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Taman insindoritydn tarkoituksena oli kasvattaa syanobakteerikantoja, joiden on todettu
tuottavan bioaktiivisia yhdisteitd, ja optimoida naiden yhdisteiden puhdistusmenetelmia.
Tavoitteena oli 10ytéaa sellaiset parametrit, joilla yhdisteet erottuvat hyvin eivatkd retentio-
ajat kasva liian suuriksi. Tutkimukset koostuivat syanobakteerikantojen kasvatuksesta,
biomassasta tehtyjen uutteiden nestekromatografisista maarityksista ja yhdisteiden puhdis-
tuksesta.

Aluksi UK2alml -kantaa kasvatettiin Z8 -alustalla kolmen viikon ajan, jonka jalkeen solut
kerattiin talteen ja pakastettiin. XPORK 5A -kannan solut saatiin valmiiksi kuivattuina yli-
opiston kantakokoelmasta. Kuivatut solut uutettiin metanolilla ja hajotettiin homogenisaat-
torilla. Liuos sentrifugoitiin, jonka jalkeen kirkas faasi kuivattiin paineilmalla. Syke 748A- ja
FSN -kantojen solut olivat valmiiksi esik&siteltyjd. Kuivatut naytteet liuotettiin eluenttiin ja
ajettiin korkean erotuskyvyn nestekromatografilla. Ajo-olosuhteita muutettiin sen mukaan,
miten hyvin piikit erottuivat toisistaan.

Yhdisteiden retentioajat saatiin optimoitua vélille 7.2 — 22.0 min ja piikit erottuivat hyvin.
Epapuhtauksia tarkasteltin 3D -kuvaajan avulla. Osa epapuhtauksista eluoitui samaan
aikaan yhdisteen kanssa, eika niita kaikkia saatu taydellisesti puhdistettua. Todettiin, etta
kuivattuja soluja olisi tullut punnita uuttoa varten enemman, silla yhdistettd ei saatu puhdis-
tettua riittavasti LC-UV-MS -analyysia varten.

Avainsanat syanobakteerit, bioaktiivinen yhdiste, HPLC
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The aim of this Thesis was to cultivate cyanobacterial strains, which have been proved to
produce bioactive compounds, and then optimize the purification methods. The purpose of
the optimization was to find the most suitable parameters so that the compounds are sepa-
rate and retention times do not grow too high. The investigations consisted of cultivation,
HPLC analysis of the extracted biomass and the purification.

First, the UK2alml strain was grown three weeks in Z8 base. After that the cells were
collected and stored in a freezer. The dried cells from the XPORK 5A strain were taken
from the University’s strain collection. The cells were then eluted with methanol and lysed
with homogenizer. The solution was centrifuged and the clear phase was dried with com-
pressed air. The samples from the strains Syke 748A and FSN were already pretreated.
The dried samples were dissolved with eluent and then analyzed with high performance
liquid chromatography (HPLC).

The retention times of the bioactive compounds were optimized between 7.2 — 22.0
minutes and the peaks were clearly seen. The impurities were observed with 3D chart.
Some impurities were eluted at the same time with the bioactive compounds and were not
removed perfectly. It was also found that more dried cells should have been weighted for
the analysis in order to get better results with LC-UV-MS.

Keywords cyanobacteria, bioactive compound, HPLC
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1 Johdanto

Syanobakteerit tuottavat lukuisia erilaisia sekundaarisia metaboliatuotteita, joista suurin
osa on toksisia. Joillakin yhdisteilla on havaittu olevan bioaktiivisia ominaisuuksia, ku-
ten syopésoluihin vaikuttavaa sytotoksisuutta, mink& johdosta niill& on paljon potentiaa-

lia syopéahoitotutkimuksissa seka erilaisissa antimikrobisissa sovelluksissa.

Tyon tarkoituksena oli kasvattaa syanobakteerikantoja, joiden on todettu tuottavan bio-
aktiivisia yhdisteita, sek& puhdistaa néaita yhdisteitd nestekromatografisesti. Tavoitteena
oli l1oytaa sellaiset parametrit, joilla yhdisteet erottuvat hyvin eivatka retentioajat kasva
lian suuriksi. Tutkimukset koostuivat syanobakteerikantojen massakasvatuksesta,
biomassasta tehtyjen uutteiden nestekromatografisista maarityksistd sek& yhdisteiden

puhdistuksesta.

