Ladnemere punavetikate poliisahhariidstruktuurid ja nende
termostabiilsus: Eesti unikaalse loodusvara kvaliteediniitajad

SISSEJUHATUS

Punavetikad Furcellaria lumbricalis ja Coccotylus truncatus moodustavad Liddnemeres,
Eesti territoriaalvetes omapérase koosluse (nn Kassari vetikaplasti), mis oma suure
biomassi tottu on iiheks oluliseks Eesti loodusvaraks (Truus, 1997). Nimetatud
vetikaliikide 14bipdimunud biomassist toodetakse Saaremaal Kirlas juba aastast 1967
geelistuvat tardainet (tuntud nimetuse ,,Estagar all), mis keemilises mottes kujutab endast
teatud vadvlit sisaldavate poliisahhariidide — karraginaanide keerulist segu.

Karraginaanideks (Usov, 1998) nimetatakse teatud punavetikates (Rhodophyta) sisalduvaid
lineaarseid sulfaaditud poliisahhariide, mille makromolekulaarse ahela moodustavad
jarjestikku vahelduvate 1,3- ja 1,4- gliikosiidsidemetega seotud D-galaktoosjdigid voi
nende derivaadid. Galaktoostsiiklite erinev substitutsioon pohjustab eri tiiiipi
karraginaanide  peamisi  keemilisi  struktuurierinevusi  (Joonis 1). Monedele
karraginaanidele (nt k- ja -karraginaanid) on iseloomulik geelistumisvdime, mis muudab
nad hinnatuks toidulisaainetena (E-407).
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Joonis 1. Mdnede karraginaanide disahhariidsete kordusliilide struktuurid. (a) p-karraginaan (R',
R?= H), k-karraginaan (Rl = SOy, R? = H), -karraginaan (Rl, R? = S0Oy"), a-karraginaan (R1 =H,
R? = SO3); (b) v-karraginaan (R?, R* = H), v-karraginaan (R?, R* = SO5); (¢) pliruvaaditud o-
karraginaan.

Kuigi karraginaanid leiavad toiduainetoostuses laialdast kasutust stabilisaatorite,
paksendajate ja geelistajatena, on nende kasutamine happelistes keskkondades v&i
korgendatud temperatuuri tingimustes sageli komplitseeritud. See on tingitud asjaolust, et
nimetatud poliisahhariidide laguprodukte (molekulmassiga alla 50 kDa) peetakse
tdnapéeval tervisele kahjulikuks (Spichtig, 2008).

Poliimeerahelate stabiilsus sdltub otseselt galaktaani struktuurist. Varasemad uuringud on
ndidanud, et F. lumbricalis poliisahhariidid (furtsellaraan) kuuluvad struktuurilt hiibriidsete
«/B-karraginaanide hulka (Truus, 1997) ning on suhteliselt stabiilsed temperatuuridel alla
115 °C (Friedenthal, 2000). C. truncatus poliisahhariidide struktuuri ning termostabiilsust
ei ole varem pohjalikult uuritud. Kéesoleva t66 eesmirgiks on hinnata punavetika
C. truncatus galaktaani temperatuuritaluvust seoses poliisahhariidi struktuuriga ning
hinnata seelidbi Kassari vetikaplastist saadava geelistuva aine kasutusvdimalusi.

MATERJAL JA METOODIKA
Materjalid

Vetikad (kinnitumata vormid) koguti Kassari lahest (Ld4dnemeri, Eesti) 8 meetri siigavuselt
SCUBA tehnikat kasutades. F. lumbricalis korjati juuli 16pus 2005, C. truncatus eraldati
augustis 2007 kogutud vetikasegust (C. truncatus 38% segu kogubiomassist mérgkaalus).



Vetikamass pesti hoolikalt kraaniveega, seejdrel destilleeritud veega ning kuivatati
toatemperatuuril. Eksklusioonikromatograafia dekstraani markerid ja t-karraginaani
kommertspreparaat périnesid firmalt Fluka.

