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KEEMILISE KOOSTISE JA STRUKTUURIDE
FUNKTSIONAALSOLTUVUSED LAANEMERE
VETIKAKOOSLUSTES

Resiimee

Toos uuriti Ladnemere punavetikatest Furcellaria lumbricalis ja Coccotylus trun-
catus parinevate sulfaaditud poliisahhariidide keemilist koostist ja struktuuri. Vord-
lusainetena kasutati troopilisest vetikaliigist Eucheuma cottonii ja Kaug-Ida puna-
vetikast Ahnfeltia tobuchiensis eraldatud galaktaane ning karraginaanide ja aga-
rite kommertspreparaate. Poliisahhariide iseloomustati '>C-tuumamagnetresonants-
spektroskoopia, Fourier’ infrapunaspektroskoopia, spektrofotomeetria, induktiiv-
sidestunud plasma optilise emissioonspektromeetria, elektrotermilise aatomabsorpt-
sioonspektromeetria ja eksklusioonikromatograafia meetoditega. F. lumbricalis kinni-
tumata vormi poliisahhariidide keemilise koostise, molekulaarstruktuuri ning geelis-
tumisvoime vahelisi seoseid uuriti soltuvalt ekstraktsiooni ja keemilise tootluse
tingimustest. Potentsiaalse toondusliku védédrtusega vetikaliigi C. fruncatus galak-
taanide puhul hinnati ka nende poliisahhariidide termostabiilsust. Vorreldi erinevate
spektroskoopiliste meetodite rakendusvoimalusi tiiiipiliste saasteelementide sisal-
duste maddramiseks Ladnemere riimvees ja vetikates. Poliisahhariidgeelide mikro-
struktuuri uuriti skaneeriva elektronmikroskoopia vahendusel preparaatide kriio-
fikseerimise ja liiofiliseerimise kaasabil. To6tati vélja uudne struktuure séilitav pre-
pareerimistehnika punavetikagalaktaanide geelistumisprotsesside mikroskoopiliseks
uurimiseks.

F. lumbricalis galaktaanide pohikomponendid on -D-galaktoos (15 + 1%), B-D-ga-
laktoos-4-sulfaat (36 = 1,5%), 3,6-anhiidro-a-D-galaktoos (29 + 1%), a-D-galaktoos-
6-sulfaat (6 = 0,5%), B-D-galaktoos-6-sulfaat ja 6-O-metiiiil-B-D-galaktoos. C. trun-
catus poliisahhariidide peamised komponendid on B-D-galaktoos-4-sulfaat (44 +
2%), 3,6-anhiidro-a-D-galaktoos-2-sulfaat (30 = 1,5%), a-D-galaktoos-2,6-disulfaat
(12 = 2%) ning 4°,6’-piiruvaaditud karrabioos-2-sulfaat (1,4%). Kaug-Ida vetikaliigi
A. tobuchiensis galaktaanide koostisse kuuluvad B-D-galaktoos (58%), 3,6-anhiidro-
a-L-galaktoos (30 = 3,5%), 2-O-metiilil-3,6-anhiidro-a-L-galaktoos (8 + 1%) ja
B-D-galaktoos-6-sulfaat.

F. lumbricalis galaktaanide maksimaalne geelitugevus 970 g/em® (1,5% geelide
puhul) on saavutatav optimaalsete ekstraktsioonitingimuste juures Rb'-ioone sisal-
davas leeliselises keskkonnas. C. truncatus poliisahhariidide geelimoodustumis-
vdime on viike (geelitugevus 30-40 g/cm® 2% geelide korral) ning ei sdltu oluliselt
ekstraktsioonitingimustest.

Furtsellaraani ekstraktsioonil erinevates leelismetallhiidroksiidide vesilahustes saa-
davad produktid sisaldavad lihedase koguse orgaanikat, mineraalse komponendi
osakaal aga varieerub oluliselt, sOltudes peamiselt preparaadi koostisse viidud
leelismetalli aatommassist. Mikroelementide madramiseks vetikaproovides on vord-



selt hasti rakendatavad induktiivsidestunud plasma optilise emissioonspektromeet-
ria ja aatomabsorptsioonspektromeetria meetodid.

Soltuvalt galaktaani makromolekulaarse ahela koostises esineva 3,6-anhiidrogalak-
toosi ruumilisest konfiguratsioonist (D- vOi L-isomeer) toimub vetikapoliisahha-
riiddide geelistumine pGhimotteliselt erinevalt. Geelistumist soodustavate katioonide
(K", Rb", Cs") esinemine k-tiiiipi karraginaanide kuumades vesilahustes indutseerib
niitjate, geeli mikrostruktuuri tthendavate lisaelementide moodustumise geelistu-
misprotsessi kdigus.



FUNCTIONAL DEPENDENCIES OF THE CHEMICAL
COMPOSITION AND STRUCTURES IN THE BALTIC
SEA ALGAL COMMUNITIES

Abstract

The composition and structure of galactans from the red algae species Furcellaria
lumbricalis and Coccotylus truncatus (the Baltic Sea, Estonia) were studied. As
reference material, the galactans from Far-Eastern species Ahnfeltia tobuchiensis
and Eucheuma cottonii were investigated. The complex polysaccharides were cha-
racterized by carbon nuclear magnetic resonance spectroscopy, Fourier transform
infrared spectroscopy, chemical analysis, inductively coupled plasma optical emis-
sion spectrometry, electrothermal atomic absorption spectrometry and size exclu-
sion chromatography methods in comparison with well known commercial galactan
preparations. Special attention has been given to the polysaccharides originating
from F. lumbricalis, their molecular structure, composition and gelling properties in
connection with the extraction and chemical treatment conditions. For C. truncatus,
also the thermal stability characteristics of its native polysaccharides were studied.
The possibilities for the determination of micro- and ultramicro elements in the
Baltic seawater and in seaweeds were investigated by various spectroscopic met-
hods. The microstructure of galactan gels was studied using a cryofixation method
in combination with freeze-drying and scanning electron microscopy (SEM)
techniques. To achieve reliability of SEM investigations and to study the gel-for-
ming processes of red algal galactans, a novel structure-preserving preparation
technique was developed.

The main components of galactan from F. /lumbricalis of the Baltic Sea are f-D-ga-
lactopyranose (15 + 1%), B-D-galactopyranose-4-sulfate (36 = 1.5%), 3,6-anhydro-
a-D-galactopyranose (29 + 1%), a-D-galactopyranose-6-sulfate (6 + 0.5%), B-D-ga-
lactopyranose-6-sulfate and 6-O-methyl-B-D-galactopyranose residues. Polysac-
charides from C. truncatus were found to contain B-D-galactopyranose-4-sulfate
(44 £ 2%), 3,6-anhydro-a-D-galactopyranose-2-sulfate (30 + 1.5%), a-D-galacto-
pyranose-2,6-disulfate (12 + 2%) and 4°,6’-pyruvated B-D-galactopyranose (1.4%)
units. The galactans from Far-Eastern species 4. fobuchiensis are characterized by
the main constituents of [-D-galactopyranose (58%), 3,6-anhydro-o-L-galacto-
pyranose (30 = 3.5%), 2-O-methyl-3,6-anhydro-a-L-galactopyranose (8 = 1%) and
B-D-galactopyranose-6-sulfate residues.

For F. lumbricalis galactans, the maximum gel strength value of 970 g/cm’ (for
1.5% gels) is attainable in the case of optimal extraction conditions in the alkaline
medium containing Rb'-ions. The thermally labile galactans from C. truncatus are
characterized by a weak gelling ability (gel strength of 30-40 g/cm® for 2% gels)
that does not depend notably on the conditions of extraction.

Extraction of furcellaran in the presence of various alkali metal hydroxides yields
products with similar amounts of organic matter; the quota of inorganics varies con-



siderably and is primarily connected with the atomic weight of the introduced alkali
metal. The microelement composition of seaweed samples may be elucidated
equally well by atomic absorption spectrometry and inductively coupled plasma
optical emission spectrometry methods.

Depending on the configuration of 3,6-anhydrogalactose (D- or L-isomer) in the
macromolecular chain, the gelation process of algal galactans follows different
pathways. The presence of gel promoting cations (K', Rb", Cs") in x-type carra-
geenan sols induces the formation of specific subtle tentacle-like structure units
responsible for the tightening of the final gel structure.
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EESSONA

Lidnemeri on unikaalne 6kosiisteem, mille riimveeline keskkond avaldab seal ela-
vatele organismidele tugevat survet. Elu vee madalast soolsusest tingitud keskkonna-
stressi tingimustes voib punavetikate puhul ilmneda muutustena nende morfoloogias,
arengutsiiklis vdi poliisahhariidkoostises. Vetikapoliisahhariidide geelistumisvdime
on punavetikate elutegevuse aluseks, aga ka eelduseks nende looduslike makromole-
kulide kasutamisele toiduainetdodstuses ja mikrobioloogias. Geelide vorkjaid hiidraa-
tunud struktuure kasutavad punavetikad oma elutegevuses omapidrase molekulaar-
soelana, samuti annavad need taimele vesikeskkonnas toimimiseks vajaliku elastsuse.
Seega vodivad nimetatud poliisahhariidide struktuur-omadus sdltuvused huvi pakkuda
nii teaduslikust kui ka toonduslikust aspektist.

Kéesoleva t66 pohilise loodusliku objektina on Kassari lahe vetikakooslus tiiiipiline
ndide iseloomustamaks 6koloogilisi tingimusi Ladnemeres. Selle nimetatud riimvee-
kogu iiks suuremaid kompaktseid punavetikakooslusi on kiillalt selgelt piiritletud lii-
gilise koosseisuga ning kujutab endast piirkonna ainsat to6ndusliku vairtusega loo-
dusvara.

Toos uvuriti Ladnemere punavetikatest Furcellaria lumbricalis (I) ja Coccotylus
truncatus (II) parinevate sulfaaditud poliisahhariidide keemilist koostist ja struktuuri.
Vordlusainetena kasutati troopilisest vetikaliigist Eucheuma cottonii (I) ja Kaug-lda
punavetikast Ahnfeltia tobuchiensis (V) eraldatud galaktaane ning karraginaanide ja
agarite kommertspreparaate. Poliisahhariide iseloomustati keemilise analiiiisi, "*C-
NMR, FTIR, ICP-OES, ETAAS ja SEC meetoditega. F. lumbricalis poliisahhariidide
keemilise koostise, molekulaarstruktuuri ning geelistumisvoime vahelisi seoseid
uuriti soltuvalt ekstraktsiooni ja keemilise tootluse tingimustest (I, VI). Potentsiaalse
toondusliku vaartusega vetikaliigi C. truncatus galaktaanide puhul hinnati ka nende
poliisahhariidide termostabiilsust (II).

Vorreldi ETAAS, FAAS, ICP-MS ja ICP-OES meetodite rakendusvdimalusi tiitipi-
liste saasteelementide sisalduste méadramiseks Ladnemere riimvees ja vetikates (IV).

Poliisahhariidgeelide mikrostruktuuri uuriti SEM vahendusel preparaatide kriiofik-
seerimise ja liiofiliseerimise kaasabil (I, III). Tootati vilja uudne struktuure sdilitav
prepareerimistehnika punavetikagalaktaanide geelistumisprotsesside mikroskoopi-
liseks uurimiseks (I1I).

Doktorivaitekirja pohieesmérgiks oli vilja selgitada seoseid Ladnemere punavetika-
test parinevate galaktaanide molekulaarstruktuuri, keemilise koostise, geelide mikro-
struktuuri ja reoloogiliste nditajate vahel.

12



1. SISSEJUHATUS

1.1. Lalinemere punavetikad

Ladnemerele on iseloomulik vee soolsuse suur varieeruvus selle riimveekogu eri-
nevate piirkondade vahel. Nii vahelduvad Taani vdinade merelised tingimused vee-
kogu siseosade praktiliselt mageveeliste Okosiisteemidega. Nagu teistelegi mere-
vetikatele, pohjustab vee madal soolsus punavetikatele tugevat hiipoosmootset
stressi. Vetikate puhul voivad sellised tingimused mdjutada taime morfoloogiat voi
avaldada negatiivset toimet reproduktsioonile (Kirst 1990). Kui Kattegati pohja-
poolsetest piirkondadest on leitud 318 liiki makrovetikaid, siis Botnia lahe pohja-
osas esineb vaid 42 liiki (Nielsen et al. 1995). Samuti voib vetikaliikide levikut
Ladnemere pohjaosas mojutada talvekuude regulaarne jddkate ja sellest tingitud
valguse vdhesus. Veesammast ldbiva valguse hulka mojutab ka eutrofeerumine, mis
koos suurenenud settimisméadraga voib avaldada olulist mdju makrovetikate liikide
levikule ning nende arengustaadiumite vaheldumisele Lé&édnemeres (Eriksson,
Johansson 2005).

Toonduslike vetikaliikide kasvuks ebasobivate tingimuste tottu on Lid&nemere osa-
tdhtsus vetikavarude kasutamise seisukohast suhteliselt véike. Ligi 160 Li&dnemeres
esineva punavetikaliigi hulgas (Nielsen et al. 1995) on piirkonnas laialdast kasutust
leidnud iiksnes F. lumbricalis (Schramm 1998). Kuigi Lédnemere potentsiaalse
toondusliku védrtusega liikide hulka on arvatud mitu Rhodophyta hdimkonna esin-
dajat, nt Ahnfeltia plicata, Ceramium nodulosum, C. truncatus, Phycodrys rubens,
Polysiphonia fucoides, Rhodomela confervoides, ei esine likski nimetatud liikidest
piirkonnas kaubanduslikuks rakendamiseks vajalikes kogustes (Briand 1991).

Furcellaria lumbricalis

Punavetikas F. lumbricalis (Hudson) J. V. Lamouroux (varasem nimetus F. Fasti-
giata) on levinud Atlandi ookeani ida- ja ld4dneosas, Barentsi merest Biskaia lahe-
ni ning eriti arvukalt riimveelises Ladnemeres. Kuni 1960. aastateni paiknesid
maailma iihed suurimad F. lumbricalis varud Taanis Kattegatis (Schramm 1998).
Léadne-Atlandil esineb F. lumbricalis St. Lawrence’i lahe madalamates osades ning
Nova Scotia pohjaosa rannikul. Kui Pohja-Ameerikas on levinud peamiselt
nimetatud vetikaliigi kinnitumata vorm, siis Euroopas (nt Ladnemeres) voivad kin-
nitunud ja kinnitumata vormid esineda koos (Chapman, Chapman 1980; Holms-
gaard et al. 1981).

Kuigi F. lumbricalis on Pdhja-Atlandil laialdaselt levinud, paiknevad selle varud
tildjuhul t6onduslikuks rakendamiseks liialt hajutatult. Rikkalike varude tottu on
F. lumbricalis Ladnemere ainsaks toondusliku véartusega vetikaliigiks. Ajalooliselt
on vetikast F. lumbricalis parineva galaktaansegu ndol tegemist iihe esimese hiidro-
kolloidiga, mida punavetikast toonduslikus mastaabis tootma hakati. Varajased
katsed furtsellaraani (nn Taani agari) tootmiseks viidi 1&bi Taanis juba 1917. aastal
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(Christiansen 1959). Saadavat eriliste omadustega produkti kasutati Euroopa toidu-
ainetodstuses edukalt aastakiimnete véltel (Bird et al. 1991; Briand 1991).

Nimetatud vetikaliigi laiaulatuslik toonduslik rakendamine algas 1940. aastatel
Kattegati varude baasil, kuid seiskus peatselt seoses II maailmasdja puhkemisega.
1950. aastatel jatkus furtsellaraani tootmine kiirenevas tempos. Kattegati varude
tiha intensiivsem kasutamine (2000 tonnilt mérgmassilt 1946. aastal 20 000-30 000
tonnini 1960. aastate keskpaigas) ning tileekspluateerimine viis 1960. aastate 10pus
F. lumbricalis to6nduslike varude 10ppemiseni. Sellest tulenevalt toodeti hiljem
Taanis furtsellaraani Kanada vetest parinevast vetikatoormest (Briand 1991).

Tanapdeval esineb F. lumbricalis rikkalikult nt Poola, Leedu, Liti, Soome, Rootsi
ja Norra rannikuvetes (Schramm 1998). Kuigi 1950. aastatel leidus seda liiki
rohkesti (mirgmass hinnanguliselt 11 500 tonni) ka Gdanski lahes Pucki laguunis
(Laanemeri, Poola), oli F. lumbricalis 1987. aastaks sellest piirkonnast reostuse ja
eutrofeerumise tottu praktiliselt kadunud (Kruk-Dowgialto 1991; Ciszewski et al.
1992). Seega on konealuse vetikaliigi varud maailmas vdhenemas voi tdielikult
hévinud.

Punavetika F. [umbricalis ks rikkalikumaid esinemiskohti (tiheda vetikamati
kujul) asub Laidnemeres Eesti territoriaalvetes ning on tuntud Kassari vetikaplasti
nime all (Chapman, Chapman 1980; Martin et al. 1996; Truus et al. 1997). Vetika-
koosluse paiknemine (joonis 1) ning biomass (méargmass ligikaudu 140 000 tonni
2005. aastal) varieerub monevorra aastate 10ikes (Martin et al. 2006). Kdva sub-
straadi puudumise ning liivase pohja tottu esinevad molemad Kassari vetikaplasti
dominantliigid (F. lumbricalis ja C. truncatus) koosluses kinnitumata vormidena.
Nimetatud vetikaliikide véiksemaid kooslusi on leitud Soome rannikult Turu
lahistelt (Mékinen et al. 1988). Ka Prints Edwardi saare ldhistel esineb vetikat F.
lumbricalis suhteliselt suurtes kogustes, kuid koos teise punavetikaliigiga Chondrus
crispus (Chopin 1998).