Ty6 tehtiin Helsingin Yliopiston Elintarvike- ja ympaéristotieteiden laitoksen syanobak-
teeritutkimusryhmassa, jonka johtajana toimii professori Kaarina Sivonen. Tutkimus-
ryhman toiminnan erd&né tarkoituksena on |10yt&a uusia syanobakteerien sekundaarisia
metaboliatuotteita. Tata varten syanobakteerikantoja eristetdan erilaisista ymparistois-

ta, kasvatetaan seka testataan niiden mahdollista biologista aktiivisuutta.

—
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2 Syanobakteerit

2.1 Luokittelu ja taksonomia

Syanobakteerit ovat nimensa mukaisesti bakteereja. Ne kuuluvat siten prokaryootteihin
(kuvio 1), mutta eroavat muista bakteereista tuottamalla a -klorofyllia (Humm & Wicks
1980: 6.) Levat ovat ryhma erilaisia fotosynteettisid, ei-johtojanteisid kasveja, jotka si-
saltavat a -klorofyllia ja voivat esiintya sekéa yksi- ettd monisoluisissa mikroskooppisissa
muodoissa, kuten myds suurissa monisoluisissa muodoissa (merilevét). Toiminnallises-
ti syanobakteerit muistuttavat planktonlevia ja tuottavat yhteyttdessaan happea. Solu-
seindn koostumuksen ja solun sisallén rakenteen puolesta ne muistuttavat kuitenkin
enemman bakteereita. Syanobakteereille on tyypillistd alkeellinen solunjakautuminen.
(Kerby & Stewart 1988: 319, Rissanen 1999: 11.)

Bacteria Archaea Eucaryota
Green
Filamentous sli
Spirochetes bacteria Entamoebae s "j'i'&es Animals
Gram Methanosarcina Fung|
positives [ wjethanobacterium Halophiles

Proteobacteria Plants

Ciliates

Cynnohases Methanococcus
anobacteria

Planctomyces Thermoproteus

Pyrodicticum

Flagellates

Bacteroides
Cytop haga

Thermotoga

Trichomonads

Microsporidia

) Diplomonads
Aquifex

Kuvio 1. Eliékunnan sukupuu (Biocyclopedia 2012).

Syanobakteerit (Cyanophyta) kuuluvat luokkaan Cyanophyceae, jossa on nelja lahkoa,
joista kolme on planktisia: Chroococcales, Oscillatoriales ja Nostocales (Suomen ym-
paristokeskus 2012). Planktoniset levéat ovat vapaasti vedessa keijuvia levia, jotka eivat

ela alustaan kiinnittyneina (Rissanen 1999: 11).

Croococcales -lahkon solut esiintyvat yksittdin tai muodostavat yksinkertaisia yhdys-

kuntia. Soluseinat ovat ohuita, eika erilaissoluja, kuten heterosyytteja, muodostu. Mic-
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rocystis -suku (kuvio 2) muodostaa veden pinnalle myrkyllisia massaesiintymia. (Suo-

men ympéaristokeskus 2012.)

Kuvio 2. Microcystis sp. (Microcystis).

Oscillatoriales -lahkon solut esiintyvat yksittaising, paasta paahan tasapaksuina moni-
soluisina rihmoina (kuvio 3) ja ne lisdantyvat jakorihmojen eli hormogonioiden avulla.
Planktiset muodot ovat haarattomia eiké& rihmoissa ole erilaistuneita soluja. (Suomen
ympéaristokeskus 2012.)

Kuvio 3. Phormidium sp. (CCALA 2012).

Oscillatoria limosa saattaa muodostaa joen pohjalle laajoja tummanvihreita levakasvus-
toja, jotka kohoavat veden pinnalle, kun niiden alle kertyy metaanikaasua. (Suomen
ymparistokeskus 2012.)