Ekstraktsioon, modifikatsioon ja degradatsioon

Ohkkuiva vetikamassi keedeti tagasijahuti all erinevates keskkondades (destilleeritud vees
voi 0,02 M KOH vesilahuses) 4 tundi; ekstraktsiooni kestust arvestati keemamineku
hetkest. Vetikasegu ja ekstrahendi masside suhe oli 1:33. Kuum ekstrakt filtriti 1dbi
Biichneri filtri (poorsus P2) kiilma (7°C) isopropanooli (99,9% v/v, 3-kordne ruumala
ekstrakti suhtes), kus toimus poliisahhariidi sadestumine. Sadestunud karraginaanid
eraldati alkoholi ja vee segust Biichneri filtri (poorsus P3) abil ja pesti hoolikalt kiilma
(7°C) isopropanooliga. Eraldatud poliisahhariidide segu kuivatati Shktermostaadis piisiva
kaaluni (60°C, 2 pdeva) ning seejirel jahvatati.

Galaktaanide termostabiilsuse uurimiseks asetati Ohkkuivad preparaadid 7 pdevaks
ohktermostaati konstantse temperatuuri (60—160 °C) juurde. Poliimeerahelate lagunemise
ulatus tuvastati eksklusioonikromatograafia meetodil.

FTIR ja BC-NMR spektroskoopia

Karraginaanide FTIR spektrid vdeti PerkinElmer FTIR System Spectrum BX
spektromeetriga (12 skaneeringut spektri kohta; nominaalne resolutsioon 4 cm’™)
ohukestest (0,015 mm) poliimeerikiledest, mis saadi 1%-liste galaktaanlahuste aeglasel
toatemperatuursel aurumisel poliistiireenist Petri tassidelt. Spektrid salvestati piirkonnas
4000-370 cm™.

BC-NMR analiiiisid teostati Bruker AVANCE III spektromeetriga, mis opereeris 800 MHz
juures. Spektrid vdeti 2% (w/w) karraginaanilahusest (lahusti D,0O) temperatuuril
40-50 °C. Keemilised nihked kalibreeriti galaktoostsiikli C-6 siisiniku jérgi, arvestades et
uuritavates galaktaanides vastab sellele siisinikule nihkevéértus 61,3 ppm (Usov, 1985).

Eksklusioonikromatograafia ja keemilised analiiiisid

Kromatograafilisteks uuringuteks kasutati aparatuuri, mis koosnes PerkinElmer Series 200
pumbast, Knauer Smartline 2300 refraktomeeterdetektorist, Knauer Smartline
kolonnitermostaadist ning kahest jérjestikku tihendatud Shodex OHpak SB-806MHQ
kolonnist. Eluendina kasutati 0,1 M NaNOs; vesilahust voolukiirusel 0,8 ml/min.
Kalibreerimiskdver koostati 10 dekstraani standardi pohjal (molekulmassid 668; 410; 273;
148; 80,9; 48,6; 23,8; 11,6; 5,2; 1,3 kDa), retentsiooniruumalad parandati sisestandardina
kasutatud etiileengliikooli (0,01% sisaldus proovis) vastava viirtuse, 22,89 ml, jérgi.
Kaliibrimiskdvera vorrand oli jirgmine: log M, = 0,02 ¥ - 1,3503 x + 22,361 (M,,
keskmine molekulmass; x, retentsiooniruumala; R = 0,9987). Uuritava karraginaaniproovi
protsendilisus oli 0,07% ning siisteruumala 100 pl.

Usaldusvéidrsemate tulemuste saamiseks kasutati proovi lahustamiseks sama eluenti (0,1 M
NaNOs), mida rakendati kromatograafi siisteemis. Poliimeeripreparaatide paremaks
lahustamiseks hoiti soole iile6d 35 °C juures loksutusinkubaatoris. Proovide 1dplikuks
lahustamiseks kuumutati neid 10 min tugevalt segades keeval vesivannil. Seejdrel kuum
(60 °C) sool filtriti 1dbi 0,45 pm poorsusega membraani (Spartan 30/0,45RC), lasti jahtuda
ning siistiti kromatograafi siisteemi.

3,6-anhiidrogalaktoosi sisaldus proovides maéérati kolorimeetriliselt resortsinool-
dietiiiilatsetaal reagendi abil, kasutades standardainena fruktoosi (Yaphe, 1965).