Ladnemere pohjaosa madala soolsusega (3,6 psu) keskkonnas ei esine vetika
F. lumbricalis arengutsiiklis diplohaploidset staadiumi (Kostamo, Mékinen 2006).
Niisugustel tingimustel on populatsiooni peamiseks taastootmise viisiks talluse
vegetatiivne fragmentatsioon (Kostamo, Méakinen 2006; Kostamo 2008). On téhel-
datud, et merevee soolsuse ja ldbipaistvuse suurenedes ning valgusperioodi pikkuse
ja vee temperatuuri vihenedes kasvab tdendosus leida tetrasporangiumeid kandvaid
F. lumbricalis isendeid (Kostamo, Mikinen 2006).

Coccotylus truncatus

Punavetikas C. truncatus (Pallas) M. J. Wynne ja J. N. Heine (varasemad nimetused
Phyllophora truncata ja Phyllophora brodiaei) on levinud Atlandi ja Vaikse
ookeani pohjaosas, Pohja-Jddmeres ning Valges ja Mustas meres (Liining 1990).
See on {iiks vdhestest Ladnemerd asustavatest punavetikaliikidest, esinedes selles
riimveekogus siligaval kasvava kddbusvormina. Kassari vetikaplasti teise dominant-
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liigina moodustab see punavetikas keskmiselt 30-35% koosluse mérgmassist
(Martin et al. 2006).

1960. aastatel oli C. truncatus laialt levinud Mustas meres Karakinitski lahes ning
koos liikidega Phyllophora crispa ja Phyllophora pseudoceranoides mere
loodeosas mahuka vetikaplastina, mis on tuntud nimede “Zernovi Phyllophora vili”
ning “Phyllophora aas” all. 1980. aastateks oli see, kunagine maailma suurim
(mérgmass 5 miljonit tonni) punavetikaplast (Liining 1990) eutrofeerumise tottu
praktiliselt kadunud; tdnapdevaks on konealune kooslus siiski teatud mééral taas-
tunud (Minicheva 2007).

Seoses asjaoluga, et paljusid punavetikaga C. truncatus 1ahedalt suguluses olevaid
litkke rakendatakse karraginaanide tootmiseks, on ka konealust liiki késitletud
potentsiaalse toondusliku védrtusega karraginofiitidina (Bonotto 1979; Mathieson et
al. 1984; Usov, Shashkov 1985).
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Joonis 1. Kassari vetikaplasti biomassi jaotus (parempoolne skaala, g/m”) ja paiknemine
Ladnemeres (suvi 2004).

1.2. Vetikagalaktaanid
1.2.1. Molekulaarstruktuur

Punavetikagalaktaanideks nimetatakse lineaarseid sulfaaditud poliisahhariide, mille
tildjuhul lineaarse ahela moodustavad jarjestikku vahelduvad 3-seotud (-D-galak-

topiiranoosi ja 4-seotud a-galaktopiiranoosi jadgid. Kui B-galaktoosi jadgid esinevad
nimetatud poliimeerides alati D-isomeerina, siis a-galaktoos esineb karraginaanides
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D-vormis, agarites aga L-isomeerina. Suur osa a-galaktoosist voib esineda ka 3,6-
anhiidroderivaadina (joonis 2). Molekuli mitu hiidrokstiiilriihma vdivad olla asen-
datud sulfaatester- voi metiililriihmade ja monikord ka tdiendavate monosahha-
riidjddkidega (Painter 1983; Usov 1998). Agarite ja paljude keeruka chitusega
karraginaanide koostises vOib sisalduda ka pliroviinamarihapet. Viimane esineb
tsiiklilise atsetaalina 3-seotud galaktoosjdékide O-4 ja O-6 asendis ning on seotud
n-karraginaani idealiseeritud struktuuritiiiibiga (DiNinno et al. 1979). Lisaks vdib
plroviinamarihappe atsetaali leiduda o- ja 0-karraginaani struktuuritiilibile ldhe-
dastes segmentides (van de Velde et al. 2002a).

R'O agaroos [G-LA] R'=H v&i SOy
R?=H vdi CH; v6i SO5
/mm R® = H vdi CH,

agaraan [G-L] R'=H v&i SOy
R'0 R?=H vi CH; vdi SOy
R®=H v6i CH,
R*=H v&i SO5
,, R’ =H v&i SOy
‘ porfiiraan (G-L68S) R, R% R} R*=H; R’ =S0;
ro R G o DA a-karraginaan  (G-DA2S) R, R% R*=H; R*=S05
o B-karraginaan ~ (G-DA) R1 R2 R, R'=H
(e} s -karraginaan -D R, R ; R, R°=H
o . @-karragi G2S-DA2S 14so LR =
o -karraginaan ~ (G4S-DA2S) R, R*=H; R2 R = SOy
s R'O k-karraginaan ~ (G4S-DA) R, R, R*=H; R2=SOy
RO t-karraginaan ~ (G4S,6S-DA2S) R'=H;R? R® R*=S05
ro PR G o-karraginaan  (G6S-DA) R', R% R*=H; R =S80y
Q ORS p y-karraginaan  (G-D6S) R: Rz Rz R*= H; R’>=S0y
o o d-karraginaan  (G-D2S,6S) R',R% R®=H; R* R’=S0y
RO o} Akarraginaan  (G2S-D28S,6S) R‘ R4 R’=S05; R2 R’=H
-karraginaan -Di R, R°, R"=H; R°, R”=S05"
cH p-karragi G4S-D6S R RY=H; R, RO = SO
\° HO . v-karraginaan ~ (G4S-D2S,6S) R1 R = H; R2 R“ R’=S0y
. _G—g% RO &karraginaan  (G2S-D2S) R1 R*= SO3,R2 R3 R’=H
ooc \o | GP o-karraginaan  (G4S-D2S) R1 R3 R’=H; R? R4 SOy
CH, o y-karraginaan  (G6S-D6S) R, R2 R*=H; R3 R’=S0y
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Joonis 2. Karraginaanide ja agarite idealiseeritud disahhariidsete kordusliilide
struktuurid. Sulgudes esitatud tdhekoodid viitavad Knutsen et al. (1994) poolt esitatud
alternatiivsele nomenklatuurile.

Karraginaanide ligikaudu 15 struktuuritiitibist (Knutsen et al. 1994) esineb vetikates
koige sagedamini k-, 1- ja A-karraginaane. Viimased leiavad stabiliseerivate,
paksendavate ja geelistavate omaduste tottu kasutust toiduainetddstuses (Stanley
1990). Agarite ja karraginaanide struktuur ning reoloogilised omadused soltuvad
peamiselt vetikate liigist, kasvukeskkonnast ning arengustaadiumist, kuid samuti ka
galaktaanide eraldamise ja keemilise to6tluse protseduuridest (Therkelsen 1993).

16



Enamasti esinevad vetikapoliisahhariidid keerukate looduslike segudena, mille
hiibriidse makromolekulaarse ahela moodustavad erineva struktuuritiiiibiga sul-
faaditud galaktaanid. Seetottu erinevad niisugused heteropoliimeersed segud oluli-
selt vetikagalaktaanide idealiseeritud struktuuritiiiipidest. Kirjeldatud on mitme-
suguseid hiibriidseid poliisahhariide, sealhulgas D/L-galaktaanide kopoliimeere
(karraginaanide ja agarite hibriidid), «/t-, «/B-, «/p-, vVv-, &/B-karraginaanide
hiibriidstruktuure ning metiilil- ja piiruvaatrithmi sisaldavaid keerukaid kordus-
lilisid (Estevez et al. 2001; Viana et al. 2004; Villanueva et al. 2004; van de Velde
2008). Erinevate struktuurifragmentide lokalisatsioon niisugustes hiibriidsetes
molekulahelates jadb sageli selgusetuks. k/1-Karraginaanide puhul vdivad t-struk-
tuurid peamiselt k-karraginaani sisaldavas ahelas paikneda erineva pikkusega
juhuslike plokkide voi liksikute segmentidena (Guibet et al. 2006; Wichmann et al.
2006).

Kuna p- ja v-karraginaanid on vastavalt x- ja t1-karraginaanide bioloogilised
prekursorid (Anderson et al. 1968; Stancioff, Stanley 1969), ei ole k/p- ning v/v-
karraginaanide hiibriidset olemust kahtluse alla seatud. Siiski on ebaselged K/t
karraginaanide hiibriidstruktuuride tekkeni viivad biosiinteesi rajad (van de Velde
2008) ning nimetatud hiibriidide molekulaarstruktuuri kiisimustes puudub tidna-
pdeval iihtne seisukoht.

Furcellaria lumbricalis galaktaanid (furtsellaraan). Furtsellaraani on kirjeldatud
kui k/B-karraginaani hiibriidset kompleksi (Painter 1966; Truus et al. 1997), milles
sisaldub viike kogus w-karraginaani (Craigie 1990). Samuti on tdheldatud o- ja
-karraginaanide esinemist erineva paritoluga preparaatides (Yarotsky et al. 1978;
Usov, Arkhipova 1981; Bird et al. 1991). Erinevalt Gigartinaceae sugukonna
esindajatest, mille puhul gametofiiiidid toodavad k-karraginaani, sporofiiiidid aga
A-tiilipi struktuure, ei soltu punavetika F. lumbricalis produtseeritava karraginaani
tiiiip vetika arengustaadiumist (Bird et al. 1991). Uldlevinud seisukoha pdhjal
esinevad furtsellaraani molekulis erinevad karraginaani segmendid seotuna iihte
makromolekulaarsesse ahelasse, milles domineerib k-karraginaan (Knutsen, Gras-
dalen 1987). Seda kinnitavad ka F. lumbricalis poliisahhariidide rontgendifrakt-
sioonanaliiiisi tulemused. Furtsellaraani sekundaarstruktuur, kaksikheeliks kordus-
perioodiga 2,5 + 0,02 nm, on sarnane stohhiomeetriliselt sulfaaditud k-karra-
ginaaniga, molekuli alasulfaaditus tingib aga ahelatevahelise aksiaalse nihke kesk-
asendist 0,83 nm (Cairns et al. 1991).

Coccotylus truncatus galaktaanid. C. truncatus poliisahhariide ei ole varem pohja-
likult uuritud. Kiill on aga teada, et nimetatud vetikaliigi galaktaanide pohikom-
ponent kuulub i-tiilipi karraginaanide hulka (Usov, Shashkov 1985; Truus et al.
1997). Nagu on iseloomulik paljudele Phyllophoraceae sugukonna esindajatele,
soltub ka C. truncatus karraginaanide keemiline koostis vetika arengustaadiumist.
Immuunosadestamise ja FTIR-uuringute pdhjal on leitud, et nimetatud vetikaliigi
gametofiitidid produtseerivad t-tiilipi karraginaane, sporofiitidid aga sisaldavad
itheaegselt nii 1- kui ka A-struktuure (McCandless et al. 1981; McCandless et al.
1982). C. truncatus poliisahhariidide detailne keemiline koostis ning peenstruktuur
on jadnud veel tuvastamata.
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Ahnfeltia tobuchiensis galaktaanid. Soltuvalt klimaatilistest tingimustest voivad
moned Ahnfeltia perekonna esindajad produtseerida agari voi karraginaani tiiiipi
galaktaane (Levring et al. 1969). Kuigi punavetikast A. fobuchiensis parinevaid
galaktaane on sageli nimetatud agariks vOi agaroosiks ning kasutatud geelistavate
vahenditena, ei ole nimetatud poliisahhariidide molekulaarstruktuuri detailselt
uuritud.

Eucheuma cottonii galaktaanid. Troopilist punavetikat E. cottonii (teine nimetus
Kappaphycus alvarezii) rakendatakse ulatuslikult xk-karraginaani toonduslikuks
tootmiseks (Glicksman 1983). Sellest tulenevalt on nimetatud vetikaliigi polii-
sahhariidide keemilist koostist laialdaselt uuritud. E. cotfonii hiibriidsete galak-
taanide pohikomponendiks on k-karraginaan, véikeses koguses leidub aga ka
t-struktuure (Aguilan et al. 2003). Lisaks on konealustes poliimeerpreparaatides
tdheldatud p- ja v-karraginaanide ning G, L ja G6M,4S jadkide esinemist minoorse
lisandina (Estevez et al. 2000; Estevez et al. 2004).

1.2.2. Mineraalsed ja minoorsed komponendid

Toondusliku viddrtusega punavetikate galaktaanisisaldus vetika kuivmassis jédb
tildjuhul vahemikku 30-60%, kuid leidub ka kuni 80%-lise fiikokolloidisisaldusega
litke (Therkelsen 1993). Preparatiivselt saadud poliisahhariidide keemiline koostis,
puhtusaste ning mineraalse osa spetsiifika soltuvad oluliselt galaktaanide eraldamis-
protsessist.

Karraginaanide nédol on reeglina tegemist korgsulfaaditud poliisahhariididega, mille
védvlisisaldus iiletab 5%. Agarite puhul jddb see nditaja tiilipiliselt alla 1,5%
(Matsuhashi 1990). Kui agari tiilipi poliisahhariidide vdhemlaetud fraktsiooni
(defineeritud kui agaroos) viivlisisaldus jadb enamasti alla 0,05%, siis korgema
sulfaadisisaldusega fraktsioonis (agaropektiinis, defineeritud kui tle 0,2%-lise
védvlisisaldusega fraktsioon) voib aga vaivlit olla kuni 2,5% (Armisén, Galatas
2000). Erandlikult kdrgeid vaavlisisaldusi (iile 6%) on leitud punavetikast Gelidium
vittatum péarinevatest agaritest, nimetatud poliisahhariidide mittegeelistuvas frakt-
sioonis on selle elemendi sisalduseks méddratud koguni 15,5% (Furneaux, Miller
1986). Suuri vaavlisisaldusi (6,8%) on tuvastatud ka monede kaubanduslike agarite
korglaetud fraktsioonides (Izumi 1971).

Levinumate karraginaanide vaivlisisaldus jddb tiiiipiliselt vahemikku 7-10%
k-karraginaani, 9,5-11,5% tkarraginaani ning 11-13% A-karraginaani puhul.
Furtsellaraani kui «/p-karraginaani hiibriidi védévlisisaldus on iildjuhul 5,5-6,5%
(Armisén, Galatas 2000), puhas B-karraginaan aga sulfaatriihmi ei sisalda. Karra-
ginaani idealiseeritud struktuuritiiiibist l&htuv teoreetiline (arvutuslikult leitud)
vadvlisisaldus jadb tegelikust monevorra korgemaks: 8,3% x-karraginaani, 13,8%
-karraginaani ja 17,1% A-karraginaani puhul.

Agarite tuhasisaldus varieerub 1,3%-st korgpuhaste proovide puhul tdéonduslike
preparaatide tiilipilise védértuse 3—4%-ni (Humm 1947; Matsuhashi 1990) ning ei
iileta enamasti 6,5%. Karraginaanide tuhasus jdéb tiitipiliselt vahemikku 15-40%.
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Punavetikagalaktaanide mineraalse osa koostise mddravad dra ioonsed sidemed
negatiivse laenguga sulfaatriihmade ja teatud metallioonide vahel. Levinuimad
poliisahhariidmaatriksiga seonduvad katioonid on Ca®", Mg®", K, Na’ ja NH,".
Lisaks voivad erineva péritoluga preparaadid sisaldada mérkimisvairsetes kogustes
rauda, alumiiniumi ja rdni (Matsuhashi 1990). Tulenevalt karraginaanide omadusest
siduda suhteliselt suurtes kogustes metallioone, on raskmetallide Pb, As, Cd ja Hg
sisaldused toiduainetdostuses kasutatavates karraginaanpreparaatides normeeritud
(piirnormid vastavalt 5, 3, 2 ja 1 mg/kg). Suhteliselt suurtes kogustes esineb sageli
ka wvaske ja tsinki. Vetikagalaktaanide iiheks tdhelepanuvdirseks minoorseks
komponendiks on boor, mille sisaldus agarites iiletab siiski harva 100 mg/kg (Mat-
suhashi 1990). Nimetatud element esineb punavetikates vaba boraadina voi sahha-
riiddkomplekside koosseisus (Dembitsky et al. 2002).

Mairgatav osa vetikates sisalduvast biogeensest lammastikust seondub poliisahha-
riildkomponendiga; selle elemendi tdielik eraldamine galaktaanmaatriksist on sageli
problemaatiline. Kirjanduses on andmeid, et suurem osa raskesti eraldatavast
lammastikust esineb valguliste substantsidena ning on galaktaanmaatriksis tugevasti
absorbeerunud voi sellega kovalentselt seotud (Matulewicz, Cerezo 1980; King,
Lauterbach 1987). Furtsellaraani puhul ei ole nimetatud valgulisi ithendeid voimalik
poliisahhariidist tdielikult eraldada iimbersadestamise, geelfiltratsiooni ega elektro-
foreesi teel (Krasil'nikova, Medvedeva 1975).