Nostocales -lahkon solurihmat muistuttavat helminauhaa ja rihmat voivat olla suoria tai
kierteisia (kuvio 4). Rihmat voivat esiintyd yksittdin tai muodostaa vyyhtimaisia ka-
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saumia. Kasvumuotoisista soluista kehittyy erilaistuneita soluja (heterosyytit ja akinee-
tit). Anabaena -suku on yleisin massaesiintymien aiheuttaja suomalaisissa jarvissa ja
siihen kuuluu sek& hermo- etta maksamyrkyllisia lajeja. (Suomen ymparistokeskus
2012))

2.2 Fotosynteesi ja kasvu

Syanobakteerit ovat yleensa obligaatteja fotoautotrofeja, eli ne tarvitsevat valoa ener-
gian lahteeksi ja hiilidioksidia hiilen [&hteeksi (Humm & Wicks 1980: 13). Fotosynteesi-
reaktion ensisijaisia tuotteita ovat sokerit, pelkistimet, ATP sek& molekulaarinen happi.
Kaikilla fotoautotrofeilla ndma tuotteet toimivat substraatteina biosynteettisille reaktioil-
le. Monien valttdmattdmien solukomponenttien, kuten nukleiinihappojen, lipidien, foto-
synteettisten pigmenttien sek&a entsyymien prosteettisten ryhmien, tuotantoon tarvitaan
hiilen, vedyn ja hapen lisaksi myos muita alkuaineita. Tarkeimpia ovat fosfori ja typpi,
jonka hapettunut muoto NO; taytyy pelkistad ammoniumiksi NH,", jotta se toimisi bio-

synteettisissa reaktioissa. (Falkowski & Raven 2007: 278.)

Muutamaa poikkeusta lukuun ottamatta fotoautotrofinen biomassa lisdantyy ve-
siekosysteemissa niin kauan, kunnes jostakin ravintoaineesta tulee kasvua rajoittava
tekija. Ravinteiden rajoittaminen voi hidastaa kasvua tai aiheuttaa muutoksia proteiinin
maarassé suhteessa hiilihydraatin ja lipidien maaréén, mik& puolestaan voi johtaa solu-

jen epatasapainoiseen kasvuun. (Falkowski & Raven 2007: 308, 376.)

Mikrolevat ja syanobakteerit voivat elda vesi- ja maaymparistojen lisdksi my6s &éariolo-
suhteissa, kuten jadssa. Jotkin syanobakteerit elavat symbioosissa kasvien, eldinten ja

sienien kanssa. (Rissanen 1999: 11.)

Syanobakteerit vaativat vain vdh&n energiaa solutoimintojen ja rakenteen yllapitoon,
mista johtuen ne pystyvat yllapitamaan suhteellisen korkeaa kasvunopeutta verrattuna
muihin fytoplanktonisiin organismeihin. Syanobakteereilla on siten kilpailuetu muiden
fytoplanktonien suhteen. (Chorus & Bartram 1999: 25.) Sinilevékukintoja esiintyy
yleensa rehevdityneissa jarvissa, joiden fosfori- ja typpipitoisuudet ovat korkeat. Myds
yli 25 °C lampdtila parantaa syanobakteerien kasvua. Lampétilan laskiessa fotosyntee-
si hopeutuu soluhengitykseen verrattuna, jolloin hiilihnydraattivarastot eivat kulu. Tallin

syanobakteeriyhdyskunnat vajoavat pohjaan, jossa ne selviytyvat talven yli kuluttamalla

—
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hiilihydraattivarastoja vébhitellen soluhengityksen tai fermentaation avulla. (Chorus &
Bartram 1999: 28 — 30.)

Joillakin rihmamaisilla lajeilla on taipumus jakautua lyhyisiin osiin, joita kutsutaan hor-
mogonioiksi. Ne ovat yleensa muutaman solun pituisia liikkuvia filamentteja, jotka eri-
laistuvat vegetatiivisista eli kasvumuotoisista soluista epasuotuisissa olosuhteissa. Nii-
den ei kuitenkaan ole havaittu parantaneen syanobakteerien sietokykya muuttuneissa

olosuhteissa vegetatiivisoluihin verrattuna. (Humm & Wicks 1980: 26.)