TULEMUSED JA ARUTELU
Poliisahhariidstruktuurid

Uuritud poliisahhariidide FTIR spektrites esinevad sulfaatester-asendustele iseloomulikud
signaalid lainearvudel 1375 ja 1250 cm™ (Joonis 2). Intensiivsed signaalid 932 ja 850 cm’
juures on seostatavad vastavalt 3,6-anhiidrogalaktoosi ja galaktopiiranoos-4-sulfaadi
jadkide esinemisega struktuuris. Neelduvus lainearvul 892 cm™ (nihtav Slana C. fruncatus
galaktaani spektris) on seostatav galaktoosjédikide olemasoluga preparaadis. Lisaks esineb
C. truncatus galaktaani spektris selgesti eristatav signaal lainearvul 807 cm’', mis vastab
sulfaatrithmale 3,6-anhiidrogalaktoosi C-2 siisiniku juures ning on iseloomulik t-tiitipi
karraginaanidele.
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Joonis 2. Vees ekstraheeritud galaktaanide FTIR spektrid ning iseloomulikele lainearvudele
vastavad rithmad. (a) C. truncatus poliisahhariidid, (b) furtsellaraan.

Poliisahhariidide '*C-NMR spektrid on esitatud joonisel 3. C. fruncatus galaktaani
pohikomponendid on [B-D-galaktoos-4-sulfaat ja ja 3,6-anhiidro-a-D-galaktoos-2-sulfaat.
Minoorse komponendina esineb v-karraginaani koostisse kuuluv leelislabiilne a-D-
galaktoos-2,6-disulfaat. Norgad signaalid nihkeviirtustel 101,72, 67,40, 66,56 ja 65,56
ppm vastavad 4°,6’-piiruvaaditud p-D-galaktopiiranoosi jdédkidele; eristatav signaaal 91,28
ppm juures tdendab piiruvaaditud o-karraginaani (4’,6’-piiruvaaditud karrabioos-2-
sulfaadi) olemasolu. Kuigi piiruvaatatsetaali metiiiil- ja atsetaalriihma siisinikuaatomite
signaalid nihkevéirtustel vastavalt 25,43 ja 101,72 ppm olid selgelt miirast eristatavad, ei
taheldatud "*C-NMR spektris piiruvaatatsetaali karboksiiiilriihmale vastava signaali
esinemist. Nimetatud asjaolu ilmneb sageli fraktsioneerimata vetikagalaktaanide *C-NMR
spektrites, sest pliruvaatrithm esineb nendes poliisahhariidides enamasti viga madalates
kontsentratsioonides (Lahaye, 1991). 4’°,6’-piiruvaaditud p-D-galaktopiiranoosi jdike
seostatakse tavaliselt agari tiilipi galaktaanidega, siiski vOib see suhkrujdik sisalduda
viikestes kogustes mdnedes keerulise struktuuriga karraginaanides (Stevenson, 1991).

F. lumbricalis galaktaani koostisse kuuluvad peamiselt B-D-galaktoos, B-D-galaktoos-4-
sulfaat ja  3,6-anhiidro-a-D-galaktoos, = mis on  omased  «/p-karraginaani
hiibriidstruktuuridele. Sarnaseid «/B-karraginaanide hiibriidseid segusid (alasulfaaditud
k-karraginaani) on leitud Kaug-lda vetikatest Tichocarpus crinitus (Yermak, 1999) ja
Eucheuma gelatinae (Greer, 1984). Minoorse komponendina esines y-karraginaanile
iseloomulik leelislabiilne komponent, PB-D-galaktoos-6-sulfaat, mis on [-karraginaani
bioloogiliseks prekursoriks  (Greer, 1984). Seda tdendavad ndrgad signaalid
nihkevéirtustel 104,7 ppm (G-1) ja 96,0 ppm (D-1) ning halvasti eristuvad signaalid 68,2



ppm (D-6) ja 65,7 ppm (G-4) juures. Oluliselt suuremaid y-karraginaani sisaldusi on
tdheldatud soolasema veega keskkondades kasvavate F. [umbricalis isendite
poliisahhariidides (Knutsen, 1987).