Sageli voib puhastamata galaktaanpreparaatides leiduda markimisvéarsetes kogus-
tes punavetikate peamist varuainet, florideetdrklist (Yu et al. 2002; Knutsen,
Grasdalen 1987; Estevez et al. 2008). Ka on paljudes proovides tdheldatud ksiiloosi
olemasolu. Nimetatud suhkur vdib preparaadis esineda vaba ksiilaanina (Turvey,
Williams 1970; Myslabodski 1990) voi seotuna poliisahhariidahelas (Furneaux et
al. 1990; Duarte et al. 2004). Seevastu sisaldavad toiduainetdostuse toormena kasu-
tatavad karraginaanpreparaadid sageli mitmesuguseid standardiseerimislisandeid, nt
sahharoosi, dekstroosi, kaaliumkloriidi ja puhversoolasid (Therkelsen 1993).

1.2.3. Molekulmassi jaotus ja struktuurne stabiilsus

Looduslik furtsellaraan ja teised karraginaanid on poliidisperssed, kdrgpoliimeersed
tthendid. Vetikagalaktaanide molekulmassi jaotuse uurimisel on laialdast kasutust
leidnud valgushajumise ja/voi refraktomeetrilise detekteerimissiisteemiga kombi-
neeritud eksklusioonikromatograafia (SEC) meetodid (Lecacheux et al. 1985;
Slootmaekers et al. 1991). Sageli rakendavad nimetatud uuringud kaliibrimist ma-
dala poliidisperssusega dekstraani, pullulaani voi polii(etiileenoksiidi) standarditega
(Villanueva et al. 2004) ning monikord ka karraginaani markeritega (Spichtig,
Austin 2008). Nimetatud uuringutes on edukalt rakendatud ka kapillaargeelelektro-
foreesi ning liitkumisviljas fraktsioneerimise tehnikaid (Roberts et al. 1998; Viebke,
Williams 2000). Molekulmassi hindamine voib k-tiilipi karraginaanide puhul osu-
tuda komplitseerituks seoses poliisahhariidiosakeste agregateerumisega, seda eriti
vastas- ja kaasioonide esinemisel lahuses. Kdrgete temperatuuride ning madalate
galaktaani kontsentratsioonide rakendamine vdimaldab agregateerumist viltida ning
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hoida molekule lahuses véikseima hiidrodiinaamilise raadiusega juhuslike ahelate
vormis. Vetikagalaktaanide poliimerisatsiooniaste varieerub suuresti ning sdltub
olulisel miidral ekstraktsioonitingimustest. Keskmine molekulmass furtsellaraani
puhul jddb sarnaselt paljude teiste geelistuvate karraginaanidega 500 kDa juurde
(Yu et al. 2007). Kirjandusandmete pdhjal on k-karraginaani vastav néitaja tiiiipi-
liselt vahemikus 300-1900 kDa (Abad et al. 2004; Spichtig, Austin 2008), siiski on
tdheldatud ka molekulmassi vaartusi kuni 8000 kDa (Montolalu et al. 2008).

Toiduainetdostuse toormena kasutatavate vetikagalaktaanide iiheks oluliseks oma-
duseks on nende struktuurne stabiilsus, mis tuleneb AG konfiguratsioonist (D- voi1
L-isomeer) ning asendusrithmade spetsiifikast. Happelise keskkonna destruktiivset
toimet karraginaanidele on ulatuslikult uuritud (Karlsson, Singh 1999), mitu uurin-
gut on avaldatud ka ultraheli ning radiatsiooni mojust vetikapoliisahhariididele (Lii
et al. 1999; Relleve et al. 2005). Karraginaanide termostabiilsust on uuritud nii
kuivade preparaatide kui ka vesilahuste puhul (Bradley, Mitchell 1988; Friedenthal
et al. 2000; Lai et al. 2000). On leitud, et furtsellaraani korral algab poliimeerahelate
intensiivne lagunemine temperatuuridel iile 115 °C (Friedenthal et al. 2000).

Vetikagalaktaanide tundlikkus korgete temperatuuride, ultraheli ning happelise
keskkonna suhtes on seotud poliimeerahelate jdikuse ja vadvlisisaldusega ning see
viheneb iildjuhul reas agaroos > k-karraginaan > i-karraginaan (Lii et al. 1999).
Monevorra erinev on karraginaanide radiatsioonitundlikkus, mis vdheneb reas
A-karraginaan > i-karraginaan > k-karraginaan ning tuleneb nende galaktaanide
konformatsioonilistest isedrasustest (Relleve et al. 2005). Kdige piisivamad on
karraginaanid pH 9 juures, kiire lagunemine leiab aset pH viirtustel alla 3—4.
Vetikagalaktaanide happelise hiidroliiiisi kdigus lagunevad peamiselt a-1,3-gliiko-
siidsidemed; degradatsiooni midra suurendavad pingestatud AG jaddgid, sulfaat-
rihmad a-galaktoptiranoosjiékide O-2 asendis seevastu suurendavad poliisahhariidi
vastupidavust hiidroliiiitilisele destruktsioonile (Therkelsen 1993).

Vetikagalaktaanide degradatsiooniastme hindamine on eriti oluline karraginaanide
puhul. Seoses asjaoluga, et alla 50 kDa molekulmassiga karraginaanid (nn poligi-
naanid) vodivad olla tervisele kahjulikud (Spichtig, Austin 2008), on aktuaalne
poliginaanide tuvastamine erinevates toiduainetes ning toiduainetddstuse toormena
kasutatavates karraginaanpreparaatides.

1.2.4. Geelistumisprotsess ja reoloogia

Paljude vetikagalaktaanide iiheks iseloomulikuks omaduseks on geelistumisvoime,
s.0 voime moodustada kuuma sooli jahtumisel korrastunud kolmemdotmelisi struk-
tuure. Nende poliimeeride geelistumisvoime on punavetikate elutegevuse aluseks
ning see on loonud ka eelduse vetikagalaktaanide laialdaseks kasutamiseks toidu-
ainetodstuses ja mikrobioloogias. Enam kui 5000 tidnapdeval tuntud punavetika
(Rhodophyta) liigist (Graham, Wilcox 2000) kasutatakse geelistuvate galaktaanide
toonduslikuks tootmiseks iiksnes 70—80 liiki.
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Geeli moodustumine on keerukas protsess, mida mdjutab poliisahhariidi struktuur,
poliimeeri kontsentratsioon ning temperatuur, aga ka vastas- ja kaasioonide esi-
nemine lahuses (Morris et al. 1980; Meunier et al. 2001). On leitud, et teatud
katioonid (nt K'-ioonid k-karraginaani ja furtsellaraani puhul, Ca*"-ioonid 1-karragi-
naani korral) indutseerivad poliimeeri konformatsioonimuutusi — iiksikahel-heeliks
tileminekuid, millele voib jargneda nende heeliksite agregatsioon ja geeli teke
(Rochas, Rinaudo 1984; Paoletti et al. 1985). Loplik geeli struktuur sdltub erinevate
protsesside (konformatsioonitileminekud, molekulidevaheliste ihendussildade teke,
faaside eraldumine) keerukast vastastikusest toimest.

Uldlevinud seisukoha jirgi toimub agarite ja karraginaanide geelistumine pdhimdt-
teliselt erinevalt. Poliimeerahelate lihinemisprotsesse on laialdaselt uuritud alates
Reesi tuntud toodest (Rees 1969; Rees 1972). Sellest ajast alates on karraginaanide
ja agarite geelistumise alased t66d olnud suunatud peamiselt geeli moodustumisel
osalevate elementaarkomponentide vaheliste {ihendussildade uurimisele (Morris
1986; Piculell 1995) ning on esitatud mitu geelistumisprotsessi tildistavat mudelit
(joonis 3). Anderson’i et al. (1969) jargi on lihendussildadeks omavahel 14bipoimu-
nud kaksikheeliksid, Morris et al. (1980) ja Robinson et al. (1980) kirjeldasid teine-
teisest soltumatult nimetatud iithendussildu kui katioon-vahendatud kaksikheeliksite
agregaate. Smidsredi ja Grasdaleni (1982) esitatud karraginaane kisitleva mudeli
jéargi kujutavad tlhendussillad endast katioon-spetsiifilisi soolasildu korrastunud
ahelaosade vahel. Ka ténapédevaks ei ole kujunenud {iihtset seisukohata geelistu-
misega kaasnevate protsesside jirjestuse ja konformatsiooniiileminekute tiiiibi
(iiksikahel-heeliks voi liksikahel-kaksikheeliks) kiisimustes.

Katioon-vahendatud agregatsioon

90 °C jahtumine * 20 °C >
jahtumine 20 °C

Joonis 3. Vetikagalaktaanide geelistumise mudelid: (a) Morris et al. (1980) ja Robinson
et al. (1980) poolt viljapakutud domeeni mudel ning (b) Smidsredi ja Grasdaleni (1982)
loodud “pesastatud” iiksikheeliksi mudel. Punktid tihistavad geelistumist soodustavaid
katioone.

Looduslikest poliimeeridest annab tugevaimaid termoreversiivseid hiidrogeele aga-
roos. Kui korgekvaliteetsed (madala véivlisisaldusega) agarid voivad manipu-
leeritavaid geele moodustada juba kontsentratsioonil 0,15%, siis mdddetava tuge-



vusega k-karraginaani geelide tekkeks on iildjuhul vajalik poliimeeri sisaldus vesi-
lahuste puhul iile 0,5% ning vdhemalt 0,1% monede bikolloidsiisteemide korral
(Therkelsen 1993). Agari tiilipi poliisahhariidide geelistumine leiab iildjuhul aset
35-50 °C juures (1% soolide korral), geeli sulamine toimub aga tiiiipiliselt tem-
peratuuridel iile 80 °C. Geelistumistemperatuuri mdjutab poliisahhariidi kontsent-
ratsioon, samuti ka metoksiiriithmade sisaldus agaris. On kindlaks tehtud, et me-
tokstlirithmad C-6 asendis tOstavad geelistumistemperatuuri, teistes asendites aga
tildjuhul langetavad seda ning vdhendavad geelitugevust (Guiseley 1970; Armisén,
Galatas 2000).

Karraginaangeelide sulamis- ja geelistumistemperatuurile avaldavad moju teatud
katioonid — geelistumist soodustavad metallioonid tdstavad mdlema nimetatud
karakteristiku véadrtusi mérgatavalt. Soltuvalt mineraalse osa koostisest leiab
k-karraginaani soolide geelistumine aset 30—60 °C juures, geelide sulamine toimub
aga 5-20 °C vorra korgemal temperatuuril. See nn hiistereesinditaja (geelistumise ja
geeli sulamistemperatuuride vahe) on i-karraginaani puhul oluliselt véiksem,
ligikaudu 5 °C. Lisaks esineb positiivne korrelatsioon geelistumistemperatuuri ning
karraginaani molekulmassi vahel.

Vastasioonid voivad karraginaanide geelistumist mdjutada véga spetsiifiliselt.
Teoreetiliste ja eksperimentaalsete uuringute alusel on leitud, et teatud katioonid (nt
K", Rb") seonduvad kindlal viisil karraginaani heeliksitega, neutraliseerivad ahelate
negatiivseid laenguid ning soodustavad geelistumist (Nilsson, Piculell 1991).
«-Tiitipi karraginaanide geelistumisvdimet soodustavad katioonid reas Li’, Na',
NR," << Ca2+, Cu2+, NH, <K', Cs" < Rb" (Ciancia et al. 1997b; Michel et al.
1997). On uuritud ka anioonide moju galaktaangeelide formeerumisele (Takemasa,
Nishinari 2004). k-Karraginaani puhul stabiliseerivad poliimeerahelate heelikskon-
formatsioone anioonid reas CI" < NO; < Br < SCN™ < I; seejuures takistavad
jodiid- ja tiotslianaatioonid heeliksite agregateerumist ning iseloomuliku geelivor-
gustiku teket (Zhang et al. 1991).

AG jidkide esinemine galaktaanmaatriksis suurendab poliimeerahelate litkumisva-
badust ning voimaldab juhuslike ahelate tihedamat pakkimust lahustes (Therkelsen
1993). Samuti loob see eeldused geelimoodustumiseks vajaliku algse helikaalse
sekundaarstruktuuri tekkeks. Seega tingib AG sisalduse tous nii agarite kui ka
karraginaanide geelistumisvoime suurenemise. Looduslike galaktaansegude AG
sisalduse tostmiseks rakendatakse seetottu sageli poliisahhariidide todtlust tugevate
leelistega, mille kédigus O-6 asendis sulfaaditud ning O-3 asendis hiidroksiitilrithma
kandvad (vOi vice versa) o-galaktoosjddgid tsiiklistuvad vastavateks anhiidro-
derivaatideks (Ciancia et al. 1993; Ciancia et al. 1997a; Viana et al. 2004).

Agarid geelistuvad liksnes oma agaroosisisalduse arvel (Armisén, Galatas 2000),
andes tugevaid, kuid samas rabedaid suure siinereesinditajaga geele. Karragi-
naanidest vdimaldavad tugevaimaid geele k-tiiiipi karraginaanid K- ja Ca®"-ioonide
itheaegsel manulusel; nimetatud poliisahhariidi puhas K'-vorm annab seevastu
viiksema tugevuse ning elastsemate omadustega geele (Stanley 1990; Chen et al.
2002). 1-Karraginaani geelistumist soodustab enim Ca*"-ioonide juuresolek, mis
viib elastsete tiksotroopsete omadustega geelide formeerumiseni. Kuna sulfaat-

22



rihma esinemisel B-galaktopliranoosjddgi O-2 asendis on helikaalse konformat-
sioonitiilibi teke steeriliselt takistatud, A-karraginaan geele ei moodusta.

Galaktaanide sageliesinev molekulaarne hiibriidsus pohjustab vorreldes nende polii-
sahhariidide homopoliimeersete segudega méargatavaid muutusi nii poliimeerahelate
konformatsioonis kui ka preparaatide reoloogilistes omadustes. Juba viike pre-
kursorstruktuuride (nt p- ja v-segmendid) sisaldus galaktaanmaatriksis vOib viia
geelitugevuse ulatusliku languseni. On ndidatud, et 1-karraginaan kaotab geelis-
tumisvoime tdielikult tile 20 moolprotsendilise v-struktuuride lisandi korral (van de
Velde et al. 2002b).

k-Segmentide korge sisalduse tottu on furtsellaraani geelistumisvdime ning sellest
tulenevad poliisahhariidi kasutusvaldkonnad sarnased x-karraginaani omadega.
Furtsellaraani omadus interakteeruda piimavalkudega annab selle poliisahhariidi
piimageelidele siiski monevorra elastsemad ning pehmema tekstuuriga omadused
(Laos 2005; Laos et al. 2007). Furtsellaraani sisaldavate piimatoodete meeldiv
tekstuur teeb selle galaktaani eriti hinnatuks toiduainetdostuse toormena. Erinevalt
k-karraginaanist ei toimu furtsellaraani puhul galaktaani siinergilist interaktsiooni
jaanikaunakummiga ning sellega kaasnevat tugevama ning silinereesikindlama
geelivorgustiku teket (Glicksman 1983; Chen et al. 2001). Nimetatu vdhendab
monevorra furtsellaraani kasutusvdimalusi teatud toiduainetddstuse valdkondades.
Kuna furtsellaraan sisaldab «-karraginaaniga vorreldes vdhem laetud rithmi,
sadestub see vesilahustest oluliselt madalamate KCl kontsentratsioonide juures.
Samuti on furtsellaraanmaatriksi kiillastamiseks vaja vdhem leelismetallioone,
mistdttu poliimeeri optimaalne geelitugevus saavutatakse viiksema soola voi leelise
kuluga (Bird et al. 1991).
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2. EESMARGID

To6 pohieesmérgiks on punavetikatest F. [umbricalis ja C. truncatus parinevate
galaktaanide struktuur-omadus soltuvuste viljaselgitamine. Dissertatsiooni peami-
sed eesmargid on esitatud alljargnevalt.

Uurida Ladnemere punavetikatest F. /umbricalis (kinnitunud ja kinnitumata
vormid) ja C. truncatus (Kinnitumata vorm) périnevate geelistuvate galak-
taanide keemilist koostist ja molekulaarstruktuuri vordlevalt tuntud galaktaan-
preparaatidega ning punavetikate A. tobuchiensis ja E. cottonii poliisahha-
riiddidega.

Uurida ekstraktsioonitingimuste moju Kassari punavetikakoosluse biomassist
parinevate poliisahhariidide molekulaarstruktuurile, mineraalse osa koostisele,
molekulmassi jaotusele ja reoloogilistele omadustele ning vélja selgitada nende
galaktaanide termostabiilsuse karakteristikud.

Vilja selgitada punavetikagalaktaanide (karraginaanide ja agarite) makroskoo-
pilise geelimoodustumise peamised etapid ning uurida vastasioonide mdju
furtsellaraangeelide struktuurile.

Uurida spektroskoopiliste meetodite rakendusvoimalusi tiilipiliste saasteelemen-
tide midramiseks Ladnemere riimvees ning vetikates.
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3. MATERJALID JA METOODIKA

3.1. Galaktaan- ja vetikapreparaadid

Galaktaanid eraldati punavetikatest F. lumbricalis, C. truncatus ja E. cottonii
punktis 3.2 kirjeldatud metoodika alusel. k-Karraginaani vordluspreparaadid pari-
nesid firmadelt Sigma (I, VI) ja Fluka (I, III); -karraginaani kommertspreparaadid
olid samuti Sigma (VI) ja Fluka (IT) paritolu. Agaroosi vordluspreparaadid hangiti
firmadelt Serva (standard EEO, Heidelberg, Saksamaa) (IIT), LKB (keskmine EEO)
ja Sigma (tiitip I-A, madal EEO) (V). Agaroos punavetikast 4. tobuchiensis (V) oli
Eesti Teaduste Akadeemia Keemia Instituudi katsetehase toodang.