Monet planktoniset syanobakteerit siséltavat kaasuvakuoleja eli vesikkeleita, joiden
solukalvo l&paisee hyvin kaasuja. Niiden tiheys on noin kymmenesosa veden tiheydes-
ta, ja ne saavat levan keijumaan veden pinnalla. Kaasuvakuolien sisaltdma kaasu on
yleensa ilmaa, jonka syanobakteerit ottavat vedesta. Vakuolit myés mahdollisesti suo-
jaavat solujen tylakoideja liialliselta auringon sateilyltd. (Chorus & Bartram 1999: 27,
Humm & Wicks 1980: 30.)

2.3 Heterosyytit

Heterosyytit ovat soluja, joiden avulla syanobakteeri voi sitoa veteen liuennutta moleku-
laarista typpeda. Aerobisesti kasvaneissa soluissa nitrogenaasiaktiivisuutta esiintyy ai-
noastaan heterosyyteissa, mutta mikroaerofiilisissa olosuhteissa my6s vegetatiiviset

solut hyédyntavat aktiivista nitrogenaasia. (Fogg et al. 1973: 192.)

Heterosyyteilla on paksu lapinakyva soluseina (kuvio 4). Ne ovat tyypillisid Nostocales-
ja Stigonematales -lahkon rihmamaisille syanobakteereille. Ne ovat erilaistuneet taval-
lisista vegetatiivisista soluista ja kasvavat yleensa suuremmiksi kuin vierekkaiset vege-
tatiivisolut. Heterosyytit ovat variltdan keltavihreitd, mik& johtuu klorofylli a:sta ja karo-
tenoidipigmenteistd. Muodoltaan ne muistuttavat yleensa niita soluja, joista ne ovat

erilaistuneet. (Fogg et al. 1973: 19.)

—
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Kuvio 4. Anabaena sp. syanobakteerin 400 -kertainen suurennos, jossa heterosyytit nakyvéat
vegetatiivisoluja suurempina soluina (Wabhlsten 2012).

Heterosyytit esiintyvat yleensa yksittain, melko sdénndllisin valein pitkin filamenttia tai
joissain tietyissa paikoissa, kuten filamentin tyvessa. Esimerkiksi Anabaenopsis circula-
riksen rihma koostuu kahdeksasta vegetatiivisesta solusta, jonka kummassakin pdassa
on heterosyytti. Rihman kaksi keskimmaistéd solua jakautuvat, ja samalla muodostuu
kaksi proheterosyyttid kumpaankin reunaan. Alkuperainen rihma katkeaa naiden valista
ja proheterosyytit kehittyvat heterosyyteiksi. Vegetatiivisolujen jakautuminen jatkuu
heterosyyttien valissd kunnes kaikki kahdeksan vegetatiivista solua ovat muodostu-
neet. (Fogg et al. 1973: 20— 21.)

2.4 Akineetit

Joidenkin Nostocaceae- ja Scytonemataceae -suvun syanobakteerien vegetatiivisolut
saattavat kehittyd leposoluiksi eli akineeteiksi (kuvio 5). Talldin solu kasvaa suurem-
maksi, sen soluseind muuttuu paksummaksi ja soluun varastoituu ravinteita. Nailla le-
posoluilla on vegetatiivisoluja suurempi kyky vastustaa ympariston epasuotuisia olo-
suhteita. Joidenkin lajien akineetit sijaitsevat aina heterosyytin vieressa tai filamentin
paassa. Joillakin lajeilla ne ovat jakautuneet satunnaisesti. Akineetit esiintyvat yleensa

yksittain, mutta joillakin Nodularia levilla ne voivat esiintya ketjuissa. Akineetit ovat ylei-

—
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sid makean veden lajeilla, mutta harvinaisia mereisilla lajeilla, luultavasti koska meri-

vesiymparistd on paljon stabiilimpi. (Humm & Wicks 1980: 26.)