Sageli voib puhastamata galaktaanipreparaatidest leida mairkimisvéérsetes kogustes
punavetikate peamist varuainet, florideetirklist; selle gliikaani esinemist saab hdlpsasti
tuvastada "?C-NMR uuringute abil (Knutsen, 1987). Kuigi furtsellaraanis florideetiirklist ei
tuvastatud, leidus seda arvestatavates kogustes C. truncatus galaktaanis. Seda tdendavad
florideetirklise gliikoosijdékide siisinikele C-1, C-3 ja C-5 vastavad signaalid 100,10,
73,75 ja 71,83 ppm juures.
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Joonis 3. Vees ekstraheeritud galaktaanide *C-NMR spektrid. (a) C. truncatus poliisahhariidid,
38 000 transienti, méddetud 40 °C juures; (b) furtsellaraan, 100 000 transienti, m&ddetud 50 °C
juures. pGm tédhistab piiruvaatatsetaali metiiiilsiisiniku signaali, S tdhistab florideetédrklise
gliikkoosijddkide siisinike signaale, , x, B, v, v, o vastavad t-, x-, B-, v-, v-, a-karraginaanide siisinike
signaalidele, p tdhistab piiruvaaditud a-karraginaani siisinikest tulenevaid signaale (vt Joonis 1).

Molekulmassjaotus ja termostabiilsus

Proovi lahustamine samas eluendis (0,1 M NaNOs), mida rakendati kromatograafi
siisteemis eluendina, vOimaldas viltida hdiringuid (massiivseid negatiivseid piike)
kromatogrammide sisestandardi piigi (retentsiooniruumala 22,89 ml) piirkonnas.
Galaktaanpreparaatide lahustamine korgendatud temperatuuri tingimustes (keeval
vesivannil tagasijahuti all) tingis siiski vidikese NaNOs; kontsentratsiooni tdusu
siistelahustes, mis avaldus  kdigil kromatogrammidel iseloomuliku  piigina
retentsiooniruumalal 22,14 + 0,01 ml.

C. truncatus natiivse (vees ekstraheeritud) galaktaani M,, oli hinnanguliselt 1500 kDa
(Joonis 4a). Leelisekstraktsiooni tulemusel saadud preparaati iseloomustas monevorra
viiksem M,, viirtus (1400 kDa). Piik 20,33 ml juures tdendab, et leeliseline keskkond
mitte ainult ei vidhendanud korgmolekulaarse fraktsiooni poliimerisatsiooniastet, vaid
pohjustas ka madalmolekulaarsete laguproduktide teket ning sulfaatriihmade eraldumist
poliimeerahelast (Joonis 4b). Selgus, et ka t-karraginaani kommertspreparaat sisaldab
viikestes ~ kogustes =~ madalmolekulaarseid = komponente = (Joonis  S5a);  piik
retentsiooniruumalal 20,26 ml vastab vaba sulfaadi olemasolule, 21,40 ml aga sahharoosile
lihedase molekulmassiga sahhariidile. Vorreldes C. truncatus poliisahhariidiga oli
F. lumbricalis vees ekstraheeritud galaktaani molekulmass oluliselt viiksem, koigest
290 kDa.
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Joonis 4. C. truncatus galaktaanide molekulmassjaotuse kromatogrammid. Lagundamata
poliisahhariidid eraldatud vetikatest ekstraktsioonil (a) vees, (b) 0,02 M KOH vesilahuses ning vees
ekstraheeritud poliisahhariidid lagundatud 7 pdeva erinevatel temperatuuridel (80-120 °C). * Piik
retentsiooniruumalal 22,89 ml vastab sisestandardina kasutatud etiileengliikoolile.
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Joonis 5. 1-Karraginaani kommertspreparaadi (Fluka) molekulmassjaotuse kromatogrammid.
(a) Lagundamata preparaat ning preparaadid lagundatud 7 pdeva erinevatel temperatuuridel (80—
120 °C). * Piik retentsiooniruumalal 22,89 ml vastab sisestandardina kasutatud etiileengliikoolile.