Poliisahhariidide ekstraktsiooniks kasutatud vetikaliikide péritolust ja monedest
karakteristikutest annab {ilevaate tabel 1. Kassari lahe (Ldanemeri, Eesti) vetika-
proovid koguti sukeldumistehnikat kasutades, kinnitunud F. [umbricalis korjati
tormiheitena Léddnemerest, E. cottonii parines vetikafarmist Bali saare (India
ookean, Indoneesia) ldunarannikul. Punavetikas C. fruncatus eraldati hoolikalt
dominantliiki F. [umbricalis sisaldavast vetikasegust (C. truncatus osakaal 38%
mirgmassist). Uldjuhul pesti vetikad hoolikalt kraaniveega, seejirel destilleeritud
veega ning kuivatati toatemperatuuril. 2004. aastal (VI) kogutud vetikamass pesti
kraaniveega ning kuivatati vélisdhu temperatuuril. Kui ei ole mérgitud teisiti,
pérines furtsellaraan vetikaliigi F. lumbricalis kinnitumata vormist.

Tabel 1. Karraginaanide ekstraktsiooniks kasutatud vetikapreparaatide karakteristikud

Vetikas Vorm* Piritolu Kogumispaik Kogumise aeg Siigavus Viide
F. lumbricalis L Kassari laht ;gzg?:gg I]::I; August 2004 6-8m VI

F. lumbricalis L Kassari laht ;izgézggz I]::]; Juuli 2005 8 m I, III
F. lumbricalis K Kakumaée ;ZZ?Z:Z?‘: E; Juuli 2006 rannik I

C. truncatus L Kassari laht ;ijgéi?g: g; August 2007 8 m 11

E. cottonii K Bali rannik 112:?2:;;: E; Juuni 2006 1-3m I

* L — kinnitumata vegetatiivne vorm, K — kinnitunud vorm.
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3.2. Ekstraktsioon, modifikatsioon ja puhastusprotsess

Galaktaanide eraldamise ja keemilise muundamise etappe illustreerib joonis 4.
Korgtemperatuurset ekstraktsiooni/modifikatsiooni (joonis 4a) rakendati publikat-
sioonides I-III ja VI. Reeglina keedeti ohkkuiva vetikamassi tagasijahuti all 33-
kordses (I-IIT) massiosas ekstrahendis (destilleeritud vesi, erineva kontsentratsioo-
niga LiOH, NaOH, KOH, RbOH ja CsOH lahused), kuid kasutati ka vetikate ja
ekstrahendi masside suhteid 1:20 ning 1:27 (VI). Suure viskoossusega ekstrakte
moodustava E. cottonii puhul rakendati masside suhet 1:100. Ekstraktsiooni kestust
arvestati keemamineku hetkest. Kuum ekstrakt filtriti 1dbi poorse klaasfiltri
(poorsus P2) kiilma (7 °C) etanooli (95 mahu-%) voi isopropanooli (mdlema puhul
3-kordne ruumala ekstrakti suhtes), kus toimus poliisahhariidi sadestumine. Suurem
osa vedelikust eraldati segu filtrimisel 1dbi paksu nailonkanga (I-III). Seejérel
eraldati sadestunud galaktaanid alkoholi ja vee segust filtrimisel ldbi poorse
klaasfiltri (poorsus P3) ning pesti filtril kiilma (7 °C) etanooli (95 mahu-%) voi
isopropanooliga. Eraldatud poliisahhariidide segu kuivatati dhktermostaadis piisiva
massini (60 °C, reeglina 2 pieva) ning jahvatati.

Vetikamass
Vetikate jadk (a) 3 (b)
Karraginaanid — Ekstraktsioon < Eelt6otlus
vetikates + leelisega Lisandid
Kaod Karraginaanid | Vesliif;:dsigjvad
i ilah : P i — ’

Mittesadestunud (ko‘(’)‘zsl'i :a:;f:ga) ; esemine leelislabiilsed
komponendid ! | pigmendid jne

(karraginaanid ja nende |

laguproduktid, i Kuivatamine
pigmendid jne) «—{  Sadestamine i
alkoholis 3 ¢ Toddeldud vetikad
(d) | i Muundatud karraginaanid
Tootlus tugeva Kuivatamine | vetikates
leelisega e ]
| © _
Dialliis | Sadestunud Lahustamine sandl
karraginaanid i Mittesadestunud
| | komponendid
Kontsentreeri- o Sadestamine | (soolad,
mine vaakumis i alkoholis madalmoleku-
i laarne orgaanika,
| v Lisandid | pigmendid jne)
Kuivatamine Madalmolekulaarsed Kuivatamine
komponendid |
Muundatud produkt (leelised, soolad, Puhasprodukt
Prekursorivabad | karraglniqn|Qe Puhastatud
karraginaanid aguproduktid jne) | karraginaanid

Joonis 4. Karraginaanide eraldamisprotsess vetikate biomassist: (a) korgtemperatuurse
ekstraktsiooni/modifikatsiooni, (b) pikaajalise toatemperatuurse modifikatsiooni, (c)
tdiendava puhastamise ja homogeniseerimise ning (d) prekursorite eemaldamise etapp.
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Preparaatide puhastamiseks ja homogeniseerimiseks (joonis 4c) sadestati (I) furt-
sellaraan vajadusel tdiendavalt isopropanoolis (3-kordne ruumala 2%-lise polii-
meerilahuse suhtes), kuivatati seejérel taas 2 pdeva 60 °C juures ning jahvatati.

Galaktaaniga seondunud leelislabiilsete valguliste ainete osakaalu vdhendamiseks
16pp-produktis viidi 1dbi (I, VI) poliisahhariidide pikaajaline toatemperatuurne
modifikatsioon (joonis 4b). Selleks hoiti ohkkuiva vetikamassi 7 pdeva viltel
toatemperatuuril 33-kordses (voi 25-kordses) leeliselahuses (0,1-0,6 M NaOH voi
KOH). Seejdrel eraldati vetikad lahusest, pesti hoolikalt kraaniveega, seejirel
destilleeritud veega ning kuivatati toatemperatuuril. T66deldud vetikasegu kasutati
karraginaanide ekstraktsiooniks (puhtas vees).

Leelislabiilsete karraginaani prekursorstruktuuride (D2S,6S ja D6S jdédgid) osakaalu
hindamiseks viidi 14bi poliisahhariidide keemiline modifikatsioon (II, joonis 4d).
Selleks kuumutati poliisahhariidilahust 3 tundi 80 °C juures 1 M NaOH vesilahuses,
mis sisaldas 0,5% NaBH, ja 0,25% galaktaani. Pérast jahutamist lahus dialiiiisiti
(molekulmassi labilaskepiir 12 kDa) bidestilleeritud vees, kontsentreeriti vaakumis
ja liofiliseeriti.

3.3. Keemiline analiiiis

AG sisaldus proovides méérati (I, II, V, VI) kolorimeetriliselt resortsinool-atsetaal
meetodi pdohjal, kasutades standardainena fruktoosi (Yaphe, Arsenault 1965).
Galaktoosi sisalduse hindamiseks (II) kasutati antroonreagenti (Yaphe 1960),
suhkru tldsisaldus tuvastati (I, V) poliisahhariidi eelneva ldhustamiseta fenool-
viadvelhappe meetodil (DuBois et al. 1956). Piiruvaatatsetaali substitutsiooni osa-
kaal maédrati (II) piiroviinamarihappe 2,4-dinitrofeniiiilhiidrasoonderivaadina
(Sloneker, Orentas 1962), véartust tipsustati Duckworth’i ja Yaphe poolt viljatoo-
tatud meetodi alusel (Duckworth, Yaphe 1970). Metoksiirihmade sisaldused
tuvastati (V) klassikalisel meetodil (Cheronis, Ma 1964) mikrokeemilise aparatuuri
abil (Steyermark et al. 1956). Liammastiku sisaldused proovides méaérati (I, II)
Kjeldahli protseduuri jargi. Teiste elementide sisaldused tuvastati (I, II, IV) ICP-
OES, ICP-MS, ETAAS ja FAAS meetoditel. Degradatsiooniprotsessil galaktaan-
maatriksist vabanenud véavli kogus leiti (II) kromatograafiliselt (Karlsson, Singh
1999). Tuhasus méérati eelnevalt kuivatatud preparaatide kaalutistest pérast
kuumutamist muhvelahjus 6 tunni viltel 550 °C juures.

3.4. Spektroskoopilised meetodid

Karraginaanide FTIR spektrid voeti (I, II, V, VI) PerkinElmer FTIR System
Spectrum BX spektromeetriga (12 skaneeringut spektri kohta; nominaalne reso-
lutsioon 4 cm™") Shukestest (ligikaudu 0,015 mm) poliimeerikiledest, mis saadi vee
aeglasel aurumisel 1%-listest galaktaanlahustest poliistiireenist Petri tassidel toa-
temperatuuril. Spektrid salvestati piirkonnas 4000-370 cm’.
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BC-NMR analiiiisid teostati firma Bruker spektromeetriga sagedusel 500 MHz (I1I,
V) voi 800 MHz (I, IT). Spektrid voeti 2-4% karraginaanilahusest (lahusti D,0)
temperatuuril 40-85 °C, enne Fourier’ transformatsiooni koguti kuni 100 000
skaneeringut. Keemilised nihked teisendati tetrametiiiilsilaani skaalale (II, III, V)
galaktoostsiikli C-6 siisiniku signaali jirgi, kasutades sellele siisiniku aatomile
vastavat nihkevairtust 61,3 ppm (Usov, Shashkov 1985) vdi DSS skaalale (I) C-6
stisiniku signaali 63,49 ppm alusel (van de Velde et al. 2004). Dissertatsioonis on
spektrid esitatud DSS skaalal.

Optilised tihedused mdodeti (III) termostateeritud Shimadzu UV-1601 spektro-
fotomeetriga lainepikkusel 260 voi 400 nm vee suhtes. Kuum (=90 °C) galak-
taansool sisestati 2-mm labimodduga kiivetti, kiivett suleti ja hoiti proovi stabi-
liseerumiseks termostateeritud kiivetihoidjas 5 min 95 °C juures. Seejirel, neel-
duvust pidevalt moodtes, alandati temperatuur aeglaselt (0,5 °C/min) 20 °C juurde
ning hoiti sellel temperatuuril 50 min.

3.5. Eksklusioonikromatograafia

Karraginaanide SEC analiiiisiks (I, IT) kasutati kromatograafi siisteemi, mis koosnes
PerkinElmer Series 200 pumbast, Knauer Smartline 2300 refraktomeetrilisest
detektorist, Knauer Smartline kolonnitermostaadist, kahest jérjestikku tihendatud
Shodex OHpak SB-806MHQ kolonnist ning Shodex OHpak SB-G eelkolonnist.
Eluendina kasutati 0,1 M NaNOs vesilahust voolukiirusel 0,8 ml/min. Kaliibrimis-
kover koostati dekstraani (668, 410, 273, 148, 80,9, 48,6, 23,8, 11,6, 5,2, 1,3 kDa)
voi pullulaani (788, 404, 212, 112, 47,3, 22,8, 11,8, 5,9, 1,32, 0,342 kDa) standar-
dite pdhjal, retentsiooniruumalad parandati sisestandardina kasutatud etiileen-
gliikooli (0,01% sisaldus proovis) vastava vaartuse (22,89 ml) jargi. Kaliibrimis-
koverate vorrandid olid jargmised: log My, = 0,02 ¥ - 1,3503 x + 22,361 dekstraani
(R’ = 0,9987) ning M,, = -0,0205 x* + 0,1981 x + 7,5575 pullulaani (R’ = 0,9995)
standardite puhul (My, keskmine molekulmass; x, retentsiooniruumala). Uuritava
karraginaanproovi protsendilisus oli 0,07% ning siisteruumala 100 pl. Dissertat-
sioonis esitatud M,, vdirtused on antud pullulaani suhtes.

Usaldusvairsemate tulemuste saamiseks kasutati proovi lahustamiseks sama eluenti
(0,1 M NaNOs;), mida rakendati SEC siisteemis. Poliimeerpreparaatide paremaks
lahustamiseks hoiti soole {iledd 35 °C juures loksutusinkubaatoris. Proovide 16p-
likuks lahustamiseks kuumutati neid 10 min tugevalt segades keeval vesivannil.
Seejdrel kuum (60 °C) sool filtriti 14bi 0,45 um poorsusega membraani (Spartan
30/0,45RC), lasti jahtuda ning siistiti HPLC siisteemi.

3.6. Geeli uurimine
Geelitugevuse hindamiseks konstrueeriti poolkerakujulise otsikuga (ristldike pind-

ala 1 sz) varustatud seade. Mdotmised teostati (I-I11 ja VI) 1-2% geelide puhul,
mis saadi kuiva galaktaani lahustamisel kuumas vees (v0i soolalahuses) ning sellele
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jargneval geelistumisel dhktermostaadis 20 °C juures 4 tundi. Iga uuritava prooviga
teostati kolm paralleelkatset. Silindrikujuliste proovide 14bimodt oli 35 mm. Geeli
rebestamiseks vajaminevat joudu viljendati iihikutes g/cm®; geeli pinda rdhuva
raskuse iihtlane suurenemine (350 g/min) tagati vee juurdevoolu abil. Kui ei ole
mirgitud teisiti, vastavad geelitugevused 1,5% geelidele. Uldjuhul tihistavad dis-
sertatsiooni protsendilisused massiprotsente.

1,5% geeli sulamistemperatuur (geelistunud 4 tundi 20 °C juures) defineeriti (I, IIT)
kui minimaalne temperatuur, mille juures 4 mm labimdoduga tinahelmes (mass
0,22 g) langes ldbi suletud katseklaasis (9x100 mm) oleva sulava geelisamba.
Selleks kuumutati katseklaasi aeglaselt (1,0 °C/min) vesivannil. Seejdrel jahutati
sulanud geeli aeglaselt (1,0 °C/min) ning katseklaasi pddrati vesivannilt eemalda-
mata korra minutis horisontaalasendisse. Geelistumistemperatuur defineeriti (I, I1I)
kui temperatuur, mille juures geel katseklaasis enam ei voolanud. Geeli sulamis- ja
geelistumistemperatuuride méiramiseks teostati kaks paralleelkatset.

Stinereesi hindamiseks (I) eraldati geelist vabanenud vesi Hettich ROTINA 38R
tsentrifuugi abil. Tsentrifuugitopsid tiideti kuuma 1,5% galaktaansooliga, anumatel
lasti 2 tundi avatult seista, misjérel topsid suleti ning hoiti 7 pdeva 25 °C juures.
Seejarel tsentrifuugiti geele 4500 p/min juures 15 min. Eraldunud vesi kaaluti ning
viljendati protsendilise suhtena geelis sisalduva vee koguse suhtes.

3.7. Skaneeriv elektronmikroskoopia

Elektronmikroskoopia uuringud viidi 1dbi (I, III) korglahutusliku LEO Supra 35
elektronmikroskoobi abil, mis oli varustatud Rontec EDX XFlash 3001 detektori ja
Thermo Noran Maxray ER Parallel Beam spektromeetriga. Preparaatide valmista-
miseks sukeldati eelkuumutatud (90-95 °C) roostevabast terasest vOi vasest
kapillaartorud (sisediameetrid vastavalt 2,0 mm ja 1,2 mm, pikkus 60 mm) kuuma
(90-95 °C) 1,5-2% galaktaansooli ning lasti neil vedelikuga tdituda. Pdrast lahuse
geelistumist (temperatuuril 20 °C 4 tundi) suleti toru otsad tihedalt. Seejirel
kuumutati eelmainitud viisil téddeldud torusid vesivannil 98 °C juures 30 min ning
jahutati aeglaselt (0,5 °C/min) 20 °C juurde. Jahutamise kdigus eemaldati preparaa-
did soovitud temperatuuril vesivannilt ning kiilmutati vedelas lammastikus geeli
formeerumise erinevatel etappidel (temperatuuridel 90-20 °C). Torud murti kiil-
munud olekus (kriiomurre) kahest kohast ning saadud viikeste 5 mm pikkuste
avatud otstega ja kiilmunud geeliga tdidetud preparaadid liofiliseeriti —60 °C
juures. Formeerunud kriiogeensed geelide murdepinnad kaeti umbes 1 nm paksuse
plaatinakihiga (Polaron High Resolution Sputter Coater SC7640) ning preparaate
uuriti elektronvoo kiirenduspingel kuni 2,47 kV.
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4. TULEMUSED JA ARUTELU

4.1. Saagised ja ekstraktsioonidiinaamika

Ekstraktsioonisaagised ja karraginaanide omadused sdltuvad olulisel mééral kasu-
tatud vetikatoormest, vetika arengustaadiumist, galaktaanide eraldamismeetoditest,
ekstraktsiooni kestusest ja ekstrahendist. Kuigi puhas vesi voimaldab furtsellaraani
vetika kudedest efektiivselt eraldada (VI), on galaktaanide lahutamine alkoholi ja
vee segust problemaatiline seoses madala katioonide sisalduse tingimustes formee-
ruva halvasti filtreeruva poliisahhariidheljumi tekkega.