Kuvio 5. Anabaena sp. syanobakteerin 400 -kertainen suurennos, jossa akineetit nakyvéat hie-
man rakeisina ja vegetatiivisoluja suurempina soluina (Wabhlsten 2012).

Akineettien muodostumista séételee saatavilla olevan typen ja hiilihydraattien maara.
Glukoosin lasna ollessa kaikki Anabaena doliolum -syanobakteerin vegetatiivisolut
muodostavat akineetteja alkaen soluista, jotka sijaitsevat heterosyyteista kauimpina.
Ammoniumkloridin ja kaliumnitraatin I&sné ollessa akineettien muodostuminen estyy.
(Humm & Wicks 1980: 27.)

2.5 Toksiinit

Syanobakteerit tuottavat monia bioaktiivisia yhdisteitd. Naistda monet ovat hermo- tai
maksamyrkkyja seka ihoa arsyttavia yhdisteitd. Ihoarsytys ilmenee kutinana ja kirvely-
nd. Maksaan vaikuttavia hepatotoksiineja ovat mikrokystiinit tai nodulariinit. Yhdisteet
ovat erittdin myrkyllisid. Ne vaurioittavat maksasoluja ja saattavat edistda kasvainten
muodostumista. Neurotoksiinit, kuten anatoksiini-a, voivat vaurioittaa hermoston toimin-
taa. (Namikoshi & Rinehart 1996; Jokela 2012.)

Syanobakteerien toksiinit jaetaan niiden kemiallisen rakenteen perusteella kolmeen

ryhmaan: sykliset peptidit, alkaloidit ja lipopolysakkaridit (Chorus & Bartram 1999: 42).

Maailmanlaajuisesti yleisimméat makeanveden levakukinnoista I0ydetyt hepatotoksiinit

ovat mikrokystiinejd. Nodulariinit puolestaan esiintyvat tavallisemmin murtovesissa.

—
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(Sivonen & Borner 2008: 160.) Mikrokystiinit ovat kaikkein yleisin syy syanobakteerien
aiheuttamiin myrkytyksiin. Ne eristettiin ensimmaisen kerran Microcystis aeruginosa -
syanobakteerista, misté johtuen yhdisteet nimettiin mikrokystiineiksi. (Chorus & Bart-
ram 1999: 44.) Niita esiintyy tyypillisesti makean veden sinilevakukinnoissa, mutta niita
on loydetty myds rannikko- ja murtovesisté (Charpy & Larkum 1999: 488). Mikrokystiinit
ovat syklisida heptapeptideja (kuvio 6), ja niiden rakenteellisia variaatioita on Idydetty
neljasta eri syanobakteerisuvusta yli 80. Mikrokystiinien ja nodulariinien toksisuus ilme-
nee proteiinifosfataasi 1:n ja 2A:n toimintaa inhiboivana aktiivisuutena. Rakenteellisten
modifikaatioiden ja toksisuuden valilla on havaittu joitakin yhteyksia. Mikrokystiinien
syklinen rakenne vaikuttaa olevan olennainen sen toksisuudelle, silla saman yhdisteen
lineaarisen rakenteen ei ole havaittu aiheuttaneen myrkytysta hiirille. Mikrokystiineja
tuottavia lajeja ovat muun muassa Microcystis, Anabaena, Nostoc ja Oscillatoria. (Na-
mikoshi & Rinehart 1996; Sivonen & Bérner 2008: 160.)

Mikrokystiinit ovat hydrofiilisia ja lapéaisevat huonosti selkdrankaisten solukalvon. Ne
tarvitsevat aktiivisen soluun kuljetuksen. Eldinkokeissa tallainen multispesifinen kulje-
tussysteemi on ldydetty maksasta, jonne kuljetetaan sappihappoja. Tasta syystd mak-
sa toimii mikrokystiinien ensisijaisena kohteena, ja toksiineja kutsutaan siksi hepato-
toksiineiksi. (Zegura et al. 2011.)

Kuvio 6. Mikrokystiini-LR:n rakenne (Zegura et al. 2011).