Selgus, et C. truncatus galaktaan on korgete temperatuuride suhtes viga tundlik — juba
60 °C juures toddeldud preparaadi molekulmass oli natiivse poliisahhariidi vastava
niditajaga vorreldes oluliselt vihenenud (1100 kDa). Lagundamistemperatuuril 80 °C
ilmnes kromatogrammil viike piik retentsiooniruumalal 20,23 ml (Joonis 4), mis viitab
vaba sulfaadi esinemisele proovis. Nimetatud piigi pindala suurenes maérgatavalt
lagunemistemperatuuride 80 ja 85 °C vahel, mil poliisahhariidi kdrgmolekulaarne
komponent oluliselt lagunes (Joonis 4 ja Joonis 6a). Kdrgmolekulaarne komponent oli
praktiliselt tdielikult kadunud 110 °C juures lagundatud preparaadis.
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Joonis 6. Karraginaanipreparaatide  lagunemisprofiilid 7  pdevasel termotdotlusel.
Lagundamistemperatuuri mdju (a) pohikomponendi M, niitajale (1/R,, ml'; R, -
retentsiooniruumala) ja (b) 3,6-anhiidrogalaktoosi sisaldusele; (O) 1-karraginaan (Fluka), (0) vees
ekstraheeritud C. truncatus galaktaan; * tihistab termotootlemata preparaati.

Vorreldes C. truncatus galaktaaniga olid furtsellaraan ja 1-karraginaani kommertspreparaat
oluliselt termostabiilsemad ning praktiliselt ei lagunenud 90 °C-st madalamatel
temperatuuridel. 1-Karraginaani puhul algas poliimeerahelate intensiivne lagunemine
100-130 °C juures. Temperatuuril 110 °C lagundatud preparaadi kromatogrammil eristusid
kaks korgmolekulaarset fraktsiooni M,, véirtustega 34 ja 2100 kDa ning vaba sulfaadi
olemasolu kinnitas viike piik retentsiooniruumalal 20,25 ml (Joonis 5). Kuigi 120 °C
juures toddeldud preparaadis esines veel mirgatav osa pooleldi lagunenud poliisahhariidi,
oli kogu kdrgmolekulaarne komponent lagunenud 130 °C juures.

Karraginaanide koostises esineva 3,6-anhiidrogalaktoosi jididkide lagunemine on seotud
poliisahhariidahelate pikkuse vihenemise ja madalmolekulaarse fraktsiooni (vaba sulfaadi)
tekkega. Eriti intensiivne 3,6-anhiidrogalaktoosi lagunemine leidis aset galaktaanide M,,
langemisel alla 10 kDa. C. truncatus termolabiilsete poliisahhariidide puhul algas 3,6-
anhiidro-tsiiklite lagunemine juba 80-85 °C juures, i1-karraginaani kommertspreparaadi
korral aga lagundamistemperatuuril 115-120 °C (Joonis 6b).

JARELDUSED

Kassari  punavetikakoosluse  dominantliikide poliisahhariidkoostis on  jdrgmine:
F. lumbricalis sisaldab k- ja B-karraginaani ja viikestes kogustes y-karraginaani ning C-6
metiiiilitud galaktoosjiike; C. truncatus galaktaani pdhikomponendiks on i-karraginaan
koos viikse koguse v-karraginaani ning piiruvaaditud o-karraginaaniga. Vorreldes
1-karraginaani kommertspreparaatide ning furtsellaraaniga on C. truncatus poliisahhariidid
oluliselt termolabiilsemad — intensiivne poliimeerahelate destruktsioon algab juba 80 °C
juures. Punavetika C. truncatus poliisahhariidide vidiksem termostabiilsus on seostatav
selle galaktaani struktuursetete isedrasustega (piiruvaatatsetaali ja prekursorstruktuuride
esinemine).

Seega soltuvad Kassari vetikakooslusest eraldatud geelistuva materjali omadused oluliselt
dominantliikide massivahekorrast — kvaliteetse produkti seisukohast on viiksem
C. truncatus osakaal sobivam. Kuigi konealune loodusvara ei vdimalda troopilistest
vetikaliikidest pidrinevate kommertspreparaatidega vdrreldavaid produkte ning selle
tootlemisprotsessi kdigus tuleks viltida korgeid temperatuure, on Kassari vetikakoosluse
rakendamine Gigete tootmistingimuste juures otstarbekas.
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LISA