Punavetika F. lumbricalis biomassist eraldatud karraginaanide kogusaagised (8-tun-
nise protsessi puhul) jdid reeglina 30% juurde (VI). Juba esimese kahe tunni jooksul
oli vetikatoormest ekstraheerunud kiillaltki suur osa galaktaanidest (enamasti
rohkem kui 50% kogusaagisest). Suhteliselt suuri saagiseid voivad anda ka liihemad
kui 4-tunnised ekstraktsiooniajad, kui seejuures on vélditud poliisahhariidahelate
olulist destruktsiooni.

Kuna ekstraktsioon 0,02 M leelisekontsentratsiooniga ekstraktsioonikeskkonnas
andis suurima geelitugevusega produkte (VI), kasutati peamiselt seda leelise
kontsentratsiooni karraginaanide korgtemperatuurseks eraldamiseks vetikamassist.
Soltuvalt sel kontsentratsioonil ekstraktsioonikeskkonnas esinevast leelismetallhiid-
roksiidist kasvasid furtsellaraani saagised reas Li", Na', K, Rb" ja Cs’ vastavate
védrtustega 23%, 24%, 24%, 26% ja 28% (ekstraktsiooni kestusel 4 tundi).
Mairgatav erinevus ekstraktsioonisaagistes ei tulene mitte liksnes tugevama leelise
paremast ekstraktsioonivoimest, vaid on seotud ka erinevate vetikamassi ning polii-
sahhariidi tasemel toimuvate protsessidega. Geelistumist soodustavate katioonide
esinemine ekstraktsioonikeskkonnas viib alkoholsadestamisel kergesti eraldatava
mahuka sademe tekkeni, mis voimaldab vihendada ekstraktsioonikadusid (joonis 5).

Karraginaanide saagiseid mojutab oluliselt ka ekstraktsiooniprotsessil poliisahha-
riidmaatriksiga seondunud anorgaaniliste katioonide osakaal. Furtsellaraanmaatriksi
puhul, mille negatiivne kogulaeng seob K -ioone 5% ulatuses ning poliisahhariidi
K'-vormi saagis on 24%, omaksid saagised tdieliku ioonvahetuse korral jirgmisi
vadrtusi: 23,0% (Li -vorm), 23,5% (Na'-vorm), 25,4% (Rb'-vorm) ja 26,9% (Cs'-
vorm). See on kooskdlas nende preparaatide tuhasustega (vt punkt 4.2.2). Li", Na",
K" ja Rb" puhul esineb hea positiivne sdltuvus (R = 0,9997) tuhasuse ja arvu-
tuslikult leitud (teoreetiliste) saagiste vahel, poliisahhariidi Cs'-vormile vastavad
vidrtused aga vihendavad nimetatud korrelatsiooni mairgatavalt (RZ = 0,9903).
Viimane annab tunnistust asjaolust, et furtsellaraanmaatriksi vdime siduda Cs'-
1oone on teoreetilisest monevorra véiksem.

Tegelike ekstraktsioonisaagiste vaartustest selgub, et suuremad saagised raskemate
leelismetallioonide juuresolekul on peamiselt tingitud viimaste suuremast aatom-
massist. Seega annab vetikate ekstraktsioon erinevates madala kontsentratsiooniga
leeliselahustes 1dhedase orgaanika sisaldusega produkte (joonis 5). Samuti on mada-
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lamate ekstraktsioonikadude esinemine tugevamate leeliste kasutamisel selgitatav
raskemate leelismetallioonide absorptsiooniga vetikate jadkmassis.

Galaktaanide sisaldusele voib olulist mdju avaldada vetika arengustaadium. Furt-
sellaraanile ldhedase struktuuriga Kaug-Ida punavetika Tichocarpus crinitus poli-
sahhariidide puhul on tdheldatud nende sisalduse olulist erinevust taime vegeta-
titvses (21%) ja reproduktiivses (37%) vormis (Barabanova et al. 2005). Vee mada-
la soolsuse tottu esineb Eesti territoriaalvetes peamiselt F. lumbricalis vegetatiivne
vorm.
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Ekstraktsioonikeskkond

Joonis 5. Karraginaanide ekstraktsiooni punavetikast F. [umbricalis iseloomustavad
karakteristikud. Galaktaane ekstraheeriti 4 tundi 0,02 M leelismetallhiidroksiidi lahuses
vOi puhtas vees. (H) A4, eraldatud poliisahhariidi tuhasus; (O) B, arvutuslikult leitud
orgaanika sisaldus (B = § - 4; S, saagis); (O) C, ekstraktsioonikaod (C =100 - R - S; R,
vetikate jddkmassi protsent pdrast ekstraktsiooni); (-1F-) 1,5% galaktaangeelide
geelitugevus (parempoolne skaala).

Leiti, et punavetika F. lumbricalis kinnitunud ja kinnitumata vormi iseloomustavad
margatavalt erinevad ekstraktsioonisaagised. Kui kinnitumata vorm annab 4 tundi
kestva ekstraktsiooni korral poliisahhariidide saagiseks kdigest 19%, siis kinnitunud
vormi puhul on see nditaja 32% (I). F. lumbricalis kinnitunud vormi korral on
kirjeldatud suhteliselt korgeid saagise vadrtusi, mis voivad iiletada ka 50% (Knut-
sen, Grasdalen 1987; Yu et al. 2007). Nimetatud vetikaliigi puhul ei ole aga téhel-
datud saagise sesoonset varieeruvust (Knutsen, Grasdalen 1987).

Kassari vetikaplasti teist dominantliiki, punavetikat C. truncatus, iseloomustab
suhteliselt madal galaktaanide sisaldus. Selle vetikaliigi puhul annab suurimaid
saagiseid (17%) ekstraktsioon puhtas vees, véiksemad saagised (12%) esinevad
ekstraktsioonil kuumas leeliselahuses (0,02 M KOH, ekstraktsiooni kestus 4 tundi)
(IT). Vesiekstraheeritud poliisahhariidide sadestamiseks kasutatud alkoholi ja vee
segu aurutamine nditas, et filtrimisjdrgselt jdi eraldamata mérgatav kogus (4%
kasutatud vetikasegu massist) kuumas vees lahustuvatest komponentidest. Seega
vO1b eeldada, et konealuse vetikaliigi galaktaanide sisaldus on ligikaudu 20%.
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On tdheldatud punavetika C. truncatus galaktaanide sisalduse sesoonset varieeru-
vust; kirjanduse andmetel jddvad ekstraktsioonisaagised selle liigi puhul 11-20%
juurde, kuid kiilmal aastaajal kogutud vetikapreparaatide puhul on kirjeldatud ka
saagiseid 1-2% (Mathieson et al. 1984; Truus et al. 1997). C. truncatus madalaid
ekstraktsioonisaagiseid on selgitatud selle vetikaliigi morfoloogiliste isedrasustega
(nt paks koorkiht) (Truus et al. 1997). Kdesoleva t66 tulemused seda aga ei kinnita,
sest poliisahhariidide eraldamiseks kasutatud vetikate jadkmassi tdiendav ekstrakt-
sioon andis madalaid saagiseid (0,2—0,3%) (II).

Suure toondusliku védrtusega karraginofiiiit E. cotfonii annab mairkimisvéarselt
korgeid saagiseid, mis iildjuhul iiletavad Kassari koosluse punavetikate vastavaid
nditajaid enam kui kaks korda. Nimetatud punavetikaliik annab karraginaanide
saagiseks 61% ekstraktsioonil 4 tundi puhtas vees, mOnevOrra vdiksem saagis
(57%) esineb 0,02 M KOH lahuse kasutamisel ekstraktsioonikeskkonnana. Mada-
lamaid saagiseid leeliselise ekstraktsioonikeskkonna kasutamisel on kirjeldatud ka
teiste Eucheuma liikide puhul (Freile-Pelegrin et al. 2006).

4.2. Keemiline koostis ja molekulaarstruktuur

Vetikagalaktaanide struktuuri uuriti BC-NMR ja FTIR spektroskoopia vahendusel.
Poliisahhariide iseloomustati ICP-OES, ETAAS ja keemiliste meetoditega vord-
luses tuntud karraginaani ja agaroosi preparaatidega.

FTIR uuringud (I, II, VI) kinnitasid, et mdlemast Kassari vetikaplasti dominantlii-
gist parinevad galaktaanid kuuluvad sulfaaditud poliisahhariidide rithma. Kolori-
meetrilise analiilisi tulemused néditavad, et galaktoosi sisaldus molema vetikaliigi
poliisahhariidides on sarnane (40 £+ 1% furtsellaraanis ning 38 + 1,5% C. truncatus
galaktaanide koostises), AG sisaldus aga kiillaltki erinev (vdértused vastavalt 29 +
1% ja 20 + 1,5%). Lisaks tuvastati C. fruncatus poliisahhariidide koostises
pliruvaadi esinemine, mille 0,5%-line sisaldus niitab, et tegemist on mdddukalt
puruvaaditud galaktaaniga. Suhkru iildsisalduseks maiirati (koos sulfaadiga) furt-
sellaraani puhul 90 + 3%, C. truncatus galaktaanide puhul oli see nditaja monevorra
viiksem (86 + 3%). Lisaks sahhariidsetele komponentidele esines molema galak-
taanpreparaadi koostises rikkalik mineraalne osa (vt punkt 4.2.2).

Leelislabiilsete prekursorstruktuuride esinemisest andis kinnitust suurem AG sisal-
dus 0,02 M KOH lahuses ekstraheeritud preparaatide puhul (vorreldes puhtas vees
ekstraheeritud preparaadiga 1,6% vorra suurem furtsellaraani ning 2,1% vdrra
suurem C. truncatus galaktaanide korral). Prekursorstruktuuride osakaalu maarami-
seks rakendati galaktaanide leelismodifikatsiooni NaBH, juuresolekul. Sellisel viisil
modifitseeritud poliisahhariide iseloomustas oluliselt suurenenud AG sisaldus, mis
tiletas esialgset véartust furtsellaraani puhul 3,6% vorra ning C. truncatus polii-
sahhariidide korral 4,8—6,7% vorra. Modifitseeritud preparaatide AG sisaldused olid
lahedased vastavates Sigma (k-karraginaan, 32,3% AG:; i-karraginaan, 26,5% AG)
ja Fluka (1-karraginaan, 28,3% AG) kommertspreparaatides leituga.
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Joonisel 6 on esitatud t60s uuritud vesiekstraheeritud galaktaanide molekulmassi
jaotused. Galaktaanide M,, vairtused jdid pullulaani kalibratsiooni kasutades olu-
liselt madalamaks vorreldes vastavate dekstraani alusel viljendatud M,, nditajatega.
Kuna see on tdendoliselt tingitud dekstraani molekulide hargnenud ehitusest, mis ei
vasta uuritud karraginaanide struktuuritiiiibile, siis esitati t006s M, vaartused
lineaarse ahelaga pullulaani jérgi. Punavetikate C. fruncatus ja E. cottonii galak-
taanide M,, vidirtused olid sarnased, furtsellaraani poliimerisatsiooniaste jdi aga
eelmainitutest ligi kaks korda véiksemaks ning oli ldhedasem A. fobuchiensis
poliisahhariidide vastavale niitajale (joonis 6). Kui furtsellaraani M,, vaértusi
voivad oluliselt mdjutada ekstraktsiooniparameetrid, siis C. truncatus galaktaanide
puhul sellist soltuvust ei tdheldatud (vt punkt 4.4.2).
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Joonis 6. Vesiekstraheeritud galaktaanide eksklusioonikromatograafia profiilid. Polii-
sahhariidide allikas: (a) F. lumbricalis, (b) C. truncatus, (c) E. cottonii ja (d) A. tobu-
chiensis. Piik retentsiooniruumalal 22,89 ml vastab sisestandardina kasutatud etiileen-
gliikoolile. Piik 22,14 ml juures tuleneb NaNOj; kontsentratsiooni véikesest erinevusest
stistelahuse ja HPLC eluendi vahel.

4.2.1. Kassari vetikakoosluse galaktaanide struktuur

Kassari vetikakoosluse dominantliikidest parinevate galaktaanide BC-NMR spekt-
rid on esitatud joonisel 7 ning nende peamiste signaalide nihkevéirtused on toodud
joonisel 8.

Ladnemere F. lumbricalis galaktaanide pohikomponendid on G (15 + 1%), G4S (36
+ 1,5%) ja DA (29 £ 1%) jdédgid, mis annab tunnistust k/B-karraginaani (G4S-
DA/G-DA) esinemise kohta. Viiksemas koguses esines y-karraginaanile (G-D6S)
iseloomulikke D6S (6 + 0,5%) jadke, minoorse komponendina tuvastati w-karra-
ginaanist (G6S-DA) pirinevaid G6S jiike ning G6M segmente. "C-NMR spektrid
viitasid ka vdimalikule a-karraginaani segmentide (G-DA2S) esinemisele proovis.
Samuti niitasid spektrid vdikese koguse 1-karraginaani olemasolu. Viimane pirines
toendoliselt Kassari vetikaplasti teisest dominantliigist C. truncatus, mis moodustab
punavetika F. lumbricalis biomassiga ldbipdimunult raskesti eraldatavaid segusid.
Seda oletust kinnitab ka asjaolu, et 1-karraginaani segmente ei leitud kinnitunud
F. lumbricalis vormi galaktaanidest.
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F. lumbricalis kinnitunud ja kinnitumata vormi galaktaanides esines prekursorstruk-
tuure (D6S) ligikaudu vordsetes kogustes. Oluliselt suuremaid y-karraginaani sisal-
dusi on aga leitud soolasema veega keskkondadest parinevate kinnitunud F. [umb-
ricalis vormide poliisahhariididest (Knutsen, Grasdalen 1987). Uuritud erineva
paritoluga furtsellaraanpreparaatide ainsaks arvestatavaks struktuurierinevuseks oli
margatavalt korgem G6S jidkide sisaldus vetika kinnitunud vormi galaktaanides (I).

1G6
A2 vG6

A5 pA2 G5 1G4

(a) a1
1G1 1A6 1G2
vD3
vD5
vD6
pG4
pG5 pG6
KA1 pA1 / 7y
-M iy " W
kG2
pG2 «G6
b \ / pG6
( ) kG1
pG1 BG4
kA1 A1
N B
G4
©G6
vG1 yD1 1A1 \ / OMe
T T T T T T T T T
105 100 95 90 85 80 75 70 65 ppm

Joonis 7. Kassari vetikakooslusest périnevate vesiekstraheeritud galaktaanide *C-NMR
spektrid. (a) C. truncatus galaktaanid, 38 000 skaneeringut, mdoddetud 40 °C juures; (b)
F. lumbricalis galaktaanid, 100 000 skaneeringut, mdddetud 50 °C juures. S — floridee-
tirklisest périnevad gliikoosijddgid. Teised tdhised ja signaalide nihkeviirtused on
esitatud joonisel 8.

C. truncatus poliisahhariidide pdhikomponendid on G4S (44 £+ 2%) ja DA2S (30 +
1,5%) jédgid, mis annab tunnistust 1-karraginaani (G4S-DA2S) esinemise kohta.
Viiksemates kogustes esines v-karraginaani (G4S-D2S,6S) iseloomulikke leelis-
labiilseid D2S,6S (12 + 2%) jadke ning piiruvaaditud a-karraginaanist (GP-DA2S)
péarinevaid GP (1,4%) segmente. Kuigi GP jddgid esinevad sagedamini agari tiilipi
poliisahhariidide koostises, vOib neid viikestes kogustes sisalduda ka paljudes
keeruka koostisega karraginaansegudes (Stevenson, Furneaux 1991). Lisaks niitas
PC-NMR spekter ka punavetikast F. lumbricalis péarinevate k- ja B-karraginaanide
(G4S-DA; G-DA) olemasolu preparaadis.

Vordluseesmérgil tuvastati ka monede teiste galaktaanpreparaatide struktuurid
(I, I, V). E. cottonii poliisahhariidide *C-NMR spektrid kinnitasid, et selle
galaktaani pdhikomponendiks on k-karraginaan (G4S-DA), viiksemates kogustes
esines ka DA2S, D6S, D2S,6S ja G6M jiddke (I). Sigma xk-karraginaani kom-
mertspreparaat ei sisaldanud prekursorstruktuure, kuid selles esinesid minoorse
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lisandina DA2S ja G6M jddgid (I). A. tobuchiensis galaktaanid olid keemiliselt
ehituselt agarid, mis sisaldasid G (58%), LA (30 + 3,5%), LA2M (8 = 1%) ning
G6S jadke (V). Teiste uuritud agaroospreparaatide puhul esinesid metoksiirithmad
peamiselt galaktoostsiikli C-6 asendis (G6M jadgid) (II1, V).

