetes esinev punavetikate F. lumbricalis ja C. truncatus looduslik segu on hea
tooraine geelistuvate poliisahhariidide tootmiseks ning annab sobivate eraldamismeetodite
kasutamisel vaga kdrge té6ndusliku kvaliteediga [6pp-produkti.
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