Liihikokkuvote

Uuritud on Lidnemere punavetikate Furcellaria lumbricalis ja Coccotylus truncatus
poliisahhariidide molekulaarstruktuure. Preparaatide iseloomustamiseks kasutati BC-NMR
ja FTIR spektroskoopia, eksklusioonikromatograafia ning kolorimeetrilisi meetodeid.
Vordlevalt tuntud 1-karraginaani kommertspreparaadiga hinnati  C.  truncatus
poliisahhariidide termostabiilsust. F. lumbricalis galaktaanide pdhikomponendid on B-D-
galaktoos, P-D-galaktoos-4-sulfaat ja 3,6-anhiidro-a-D-galaktoos, véiksemates kogustes
esineb PB-D-galaktoos-6-sulfaati. C. truncatus galaktaanide peamised komponendid on 3-D-
galaktoos-4-sulfaat ja ja 3,6-anhiidro-a-D-galaktoos-2-sulfaat, minoorsete komponentidena
esinevad o-D-galaktoos-2,6-disulfaat ja 4’,6’-piiruvaaditud karrabioos-2-sulfaat. C.
truncatus  poliisahhariide  iseloomustab  kdrge termolabiilsus, mérkimisvédrne
poliimeerahelate lagunemine algab juba temperatuuril 80 °C.

Antud t60 tulemusi on vdimalik rakendada Kassari vetikaplasti toormest toidulisaainete
tootmise ja nende kasutamise juures — vottes arvesse eelkdige asjaolu, et teatud osa
produktist (vetikast C. truncatus périnevad poliisahhariidid) on korgete temperatuuride
suhtes viga tundlik.

Tdiendavad uuringud peaks selgitama, millisel midral modjutab C. truncatus galaktaani
lisand furtsellaraanis produkti iildist stabiilsust. Praegune hiipotees on, et juba viga viike
C. truncatus poliisahhariidi lisand segus initsieerib korgetel temperatuuridel kogu produkti
lagunemise, sest sulfaatriihmade eraldumisel poliisahhariidmaatriksist tekib happeline
produkt (KHSOj,), mis kiirendab orgaanilise aine lagunemist ja edasist sulfaadi eraldumist.

Seos siidstva arenguga

Taastuvate loodusvarade otstarbekohane kasutamine on sédédstva arengu iiheks
pohikarakteristikuks. Antud t66s uuriti Eesti ithe unikaalseima loodusvara, nn Kassari
vetikaplasti rakendatavust korgekvaliteetsete toidulisaainete tootmise seisukohast,
rohuasetusega keemilistele aspektidele.

Kassari vetikakoosluse moodustavad kaks dominantliiki, mille fiiiisiline eraldamine
teineteisega ldbipdimunud biomassist on toonduslikes mastaapides mdeldamatu. Sellest
tulenevalt kujutab vetikamassist eraldatav geelistuv tardaine endast keerukat
poliisahhariidide segu, milles leidub nii iihele kui ka teisele punavetikale omaseid
struktuure. Lédnemere ainsaks toonduslikult tarbitavaks punavetikaliigiks nimetatud
Furcellaria lumbricalis, mis moodustab ka pohiosa Kassari vetikakoosluse biomassist,
poliisahhariidstruktuure on pdohjalikult uuritud juba aastast 1976. Tegelikult aga
rakendatakse toonduslikult ka Kassari vetikaplasti teist dominantliiki, punavetikat
Coccotylus truncatus — juba 1967 aastast toodetakse Saaremaal Kérlas mdlema eelmainitud
vetikaliigi segust geelistuvat tardainet, mida tinapdeval tuntakse ,,Estagar* nime all.

Kiesolevas t66s uuriti Kassari vetikakoosluse iiht dominantliiki, punavetikat C. truncatus,
kirjeldati detailselt selle liigi poliisahhariidkoostist ning téonduslikust seisukohast olulist
omadust — galaktaanide termostabiilsust. Jouti jdreldusele, et kuigi nimetatud vetikaliik
alandab Kassari vetikakooslusest eraldatud geelistuva materjali temperatuurikindlust
oluliselt, on siiski vdimalik digete tootmistehnoloogiliste votete kasutamisega konealust
loodusvara toidulisaainete tootmiseks rakendada.