71,70 71,70
"0,80 OH  «G KA o PH PG BA
76,23 9734 68,55 9679
i (0] ° \ (0] © \
g e s00s 70 OH 10468 8046 81,42 72,11 I s2sg 170 OH 0476 8032 81,55 72,39
3 ) :
£ on G4S-DA OH G-DA OH
£ HO vG
7} 0SSO,
g 67,9 (0] 0S0." HO 3 oG o oA
8 0 > yD 68,1
x o 704 o) -
K] S 106,9 0 o
OH ™
> 0
2 HO 08,2 ‘ OH
E HO | G6S-DA OH
g G-D6S '
E
3 0 mA
w R = H v6i SO; o R
" Gem-DA OH
- G6M,4S-DA
27,62 —— me
bl OH GH
T 0,50 G pGa\ [
C—
=] 74,33 - e
% oocC \O [ 6775 pG 71,99 pA
= CH
@ /O 71,52 10435 8047 7999 77,17 69,50 i Q ol
% 7896 OH ™ ' - Y 68,75 )
8 G4S-DA2S 080, o °©
x o on 10391 047 700 ol
) ‘o,s0 1 VG GP-DA2S 080;
»
3 73,33
©
g o
S L
s
O 100,47
L G4S-D2S,65 ° 0sSO |

Joonis 8. Galaktaanstruktuurid Kassari vetikaplasti dominantliikides. Kaldkirjas esita-
tud numbrid tahistavad *C-NMR nihkevértusi.

Kassari vetikakooslusest péarineva punavetika F. lumbricalis galaktaane iseloomus-
tab furtsellaraani kohta suhteliselt kdrge vddvlisisaldus (keskmiselt 5,3% S). Seega
on uuritud furtsellaraani molekuli iga neljas monosahhariidjddk sulfaaditud (I).
Kirjandusandmete pohjal jadb selle vetikaliigi galaktaanide véavlisisaldus tildjuhul
vahemikku 2,7-6,3% (Bird et al. 1991). Varasemad uuringud Kassari vetikaplasti
karraginaanide alal on andnud tunnistust furtsellaraani suhteliselt madalast vaévli-
sisaldusest (2,7-3,3%) (Truus et al. 1997), hiljem on samast toormest périneva
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poliisahhariidsegu puhul leitud aga selle elemendi sisaldusi kuni 6,1% (Laos, Ring
2005).

C. truncatus galaktaanide véavlisisaldus (keskmiselt 8,6% S) jadb mérgatavalt alla
1-tlilipi karraginaanide néitajale (IT). Ka varem on selle elemendi madalaid sisaldusi
(6,3-7,4%) leitud Ladnemere C. truncatus galaktaanide koostisest (Truus et al.
1997; Mikulich, Kopytov 2002) ning nimetatud vetikaliigi gametofiiiitsetest polii-
sahhariididest (ligi 6% S) (McCandless et al. 1982). C. truncatus sporofiiiit-vormide
karraginaanides seevastu on tuvastatud viavlisisaldusi lile 10% (McCandless et al.
1982).

Molema Kassari vetikaplasti dominantliigi galaktaanide puhul tdheldati véévlisisal-
duse moningast soltuvust nende poliisahhariidide eraldamiseks kasutatud keskkon-
nast. Ullatuslikult sisaldasid leeliselises keskkonnas ekstraheeritud preparaadid
vadvlit vorreldes vesiekstraheeritud proovidega mdonevorra rohkem. Nimetatud nih-
tust késitletakse detailsemalt punktis 4.2.2.

Vesiekstraheeritud E. cottonii galaktaanide vaavlisisaldus jai k-karraginaani vastava
teoreetilise karakteristiku ldhedale ning oli Sigma k-karraginaani kommertsprepa-
raadi néditajast oluliselt kdrgem. Viimase vdiksem védvlisisaldus on selgitatav selle
preparaadi koostises esineva mineraalse komponendi suurema osakaaluga. Vorrel-
des karraginaanidega on liigi 4. tobuchiensis galaktaanide vaavlisisaldus vaga viike
(0,2%), samas on nimetatud vdirtus agari tiilipi poliisahhariidide jaoks selle ele-
mendi sisalduse iilemiseks piiriks (V).

Molema Kassari vetikaplasti dominantliigi galaktaanide suhteliselt korge lammasti-
kusisaldus néitab arvestatava koguse valguliste lisandite jddmist preparaatidesse (I,
IT). See on tdendoliselt tingitud konealuste punavetikate korgest proteiinisisaldu-
sest, mis F. umbricalis puhul jaib tldjuhul vahemikku 13-25% vetika kuivmassist
(Krasil'nikova et al. 1972; Indergaard, Knutsen 1990), C. truncatus korral on selleks
nditajaks 16-20% (Mathieson et al. 1984). On viiteid, et nimetatud valgulisi lisan-
deid ei ole voimalik furtsellaraanmaatriksist eraldada poliisahhariidi timbersades-
tamise, geelfiltratsiooni ega elektroforeesi teel (Krasil'nikova, Medvedeva 1975).
C. truncatus galaktaanide korge ldmmastikusisaldus viitab, et analoogne tendents
voib esineda ka selle vetikaliigi poliisahhariidide puhul. Vorreldes furtsellaraaniga
oli E. cottonii galaktaanide lammastikusisaldus enam kui kaks korda madalam ning
jéi ldhemale Sigma k-karraginaani kommertspreparaadi vastavale néitajale. Leiti, et
galaktaanmaatriksiga seondunud l&dmmastiku kogus ei sOltu oluliselt ekstrakt-
sioonitingimustest (I, II).

Sageli voib puhastamata furtsellaraanpreparaatidest leida méarkimisvéarsetes kogus-
tes punavetikate peamist varuainet, florideetérklist (Knutsen, Grasdalen 1987). See
on selgitatav nimetatud gliikkaani korge sisaldusega punavetika F. [umbricalis
kudedes (Bird et al. 1991). Siiski ei tuvastatud florideetirklist furtsellaraanis ega ka
vetikast E. cottonii eraldatud galaktaanpreparaatides (I). Konealust poliisahhariidi
esines aga arvestatavas koguses punavetikast C. truncatus vesiekstraktsioonil eral-
datud proovides (II), vihem leidus seda leelisekstraheeritud preparaadis ning Sigma
k-karraginaani kommertspreparaadis.
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4.2.2. Mineraalne komponent

Karraginaanide mineraalse osa spetsiifika soltub suuresti negatiivse laenguga sul-
faatriihmade ja teatud metallioonide vastastikusest interaktsioonist. Vesiekstrahee-
ritud furtsellaraani iseloomustab «-tlilipi karraginaani kohta suhteliselt madal
tuhasus (12,3%). Furtsellaraani puhul andis ekstraktsioonikeskkonnana madala
kontsentratsiooniga (0,02 mol/l) leelismetallhiidroksiidi vesilahuste kasutamine
produkte, mille tuhasused kasvasid Li", Na’, K', Rb" ja Cs'-vormi puhul vastavalt
reas 13,2, 15,4, 17,3, 22,9 ja 26,8%. Sigma k-karraginaani kommertspreparaadi
tuhasuse védrtus (24,9%) jdi seda tiilipi galaktaanide jaoks tiitipilisse piirkonda.

Kassari vetikaplasti mdlemat dominantliiki iseloomustab madal Na" ja K sisaldus,
nende katioonide kontsentratsioon troopilise punavetika E. cottonii kudedes on
seevastu oluliselt korgem (I, II). Vastupidine olukord esineb kahevalentsete
katioonide Mg*" ja Ca®" puhul, mida leidub rohkem Liinemere punavetikates
F. lumbricalis ja C. truncatus. Eelmainitud elementidest leidub Léénemere riim-
veelises keskkonnas karraginaanide geelistumist soodustavaid K'- ja Ca®"-ioone
monevorra madalamates kontsentratsioonides (I'V) (tabel 2).

Punavetikate F. lumbricalis ja C. truncatus koostisse kuulub rikkalik mineraalne
komponent. Mdlemad liigid sisaldavad méarkimisvéérsetes kogustes rauda ja man-
gaani, mille sisaldused iiletavad E. cottonii biomassis mairatud vaartusi 50-800
korda (tabel 3). Mikroelementide sisaldusele avaldab olulist mdju vetika kasvukoht.
Hoolimata nimetatud elementide kontsentratsioonide suurest varieeruvusest vetika
kudedes on nende miadramiseks vordselt hdsti rakendatavad nii AAS kui ka ICP-
OES meetodid (IV). Kuna merevee ja vetikate mikroelementide sisalduse vahel
esineb halb korrelatsioon, on merekeskkonna usaldusvaiarne iseloomustamine veti-
kamassi alusel problemaatiline (IV).

Galaktaanmaatriksi voime siduda teatud katioone selgub elemendi sisalduste suhtest
vetikas ja vesiekstraheeritud poliisahhariidis (rikastusfaktor iileminekul vetikast
poliisahhariidi). Samuti annab see mdningast infot elementide lokalisatsiooni kohta
vetikas (kas peamiselt poliisahhariidkomponendis vdi mujal). Galaktaanmaatriksi
katioonne afiinsus soltub olulisel mééral konkreetse poliisahhariidi struktuurist.
Liikide F. lumbricalis ja E. cottonii galaktaanide puhul on mérgatav poliisahhariidi
rikastumine K'-ioonidega, punavetika C. truncatus 1-tiiiipi karraginaane iseloo-
mustab mirgatav afiinsus kahevalentsete katioonide Mg2+, Ca*" ning Ba®" suhtes
(tabelid 2 ja 3). Teisest kiiljest on vetikapoliisahhariidide afiinsus monede tiiiipiliste
toksiliste saasteelementide (nt kaadmium ja arseen) suhtes viga viike; E. cottonii
biomassis leidub ligi 60 korda rohkem arseeni kui samast vetikast eraldatud galak-
taanides, vetika F. [umbricalis puhul on selleks niitajaks 8,8. Selle vidirtusega
vorreldes leidus troopilise vetikaliigi E. cottonii biomassis moningaid mikroele-
mente oluliselt viiksemates kontsentratsioonides. Nimetatu on tdendoliselt tingitud
mineraalse osa ebaiihtlasest jaotusest nimetatud vetikamassis.
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Tabel 2. Mdnede elementide sisaldused uuritud vetikate, karraginaanide ja merevee
proovides

Elemendi sisaldus (%)

Preparaat

Na K Mg Ca N P S
F. lumbricalis’ 0,050 032 0,76 1,73 4,18 023 4,09
C. truncatus’ 0,020 0,09 055 344 323 009 499
E. cottonii’ 1,04 340 0,66 0,89 132 0,08 595
GW F. lumbricalis™ 0,045 0,62 087 1,82 0,70 0,07 5,22
GA F. lumbricalis”™ 0,049 498 024 0,83 0,66 0,03 5,37
GL F. lumbricalis 0,040 0,72 055 332 076 002 526
GW C. truncatus 0,021 0,11 087 433 0,73 0,11 8,44
GA C. truncatus 0,041 6,19 022 28 08 009 866
GW E. cottonii 1,10 4,11 0,75 094 032 002 7,50
GA E. cottonii 0,55 1037 0,10 0,66 050 002 824
k-karraginaan (Sigma) 0,59 6,15 0,16 2,71 0,10 0,01 7,19

Elemendi sisaldus (mg/l)
Merevesi 1571 64 210 83 X X X

Tahistused on toodud tabelis 3.

Poliisahhariidi véévlisisalduse pohjal voib hinnata, et juba 0,02 M KOH kontsent-
ratsioon ekstraktsioonikeskkonnas kiillastab furtsellaraanmaatriksi K -ioonidega
maksimaalselt 80% ning liigi C. truncatus poliisahhariidid kuni 60% ulatuses (I,
IT). Samuti avaldab leelistootlus moju karraginaanide mineraalsele heterogeensu-
sele. Mdlema uuritud Ladnemere vetikaliigi puhul annab leelisekstraktsioon (vor-
reldes vesiekstraktsiooniga) korgema nikli, vase ja kaadmiumi sisaldusega galak-
taanpreparaate, vastupidine tendents esineb aga magneesiumi, kaltsiumi ja man-
gaani puhul, mille sisaldused on mérgatavalt suuremad puhtas vees eraldatud prepa-
raatide puhul. Samuti sisaldas furtsellaraani vesiekstraheeritud preparaat rohkem
rauda; leelisekstraheeritud C. fruncatus galaktaanides esines aga enam naatriumi,
koobaltit, tsinki ja moliibdeeni.

Ullatuslikult oli leeliselises keskkonnas ekstraheeritud F. lumbricalis ja C. trun-
catus galaktaanide véévlisisaldus nende vesiekstraheeritud preparaatidega vorreldes
mirgatavalt kdrgem (I, II). Uldiselt viheneb D6S vdi D2S,6S jiike sisaldavate
karraginaanide védvlisisaldus tootlusel kuumas leeliselahuses seoses nimetatud pre-
kursorstruktuuride muundumisega (tstiklistumisega) vastavateks vdiksema véévli-
sisaldusega DA voi DA2S jadkideks (Ciancia et al. 1993). Karraginaanide eral-
damiseks kasutatud ekstraktsiooniaeg (4 tundi) ja kasutatud leelise madal kont-
sentratsioon ei vOimaldanud prekursorstruktuuride tédielikku tsiiklistumist (Ciancia
et al. 1997a). Leelisekstraheeritud preparaatide suurem védvlisisaldus on tdendo-
liselt tingitud kdrge prekursorstruktuuride osakaaluga poliimeerahelate paremast
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lahustuvusest vee ja alkoholi segus K'-ioonide juuresolekul. Nimetatud asjaolu
raskendab nende molekulide eraldamist sadestamisel. Samuti vdib nimetatud nih-
tust pohjustada vaavlirikkamate (suurema k-karraginaani sisaldusega) galaktaan-
ahelate eelistatum vabanemine vetikamassist leeliselises keskkonnas. Nimetatud
hiipoteesid on vastuolus furtsellaraani molekuli hiibriidsuse késitlustega. Siiski on
andmeid furtsellaraani edukast fraktsioneerimisest véévlirikkamaks ja suurema
sulfaatimata B-karraginaani osakaaluga komponendiks (Yu et al. 2007). Seega on
F. lumbricalis galaktaanide nédol tdendoliselt tegemist suhteliselt heterogeense
poliimeerseguga, milles «/B-karraginaani segmentide vahekord erinevates polii-
sahhariidahelates teatud piirides varieerub (Knutsen, Grasdalen 1987). Nimetatud
asjaolu voimaldab ekstraktsioonitingimusi varieerides saada monevorra erineva
vadvlisisaldusega furtsellaraanpreparaate.

Tabel 3. Monede minoorsete elementide sisaldused uuritud vetikate, karraginaanide ja
merevee proovides

Elemendi sisaldus (mg/kg)

Fe Mn Co Ni Cu Zn Mo Ba Cd As
F. lumbricalis’ 2465 3448 2,22 20,73 20,4 37,5 <0,5 34,6 0343 625
C. truncatus’ 1744 493 229 943 252 284 064 500 021 <0,06
E. cottonii’ 32 42 018 <0,1 0,6 280 022 x 0,902 11,8
GW F. lumbricalis™ 903 2317 1,05 327 3,69 149 <05 31,4 <0,05 0,71
GA F. lumbricalis™ 481 352 0,67 574 14,6 148 <0,5 302 0,244 030
GL F. lumbricalis 509 592 0,71 6,11 10 9,68 <0, x 0,015 0,69
GW C. truncatus 1506 577 145 1,30 43 92 1,52 73,3 <0,05 <0,06
GA C. truncatus 1600 162 235 6,05 292 16,8 2,07 88,1 0,37 <0,06

Preparaat

GW E. cottonii 50 73 0,73 0,88 31 88 0,112 x 0063 020
GA E. cottonii 68 1,6 0,50 048 32 367 <05 58 1307 x
K-karraginaan 166 9,5 040 0,19 10 497 020 x 0114 0,68
(Sigma)

Elemendi sisaldus (ng/l)
Merevesi 172,1 16 023 22 14 12 13 24 01 13

" Vetikad pesti hoolikalt kraaniveega, seejirel destilleeritud veega; =~ tiiendavalt
puhastatud timbersadestamisega alkoholis; = seitsmest Tallinna timbruse rannikupiir-
konnast kogutud proovide keskmine. GW — vesiekstraheeritud (4 tundi) galaktaan; GA
— leelisekstraheeritud (0,02 M KOH lahuses, 4 tundi) galaktaan; GL — vetikaid t66deldi
7 pdeva 0,4 M KOH lahuses, ekstraheeriti 4 tundi vees; x — modtmist ei teostatud.

Pikaajaline toatemperatuurne leelismodifikatsioon (0,4 M KOH lahuses) suurendas
oluliselt Ca®"-ioonide mobiilsust ning andis algse vetikamassiga vorreldes enam kui
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2 korda korgema kaltsiumisisaldusega poliisahhariidpreparaate (I). Seejuures aga ei
tdheldatud olulist kaaliumi kontsentratsiooni tdusu.