Nodulariinit ovat toinen yleinen maksatoksiiniryhma, ja niitd tuottaa ainoastaan Nodula-
ria spumigena -laji (Chorus & Bartram 1999: 42). Se on filamenttinen typpea sitova
syanobakteeri, joka muodostaa myrkyllisia kukintoja murtovesistdihin. Nodulariinit ovat
rakenteeltaan syklisia pentapeptideja (kuvio 7). Nodulariinit toimivat eukaryoottisina

proteiinifosfataasi-inhibiittoreina. Ne ovat suuria entsyymikomplekseja, jotka sisaltavat

—
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non-ribosomaalisen peptidisyntetaasin seka polyketidisyntetaasin. (Fewer et al. 2009;
Sivonen & Borner 2008: 160.)

HN;"k

NH,
Kuvio 7. Nodulariinin rakenne (Zegura et al. 2011).

Sykliset peptidit ovat verrattain suuria molekyyleja. Ne sisaltavat joko viisi (nodulariinit)
tai seitseman (mikrokystiinit) aminohappoa. Naista kaksi on terminaalisia aminohappo-
ja, jotka saavat aikaan lineaarisen peptidin kondensoitumisen ja syklisen rakenteen
muodostumisen. Vesiymparistossa toksiinit ovat yleensd syanobakteerisolujen sisalla
ja vapautuvat ymparistdon solujen hajottua. Koska toksiinit ovat veteen liukenevia ja
kemiallisesti stabiileja, pintavesistdjen levakukintojen hillitsemisella on merkittavia vai-
kutuksia ympariston ja ihmisten toksiineille altistumiseen. (Chorus & Bartram 1999: 42
—43.)

Neurotoksiinit ovat mikrokystiinien ja nodulariinien ohella verrattain yleinen syanobak-
teerien tuottama toksiiniryhméa. Naistd parhaiten tunnettuja ovat saksitoksiinit seka
Anabaena- ja Oscillatoria -sukujen tuottama anatoksiini-a. Molemmat ovat neurotoksi-
sia alkaloideja, jotka estavat lihashermojen toimintaa. Anatoksiini-a(S) on postsynapti-
nen asetyylikoliiniesteraasin toimintaa inhiboiva aine. S-kirjain tarkoittaa syljeneritysta
(salivation), mik& on myrkyn aiheuttama tyypillinen oire selkarankaisissa. Saksitoksiinit
estavat hermosolujen natriumpumppujen toimintaa. Saksitoksiineja on I6ydetty laajalti
rannikkovesistbistd sekd myods merielaimista. (Zegura et al. 2011; Namikoshi & Rine-
hart 1996; Charpy & Larkum 1999: 489; Patockaa & Stredab 2002.)

Lipopolysakkaridit (LPS) eristettin ensimmaisen kerran Anacystis nidulans -
syanobakteerista (Chorus & Bartram 1999: 54). Sittemmin niitd on léydetty my6s Mic-
rocystis-, Anabaena-, Spirulina- ja Oscillatoria -suvuista. Lipopolysakkaridit luokitellaan

yleisesti endotoksiineiksi. Ne sijaitsevat ulommalla solukalvolla ja rakentuvat hiilihyd-

—
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raattipolymeerista, oligosakkaridiytimesta seké asetyloituneesta glykolipidista. Lipopo-
lysakkaridit on yhdistetty iho&rsytykseen sek& moniin suoliston- ja hengityselinten sai-
rauksiin. Nisdkkaille niiden tiedetdan aiheuttavan myds kuumetta. (Rastogi & Sinha
2009.)

Sinilevamyrkytys voi syntya nieltdessa runsaasti myrkyllista sinilevaa. Oireet ja niiden
voimakkuus riippuvat ihmisen tai eldimen koosta sek& juodun syanobakteerimyrkyn
maarasta. Yleensé vasta useampien desilitrojen juominen aiheuttaa aikuiselle myrky-
tysoireita. Oireet voivat muistuttaa vatsatautia tai flunssaa, ja niita ovat esimerkiksi ihon
ja silmien kutina ja kirvely, nuha, pahoinvointi ja lihaskivut. (Namikoshi & Rinehart
1996; Rissanen 1999: 59 —61.)