Vabade soolade esinemisest proovides annab tunnistust asjaolu, et galaktaanprepa-
raatides leidub katioone poliisahhariidmaatriksi negatiivse laengu neutraliseeri-
miseks vajaminevast kogusest monevdorra rohkem (joonis 9). Kui vesiekstraheeritud
preparaatide puhul jddvad selle, nn neutralisatsioonivoime vidirtused kiillaltki
kitsasse vahemikku (111-112%), siis leelisekstraheeritud proovidele vastavad
nimetatud karakteristiku monevorra korgemad viirtused (114-129%). Selgub, et
suhteliselt suur on vabade soolade sisaldus (neutralisatsioonivoime 141%) pika-
ajalise toatemperatuurse modifikatsiooni (0,4 M KOH lahuses) rakendamisel
saadud furtsellaraanpreparaatides ning on peamiselt seotud nimetatud proovide
korge kaltsiumisisaldusega. Ka Sigma k-karraginaani kommertspreparaat sisaldas
markimisvédrses koguses, tdendoliselt standardiseerimise eesmérgil proovi lisatud
vabu sooli (neutralisatsioonivdime 148%). Kuna Na’ ja K' sisaldused Kassari
vetikaplasti dominantlitkides on suhteliselt madalad, baseerub nendest punaveti-
katest périnevate galaktaanide neutralisatsioonivoime peamiselt Mg2+- ja Ca*"-
1oonidel. E. cottonii poliisahhariidide puhul on neutralisatsioonivoime tingitud aga
eeskdtt ithevalentsete leelismetallioonide esinemisest.
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Galaktaanide allikas

Joonis 9. Erinevat péritolu galaktaanpreparaatidega seondunud peamiste katioonide
voime neutraliseerida poliisahhariidi sulfaatriihmade negatiivseid laenguid. Galaktaanid
eraldati ekstraktsioonil 4 tundi puhtas vees voi * 0,02 M KOH lahuses.

4.3. Struktuurne stabiilsus

4.3.1. Karraginaanide termostabiilsus

Vordlevalt uuriti vesiekstraheeritud C. fruncatus galaktaanide ja Fluka i-karragi-
naani kommertspreparaadi termilisi stabiilsusi kuivas olekus (II). Samuti jalgiti
poliisahhariidahelate lagunemist korgendatud temperatuuri tingimustes Sigma
k-karraginaani kommertspreparaadi ja vesiekstraheeritud furtsellaraani puhul.
Galaktaanide degradatsiooni ulatust hinnati AG jidkide lagunemise ning SEC pro-
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fiilide pohjal. Lisaks poliisahhariidi M,, jaotusele annab SEC meetod refrakto-
meetrilise detektori kasutamisel infot preparaadis esinevate anioonsete lisandite (nt
vaba sulfaadi) esinemise kohta (Karlsson, Singh 1999). Nimetatud meetod on
seetottu hdsti rakendatav sulfaaditud poliisahhariidide laguproduktide uurimisel.

Ilmneb, et vddvli vabanemine galaktaanmaatriksist on seotud poliginaanfraktsiooni
formeerumisega (II). Sulfaatriihmade eraldumine poliisahhariidmaatriksist algab
-karraginaani korral 110 °C juures, k-karraginaani ja furtsellaraani puhul tempera-
tuuril 100 °C. Punavetika C. truncatus galaktaanid on tunduvalt labiilsemad. Vaévli
vabanemine nimetatud poliisahhariidide struktuurist algab juba 80 °C juures;
temperatuuril 85 °C lagundatud preparaadi puhul on eraldunud juba ligikaudu 15%
poliisahhariidis esinevast vaavlist. Selgub, et vetikagalaktaanide kuumtdotlemisel
kuivas olekus muundub poliimeerist vabanev véddvel happelisteks produktideks
(tdendoliselt NaHSO,4 ja KHSO,), mis kiirendavad autokataliiiitiliselt poliisahhariidi
edasist degradatsiooni. Laguproduktide happelisi omadusi kinnitasid nende vesi-
lahuste madalad pH véairtused (II). Seega on ilmne, et heterogeensete poliisahha-
riiddpreparaatide (galaktaansegude ja hiibriidstruktuuride) iildise termostabiilsuse
méédravad dra nendes proovides esinevad koige labiilsemad sulfaaditud struk-
tuuritihikud.

Sulfaatrithmade intensiivne eraldumine galaktaanmaatriksist on seotud ka AG
jadkide lagunemisega poliimeeris. Kui C. truncatus galaktaanide puhul algavad
need kaks protsessi iihesugusel lagundamistemperatuuril (85 °C), siis 1-karraginaani
korral algab vididvli vabanemine veidi enne AG jdédkide olulise lagunemise etappi
(IT). Mérgatavalt oli AG sisaldus vidhenenud 120 °C juures lagundatud t-karragi-
naani preparaadis; lisaks oli sellel temperatuuril lagunenud praktiliselt kogu polii-
meeri korgmolekulaarne komponent. Furtsellaraani ja x-karraginaani korgmo-
lekulaarse komponendi tdielik kadumine leidis aset oluliselt kdrgematel lagunda-
mistemperatuuridel (150-160 °C).

Punavetika C. fruncatus galaktaanide véiksem termostabiilsus véljendub ka
lagundatud preparaatide varvumises. Karraginaanpulbri méirgatav tumenemine oli
selgesti jilgitav 85 °C ning 1-karraginaani kommertspreparaadi korral 110 °C juures
lagundatud proovis. C. truncatus galaktaanide suurem termolabiilsus tuleneb nende
poliisahhariidide struktuursetest isedrasustest (piiruvaatatsetaali esinemine mole-
kulis, galaktaaniga seondunud gliikoproteiinid), mineraalse osa spetsiifikast ning
molekulide vdiksemast poliimerisatsiooniastmest.

4.3.2. -Karraginaani laguproduktid

BC-NMR vahendusel uuriti vesiekstraheeritud C. truncatus galaktaane, mida hoiti
eelnevalt kuivas olekus seitse pdeva temperatuuril 85 °C (II). Valitud lagundamis-
temperatuur vOimaldas galaktaanahelate mairgatavat destruktsiooni, monosahha-
riidjdédke seejuures oluliselt lagundamata.

Selgus, et termotdotlus avaldab olulist moju karraginaanide lahustuvusele. Kuigi
konealuse lagundatud preparaadi 2%-lised vesilahused olid homogeensed, sadestus
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nendest seismisel (10 tundi 4 °C juures) tdielikult tile 10 kDa M, viirtusega
komponent. Saadud viheviskoosse selge lahuse edasine uurimine “C-NMR va-
hendusel voimaldas detailsemalt tuvastada karraginaani madalmolekulaarsete
laguproduktide struktuuri (joonis 10). Halvenenud vesilahustuvust tiheldati ka 130—
150 °C juures lagundatud agaroospreparaatide (Serva) puhul.
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Joonis 10. Termotoddeldud (7 pdeva 85 °C juures) vesiekstraheeritud C. truncatus
galaktaanide *C-NMR spekter (26 000 skaneeringut, mdddetud 40 °C juures). Tahised
ja peamiste signaalide nihkevéértused on esitatud joonisel 11.

Termotdddeldud C. truncatus galaktaanide ?C-NMR spektrist selgub, et lagunemi-
sega kaasnevad peamised muutused poliisahhariidi struktuuris tulenevad eeskétt
poliimeerahelate desulfaatumisest. Pohiliste laguproduktide struktuurist annab iile-
vaate joonis 11. Selgub, et termotddtluse kéigus katkevad kiiremini a-1,3-seotud
gliikosiidsidemed ning tekivad terminaalsete AG jidkidega produktid. Kdrgendatud
temperatuuri tingimustel tekkiv madalmolekulaarne fraktsioon koosneb peamiselt
karrabioosi disahhariididest G-DA ja G-DAZ2S; tetrasahhariidide ja pikemate oligo-
sahhariidide osakaal on oluliselt vdiksem (hinnatud seesmiste ja terminaalsete G
jaakide signaalide suhte alusel). Mérgatava koguse monosahhariidide (galaktoos vo1
galaktoos-6-sulfaat) esinemine lagundatud proovis annab tunnistust ka -1,4-seotud
gliikkosiidsidemete katkemisest. D2S,6S ja GP jadkide olemasolu korgmolekulaarses
fraktsioonis kinnitab, et nimetatud monomeeride esinemine proovis ei pdhjusta
otseselt uuritud galaktaanpreparaadi termolabiilseid omadusi. Monosahhariid-
jadkide lagunemisest annavad tunnistust minoorse komponendina preparaadis
tuvastatud aldehiitidjddgid ning AG jaakidest parinevad furanoosid.
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Joonis 11. Termotdddeldud (7 pdeva 85 °C juures) vesiekstraheeritud C. truncatus
galaktaanpreparaadi madalmolekulaarsed laguproduktid. Kaldkirjas esitatud numbrid
tahistavad C-NMR signaalide nihkevéirtusi; tirn véirtuse taga viitab signaalide kattu-
misele; sulud tdhistavad ligikaudseid véértusi.

4.4. Reoloogilised omadused ja geeli struktuur

4.4.1. Punavetikagalaktaanide geelistumismehhanism

Furtsellaraani ja agaroosi sool-geel iileminekuprotsesse uuriti vordlevalt SEM
meetodil preparaatide kriiofikseerimise ja liiofiliseerimise kaasabil (III). Selleks
vaadeldi geeli formeerumise erinevatel etappidel (temperatuuridel) kinnikiilmutatud
geelistruktuure SEM vahendusel. Véltimaks drnade SEM preparaatide kahjustumist
jarsu kiilmumisprotsessi kidigus, suleti galaktaansoolid enne kriiofikseerimist
metallist kapillaartorudesse. Leiti, et vidljatootatud prepareerimistehnika puhul ei
sOltu tulemused kasutatud kapillaartorude materjalist (roostevaba teras voi vask).

SEM vaatlused vdimaldasid galaktaanide geelistumisprotsessi kohta teha moningaid
jéreldusi. Geeli lopliku formeerumiseni viivates protsessides voib eristada mitut
staadiumit, mida kirjeldatakse alljargnevalt (véljapakutud “kompartmentide mudel”,
joonis 12).
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Korgel temperatuuril on galaktaanahelad mddduka poliisahhariidide sisaldu-
sega (2%-listes) soolides kiillaltki suures vee defitsiidis. Sellistel tingimustel
esinevad poliimeerahelad soolides védikeste diinaamiliste kdmpudena (“kom-
partmentidena’), mida iseloomustab poliisahhariidirikas véliskiht. Kriiofik-
seeritud SEM preparaatides on nimetatud kdmbud vaadeldavad tiheda polii-
sahhariidvorgustikuga tiidetud kérgjate struktuuriiihikutena. Vorkstruktuuride
ning geeli mikrostruktuuri {ildine tihedus soltuvad oluliselt geelistumis-
staadiumist (temperatuurist). Mikrofotodel ilmneb kargstruktuuride seinte
kahekihilisus, mis on tingitud poliimeerkdmpude kokkukleepumisest SEM
preparaatide liiofiliseerimise kéigus (I, IIT). Lopliku geelivorgustiku eel-
struktuuridena peegeldavad diinaamilised kdrgjad moodustised konealust tiiiipi
makromolekulide varjatud assotsiatsioonitendentse soolides.

Jahtumisprotsessil suureneb poliisahhariidahelate vee defitsiit veelgi. See viib
ahelate edasise agregateerumiseni kompartmentide sees.

Sooli geelistumistemperatuuri ldhedal leiab aset intensiivne uute seinte moo-
dustumine kérgstruktuuride sees ning sellega kaasnev geeli mikrostruktuuri
iildine tihenemine. Nagu selgub SEM uuringutest, saadab nimetatud protsessi
vorkstruktuuride osakaalu vdhenemine. Struktuuriiihikute tihedam pakkumus
on seotud galaktaansoolide optilise tiheduse tousuga (III). Viimane leiab aset
juba geelistumistemperatuurist mirgatavalt kdrgematel temperatuuridel.

Agari tiilipi poliisahhariidide puhul pohjustab kérgstruktuuride seinte Shene-
mine geelistruktuuri tdiendava tihenemise, struktuuriiihikute iihtlasema
jaotumise ning uute lihendussildade tekke. Protsessi saadab optilise tiheduse
jarsk tous, mis langeb histi kokku nende galaktaansoolide geelistumistempe-
ratuuriga.

Agaroosgeelide 10plik struktuur on 70 °C juures vaadeldud geelistumisstaa-
diumiga vorreldes ligi kiimme korda tihedam (hinnatud SEM preparaatide
poorsuste alusel).

Furtsellaraangeelide puhul on Idplikult formeerunud geelides vaadeldav tihe
kargstruktuur, mida iseloomustab 70 °C juures esineva geelistumisstaadiumiga
vorreldes ligikaudu kaks korda suurem tihedus.

Geelistumist soodustavate katioonide esinemine furtsellaraansoolis indutseerib
10plikku geeli struktuuri tihendavate niitjate struktuuriiihikute teket geelis-
tumisprotsessi kdigus. Nimetatud drnade struktuuride kujule ning paiknemisele
avaldavad moju ka proovis esinevad anioonsed lisandid (I). Kui soolalahuses
geelistunud preparaatide puhul iseloomustab niitjaid moodustisi orn tekstuur
ning ebakorrapdrane paigutus, siis leelisekstraheeritud furtsellaraani geelides
on nendel struktuuriiihikutel selgemini véljendunud ehituslik funktsioon.
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Joonis 12. Punavetikagalaktaanide geelistumisprotsessi skemaatiline mudel ning SEM
fotod 2%-liste agaroosi (Serva) ja vesiekstraheeritud furtsellaraani kriiofikseeritud
preparaatidest. Mikrofoto katioon-vahendatud geelistumisstaadiumist vastab 0,01 M
RbCI lahuses geelistunud 1,5%-lisele vesiekstraheeritud furtsellaraanile. Tahemarkide

tdhendused on esitatud tekstis.
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4.4.2. Ekstraktsiooniparameetrite moju

Ekstraktsiooniparameetrid voivad avaldada olulist mdju galaktaanahelate molekul-
massile, preparaatide mineraalse osa koostisele ja produktide iildisele puhtusastmele
ning selle kaudu suunata vetikagalaktaanide reoloogiliste omaduste spetsiifikat.
Prekursorstruktuure (nt p-, v- ja y-karraginaani jadke) sisaldavate karraginaanide
puhul indutseerib to6tlus tugevalt leeliselises keskkonnas muutusi poliisahhariidide
struktuuris, mis avaldub nende poliimeeride suurenenud geelitugevuse néitajates.

Andes iseloomulikult tugevaid geele K'-ioonide juuresolekul, on furtsellaraani
geelistumisvOime iildiselt sarnane k-tiilipi karraginaanide vastava nditajaga. Vor-
reldes ekstraktsiooniga puhtas vees, andis vetikate (F. /umbricalis) kuum leelis-
ekstraktsioon 0,02 M KOH lahuses ligi 11 korda suurema geelitu%evusega produkte
(geelitugevuse tous 1,5%-liste geelide puhul vairtuselt 75 g/cm” kuni 862 g/cmz)
(I). Selgus, et leelisekstraheeritud preparaatide suurem geelitugevus ei tulenenud
mitte liksnes geelistumist soodustavate katioonide korgemast sisaldusest galaktaan-
maatriksis, vaid oli seotud ka nimetatud proovide suuremate M,, vddrtustega (joonis
13). Mirgatav galaktaanahelate destruktsioon ekstraktsioonikeskkonna madalamate
leelisesisalduste korral (KOH kontsentratsioon alla 0,01 mol/l) on seotud tunduvalt
alla furtsellaraani stabiilsusmaksimumi jdavate ekstrahendi pH véértustega. Leelise
kontsentratsioonidel 0,02-0,05 mol/l kaasnes KOH sisalduse suurenemisega
preparaatide geelitugevuse mérgatav langus. Kuna seejuures ei tdheldatud olulisi
muutusi nimetatud poliisahhariidide M,, véértustes, tulenesid proovide erinevad
reoloogilised néitajad eelkdige galaktaanmaatriksiga seondunud mineraalse osa
spetsiifikast. Korged leelise sisaldused ekstraktsioonikeskkonnas viisid aga nii
produktide geelistumisvoime kui ka M, véértuste olulise alanemiseni.
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8 2000 - []/Q a D\D\D ] 1000 NE
< : _— {800 &
s 1s00] /2 \o\ ) o
2 | — o wa__, {600 g
£ 1000 g T—~a ] 2
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0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10

Leelise kontsentratsioon ekstraktsioonikeskkonnas, mol/|

Joonis 13. Furtsellaraani (o) geelitugevuse ja (m) molekulmassi karakteristiku soltuvus
KOH kontsentratsioonist ekstraktsioonikeskkonnas.
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Erinevalt furtsellaraanist ei avaldanud C. fruncatus galaktaanide puhul ekstrakt-
sioonikeskkonna madalamad pH viirtused poliisahhariidide M,, karakteristikutele
olulist moju (IT). See on tingitud sulfaatrithmade esinemisest DA jéaékide 2. asendis,
mis teadaolevalt suurendab poliisahhariidi vastupidavust hiidroliiiitilise degradat-
siooni suhtes. Seega ei soltu kdnealusest punavetikaliigist parinevate galaktaanide
geelistumisvdime (geelitugevus 2%-liste geelide puhul 30-40 g/cm®) oluliselt eks-
traktsioonitingimustest (II). Ekstraktsioonil pehmetes tingimustes (0,02 M NaOH
lahuses) ei lagunenud furtsellaraan oluliselt isegi itiheksa tunni pikkuse eralda-
misprotsessi kédigus (I); nimetatud keskkonnas eraldatud produktide M,, vaartused
iihe- ja liheksatunnise kestusega ekstraktsioonide puhul olid vastavalt 2400 kDa ja
1920 kDa.

Pikaajalise toatemperatuurse leelistootluse ning sellele jargneva vesiekstraktsiooni
rakendamisel saadud furtsellaraanpreparaate iseloomustas vorreldes tavapérase
vesiekstraktsiooni teel saadud proovidega ligi kaks korda kdrgem geelitugevus ning
geelide optilise ttheduse méargatavalt vihenenud néitajad. Kuna kaaliumi sisaldused
proovides jddvad sarnastesse piiridesse (tabel 2), on toodeldud furtsellaraani suurem
geelitugevus selgitatav peamiselt Ca*"-ioonide korgema sisalduse ning galaktaani
suurema poliimerisatsiooniastmega (M,, 870 kDa).

Ekstraktsioonikeskkond avaldab olulist mdju ka eraldatud galaktaanpreparaatide
vesilahuste ja geelide ldbipaistvusele (I). Kuigi vesiekstraheeritud furtsellaraani
optiline tihedus jdi tunduvalt alla leeliselises keskkonnas eraldatud preparaadi
vastavale nditajale, iseloomustas molemat preparaati ligikaudu vordne lammastiku-
sisaldus (tabel 2). Seega on preparaatide varvumise peamiseks pohjuseks molemas
preparaadis ligikaudu vordsetes kogustes esinevate valguliste lisandite tumenemine
leelismodifikatsiooni kdigus.

Geelide reoloogilised omadused peegelduvad ka SEM vahendusel vaadeldud gee-
lide struktuursetes isedrasustes. Geelistumisjérgselt prevaleeriv struktuuritiitip méa-
rab otseselt galaktaangeeli reoloogilised omadused. Agari tiiiipi poliisahhariidide
homogeenne ja tthedam mikrostruktuur suurendab geeli mehaanilist vastupidavust,
rabedust ning optilist tihedust. Kérgstruktuurid seevastu annavad karraginaan-
geelidele omase elastsuse. Erineva molekulaarstruktuuriga agarooside puhul véivad
geelide struktuurid oluliselt varieeruda isegi lihesuguste geelistumistingimuste
korral; madalama geelitugevusega poliisahhariide (nt A. tobuchiensis galaktaanid)
iseloomustab geeli hdredam mikrostruktuur (IIT). Karraginaanide geelstruktuuride
isedrasused tulenevad peamiselt geelistumisprotsessi mojutavate erinevate vastas-
1oonide esinemisest preparaatides.
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4.4.3. Vastasioonide moju

Ioonsed lisandid avaldavad mdju galaktaanide lahustuvusele ning pohjustavad
margatavaid muutusi geelide fliiisikalistes omadustes (Villanueva et al. 2004).
Kéesolevas t60s uuriti erinevate leelismetallioonide mdju furtsellaraangeelide
reoloogiale (I, VI). Katioonid périnesid geelistumisele eelnevalt vesiekstraheeritud
poliisahhariidide soolidesse lisatud leelismetallkloriididest voi vetikate kuuma
leelisekstraktsiooni kédigus galaktaaniga absorbeerunud leelismetallhiidroksiidide
koostisest.

Kui geelistumist soodustavate katioonide (K', Cs’, Rb") korral avaldas geelitugevu-
sele soodsaimat moju ligi 0,05 mol/l soola kontsentratsioon soolides, siis mittese-
lektiivse toimega metallioonide (Li", Na") puhul esines uuritud kontsentratsiooni-
vahemikus positiivne korrelatsioon geelitugevuse ja soola sisalduse vahel (I).
Vesiekstraheeritud furtsellaraani suhteliselt madalat geelistumisvoimet (geelituge-
vus 75 g/cmz) oli RbCl lisamisega vOimalik suurendada enam kui seitse korda
(maksimaalne geelitugevus 490 g/cm®); KCl vdi CsCl manulus soolis vdimaldas
ménevdrra viiksemaid geelitugevusi (380 g/cm?). Mitteselektiivse toimega leelis-
metallide (Li", Na") kloriide sisaldavate geelide tugevused jdid uuritud soolakont-
sentratsioonide piirkonnas alla 170 g/cmz.

Vorreldes soolalahuses geelistatud preparaatidega olid leelisekstraktsioonil (KOH,
RbOH v6i CsOH lahustes) eraldatud furtsellaraanide geelitugevuse niitajad ligi
kaks korda korgemad. See on tingitud peamiselt vesiekstraheeritud galaktaanide
viiksematest M,, véirtustest (joonis 13), kahevalentsete katioonide (Mg>", Ca®")
suuremast sisaldusest nendes preparaatides (joonis 9) ning kloriidioonide negatiiv-
sest mojust geelitugevusele.

Uuritud furtsellaraani puhul andis suurimaid geelitugevusi (970 g/cm?) vetikate
ekstraktsioon 0,02 M RbOH lahuses. k-Tiitipi karraginaanile omaselt ei soodusta
Li'- ja Na'-ioonid iseloomuliku geelivorgustiku teket (joonis 5). Kui vesiekstrahee-
ritud furtsellaraani geelistumisvoimele avaldasid KCl ja CsCl sarnast mdju, siis
vetikate leeliseline ekstraktsioon CsOH lahuses andis vorreldes ekstraktsioonikesk-
konnana KOH lahuse kasutamisega méirgatavalt viiksema geelitugevusega pro-
dukte. See on tdenioliselt tingitud furtsellaraani Cs'-vormi viiksemast orgaanika-
sisaldusest (joonis 5). Seega voib prognoosida, et ithesuguse orgaanika sisaldusega
furtsellaraani K'- ja Cs'-vormid on tdenioliselt lihedasema geelistumisvdimega.
Nimetatud tulemustest selgub, et erinevad leelismetallioonid soodustavad furt-
sellaraani geelistumist reas, mis on iseloomulik ka x-karraginaanile: Li", Na' <<
K',Cs"<Rb".

Geelistumist soodustavaid katioone sisaldavatele k-karraginaani geelidele on omane
stinereesindhtus (Dunstan et al. 2000). Erinevaid leelismetallhiidroksiide (LiOH,
NaOH, KOH, RbOH, CsOH) sisaldavates keskkondades ekstraheeritud furtsella-
raanpreparaatide puhul esineb hea positiivne korrelatsioon siinereesinditajate ning
jargmiste karakteristikute vahel: geelitugevus (» = 0,9981), geeli sulamistempe-
ratuur (7 = 0,9974) ja geelistumistemperatuur (» = 0,9963) (joonis 14). Vesiekstra-
heeritud furtsellaraani iseloomustas vdrreldes leelisekstraheeritud preparaadiga
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viga viike silinereesinditaja (0,1%); k-karraginaani kommertspreparaatide niitajad
olid aga oluliselt korgemad (véértused vastavalt 1,1% Sigma ja 0,4% Fluka prepa-
raatide korral) (I). Furtsellaraangeele iseloomustab «x-tiilipi karraginaani kohta
suhteliselt korge hiistereesinditaja (13,7-24,4 °C), mis galaktaani erinevate ioonsete
vormide korral kasvab reas Li'-, Na'-, K'-, Rb'-, Cs"-vorm (joonis 14).
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Ekstraktsioonikeskkond
Joonis 14. 1,5%-liste furtsellaraangeelide karakteristikud erinevate vastasioonide

juuresolekul. Galaktaanid eraldati ekstraktsioonil 4 tunni véltel 0,02 M leelismetallhiid-

roksiidi lahuses voi puhtas vees. (@) Geeli sulamistemperatuur; (o) geelistumistempera-
tuur; (A) slinereesinditaja.

49



5. KOKKUVOTE

Doktorit6ds uuriti seoseid Lidnemere punavetikatest parinevate galaktaanide mole-
kulaarstruktuuri, keemilise koostise, geelide mikrostruktuuri ja reoloogiliste ndita-
jate vahel vordlevalt monede teiste galaktaanpreparaatidega. Erilise tdhelepanuga
kisitleti Ladnemere ainsast toondusliku védrtusega punavetikast F. [umbricalis
parinevaid poliisahhariide, mille puhul hinnati ka nende galaktaanide moningaid
struktuur-omadus soltuvusi seoses ekstraktsioonitingimuste ja keemilise tootluse
eriparadega.

Jargnevalt on esitatud doktoritod pohitulemused.

F. lumbricalis galaktaanide (molekulmass 160 kDa) pdhikomponendid on -D-
galaktoos (15 + 1%), B-D-galaktoos-4-sulfaat (36 + 1,5%) ja 3,6-anhiidro-a-D-
galaktoos (29 + 1%), viiksemates kogustes esinevad o-D-galaktoos-6-sulfaat
(6 = 0,5%), B-D-galaktoos-6-sulfaat ja 6-O-metiiiil-B-D-galaktoos. C. truncatus
galaktaanide (molekulmass 460 kDa) peamised komponendid on B-D-galaktoos-
4-sulfaat (44 £ 2%) ja 3,6-anhilidro-o-D-galaktoos-2-sulfaat (30 = 1,5%), mi-
noorsete komponentidena leiduvad o-D-galaktoos-2,6-disulfaat (12 + 2%) ja
4’ ,6’-pliruvaaditud karrabioos-2-sulfaat (1,4%). Punavetika F. lumbricalis uuri-
tud lahtise ja kinnitunud vormi galaktaanide ainsaks arvestatavaks struktuu-
rierinevuseks on viimaste monevorra suurem P-D-galaktoos-6-sulfaadi sisaldus.
Kaug-Ida vetikaliigi A. tobuchiensis galaktaanid (molekulmass 97 kDa) on
keemiliselt ehituselt agarid, mille koostisse kuuluvad B-pD-galaktoos (58%), 3,6-
anhiidro-a-L-galaktoos (30 + 3,5%), 2-O-metiiiil-3,6-anhiidro-o-L-galaktoos (8 +
1%) ning B-D-galaktoos-6-sulfaat.

Korge véavlisisaldusega galaktaanahelate intensiivne lagunemine voib kuivas
olekus aset leida suhteliselt madalatel temperatuuridel; heterogeensete omadus-
tega poliisahhariidpreparaatide struktuurne stabiilsus on suuresti méaratud polii-
meeri kOige labiilsemate sulfaaditud struktuurifragmentide poolt. Termolabiil-
sete C. truncatus galaktaanide mérgatav depoliimerisatsioon algab juba 80 °C
juures. Karraginaanide termilise kuivlagunemise esmased produktid on sarnased
happelisel hiidroliiiisil tekkivatega. 1-Karraginaani puhul on nendeks a-1,3-
gliikkosiidsidemete katkemise tulemusel moodustunud terminaalsete 3,6-anhiid-
rogalaktoosi jddkidega oligosahhariidid. Kuumtoddeldud galaktaanide lahus-
tuvus vees sOltub nende lagunemisastmest; see asjaolu voimaldab nende tdien-
davat fraktsioneerimist. Termilist depoliimerisatsiooni saab teatud juhtudel
rakendada abivahendina galaktaanide detailsema struktuuri uurimisel.

Ekstraktsiooniparameetrite mdju vetikapoliisahhariidide geelistumisvoimele on
seotud peamiselt muutustega eraldatud produktide molekulmassides ning anor-
gaanilise osa koostises. F. lumbricalis galaktaanide maksimaalne geelitugevus
970 g/cm2 (1,5% geelide puhul) on saavutatav optimaalsete ekstraktsioonitingi-
muste juures Rb-ioone sisaldavas leeliselises keskkonnas (ekstraktsioonil 4
tundi 0,02 M RbOH vesilahuses). C. truncatus poliisahhariidide geelimoodus-
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tumisvdime on viike (geelitugevus 30-40 g/cm® 2% geelide korral) ning ei sdltu
oluliselt ekstraktsioonitingimustest.

Looduslikust vetikamassist ekstraktsiooni kdigus eraldatud galaktaanpreparaadid
sisaldavad katioonseid lisandeid (peamiselt leelismetallioone) kogustes, mis
iiletavad polliimeeri negatiivsete sulfaatriihmade laengu tasakaalustamiseks vaja-
liku hulga kiillaltki konstantses ulatuses (positiivse laengu iilehulk vesiekstra-
heeritud preparaatide puhul 11-12%, leelisekstraktsiooni korral 14-29%).
Furtsellaraani ekstraktsioonil erinevates leelismetallhiidroksiidide vesilahustes
saadavad produktid sisaldavad ldhedase koguse orgaanikat, anorgaanilise kom-
ponendi osakaal aga varieerub oluliselt, sdltudes peamiselt preparaadi koostisse
viidud leelismetalli aatommassist. Mikroelementide méédramiseks vetikaproovi-
des on vordselt histi rakendatavad induktiivsidestunud plasma optilise emis-
sioonspektroskoopia ja aatomabsorptsioonspektroskoopia meetodid.

Soltuvalt galaktaani makromolekulaarse ahela koostises esineva 3,6-anhiidro-
galaktoosi ruumilisest konfiguratsioonist (D- vOi L-isomeer), toimub vetika-
poliisahhariidide geelistumine pohimotteliselt erinevaid radu modda. Agarite
(anhtidrogalaktoos L-vormis) puhul saadab geelistumist iseloomuliku kargstruk-
tuuri kadumine ning vdrkjate struktuuritiiiipide tihenemine; karraginaanide
(anhtidrogalaktoos D-vormis) geelimoodustamisprotsess seisneb aga vorkstruk-
tuuride kadumises ning kérgstruktuuri iildises tihenemises. Geelistumist soo-
dustavate katioonide (K', Rb", Cs") esinemine «-tiiiipi karraginaanide kuumades
vesilahustes indutseerib niitjate, geeli mikrostruktuuri tihendavate lisaclemen-
tide moodustumise geelistumisprotsessi kdigus.
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FUNCTIONAL DEPENDENCIES OF THE CHEMICAL
COMPOSITION AND STRUCTURES IN THE BALTIC
SEA ALGAL COMMUNITIES

Conclusions

In this thesis the relationships between polysaccharide structures from the seaweeds
of the Baltic Sea origin, their chemical composition, rheology and gel microstruc-
tures were studied in comparison with some other galactan preparations. Special
attention was given to the polysaccharides originating from F. lumbricalis, the only
algal species of economic value in the Baltic Sea, in which cases some structure-
property relations were investigated in connection with the extraction and chemical
treatment conditions.

The primary results of this thesis can be summarized as follows.

e The main components of galactan from F. /umbricalis of the Baltic Sea (M, of
160 kDa) are G (15 = 1%), G4S (36 = 1.5%) and DA (29 + 1%), D6S (6 +
0.5%), G6S and G6M residues. Polysaccharides from C. truncatus (M, of 460
kDa) were found to contain G4S (44 + 2%), DA2S (30 £ 1.5%), D2S,6S (12 +
2%) and GP (1.4%) units. The main structural difference between the galactans
originating from the loose-lying and attached forms of F. lumbricalis is the
higher G6S content of the latter. The galactans from Far-Eastern species A.
tobuchiensis (M,, of 97 kDa) belong to the agar family and are characterized by
the main constituents of G (58%), LA (30 = 3.5%), LA2M (8 + 1%) and G6S
residues.

e Even relatively low temperatures can induce the cleavage of galactan chains in
dry state; the overall stability of the heterogeneous polysaccharide preparations
is determined by the most labile sulfate bearing structural units present in the
polymer. In the case of the thermally labile C. truncatus polysaccharides, the
intensive depolymerization process begins already at 80 °C. The low-molecular
degradation products initially formed during the thermal treatment of carra-
geenans in dry state were found (after solubilization) to be similar to those
obtained by the acid hydrolysis of these polysaccharides; for 1-carrageenan the
favourable cleavage of 1,3-linked glycosidic bonds leads to the formation of
oligosaccharides with the terminal AG residues. The solubility properties of
algal galactans depend notably on the extent of polysaccharide cleavage, allow-
ing the fractionation of samples on the basis of thermal stability of their con-
stituents. In some cases it is possible to employ the thermal depolymerization as
an aid for the structure elucidation of the minor constituents of red algal galac-
tans.

e The extraction parameters have a marked effect on the gelling ability of red
algal galactans mainly by influencing the composition of their inorganic part and
molecular weight distribution. For F. lumbricalis galactans, the maximum gel
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strength value of 970 g/cm® (for 1.5% gels) is attainable in the case of optimal
extraction conditions in the alkaline medium containing Rb -ions (duration of 4
hours in 0.02 M RbOH solution). The galactans from C. fruncatus are charac-
terized by a weak gelling ability that does not depend notably on the conditions
of extraction.

Unpurified carrageenan preparations isolated from the natural seaweed sources
usually contain cationic substances (primarily alkali metal ions) in relatively
constant levels considerably exceeding the amount needed for the neutralization
of the negative charge of the sulfate ester groups of the polysaccharide (excess
positive charge of 11-12% for water-extracted preparations and 14-29% in the
case of alkali-extracted samples). Extraction of furcellaran in the presence of
various alkali metal hydroxides yields products with similar amounts of organ-
ics; the quota of inorganics varies considerably and is primarily connected with
the atomic weight of the introduced alkali metal. The microelement composition
of seaweed samples may be elucidated equally well by AAS and ICP-OES
methods.

Depending on the configuration of AG (D- or L-isomer) in the macromolecular
chain, the gelation process of algal galactans follows different pathways. Carra-
geenans (AG in D configuration) form gels mainly by tightening of the charac-
teristic honeycomb network; the subtle structure units disappear in the course of
the final gel formation. In contrast, agar-type galactans (AG in L configuration)
gradually lose their honeycomb structure during gelation, resulting in tight and
homogeneous spongy gel networks. The presence of gel promoting cations (K,
Rb’, Cs") in k-type carrageenan sols induces the formation of specific subtle
tentacle-like structure units responsible for the tightening of the final gel struc-
ture.
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