Syanobakteerit eivat ole aina myrkyllista, ja jotkin lajit muodostavat sek& myrkyllisia
ettd myrkyttomi& kantoja. Yleisimmat myrkylliset syanobakteerisuvut ovat Anabaena,
Aphanizomenon, Microcystis ja Planktothrix. (Rissanen 1999: 57.) Planktoniset syano-
bakteerit, kuten Trichodesmium ja Oscillatoria, ovat aiheuttaneet selkdrangattomien,
lintujen ja kalojen kuolemia sek& rannikko- ettd merivesissa Elainten kuolemat voivat
johtua syanobakteeritoksiinien ohella my6s muista tekijoistéd, kuten botuliinitoksiinista,
tai kalojen tapauksessa veden happikadosta. (Charpy & Larkum 1999: 489; Humm &
Wicks 1980: 39.)

2.6 Jakalat

Jakalat on symbioottinen elidryhmd, joka koostuu sieniosasta sek& viherlevista tai sy-
anobakteereista. Naiden kahden erilaisen osan yhdistyessa sekovarsi muodostaa erilli-
sen, kestavan organismin, joka vaikuttaa selkedsti kasvilta muistuttamatta sen enem-
paa levaa kuin sientak&ddn. Leva- ja sieniosat voidaan erottaa toisistaan vain mikro-

skoopilla tarkasteltuna. (Hale 1983: 1.)

Jakalan sieniosan soluseind koostuu vahintd&dn kahdesta kerroksesta. Naitd ympardoi
solunulkoinen, saikeinen polysakkaridikerros, joka on paksumpi kuin niilla sienilld, jotka
eivat ela jakalasymbioosissa. Jakalan levaosan soluseina koostuu kahdesta polysakka-
ridikerroksesta, joka on sekovarressa sienirihmaston ympardimana. Ne ovat usein ker-
rostuneet erillisiin 10 — 30 pm:n paksuisiin kerroksiin ytimen ja ylemman kuorikerroksen
valiin. (Hale 1983: 1, 8.)

—
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Syanobakteerin ja sienen symbioosin hyddyt eivat ole viela taysin selvia tutkijoille. Ole-
tuksena on, ettd fotosynteettinen osapuoli parantaa sieniosan ravintoaineiden saantia
ja sieniosa edistaa levaosassa tapahtuvaa fotosynteesia. Syanobakteeri my6s hyotyy

mineraaleista, jotka ovat kertyneet jakélan sekovarteen. (Hale 1983: 69.)

3 Biotekniset sovellukset

Levista saatavia aineita kaytetaan paljon elintarvike- ja l&&keteollisuudessa. Muita so-
velluksia ovat jateveden kasittely, kaupallisten kemikaalien ja polttoaineiden tuotto,
kosmetiikka sek& terveysvaikutteiset elintarvikkeet. Syanobakteerien laaja-alainen
kaupallinen tuotanto on verrattain uusi ilmid. Syanobakteereita voidaan kasvattaa joko
jatkuvina eraviljelmina tankeissa tai puolijatkuvina ulkoaltaissa. (Kerby & Stewart 1988:
319; Rissanen 1999: 18.)

Syanobakteereita voidaan hyddynt&a jateveden kasittelyssa, silla ne pystyvat sitomaan
joitakin metalleja, paéaasiassa Pb, Zn, Cd, Cr, Cu ja Ni. Biomassa toimii kuten ioninvaih-
taja, ja prosessi on hyvin nopea. Biomassaa voidaan kayttdd myds maanparannusai-
neena, jolla pystytdan osaksi korvaamaan fossiilisia polttoaineita. (Ahluwalia & Goyal
2005; Kerby & Stewart 1988: 319; Rissanen 1999: 18, Eur-lex.)

3.1 Laaketieteelliset sovellukset

Syanobakteerit tuottavat sekundaarisia metaboliatuotteita, joilla on paljon mahdolli-
suuksia niin sydpahoitotutkimuksissa kuten myods antimikrobisissa sovelluksissa (tau-
lukko 1). Monet naistd sekundaarisista metaboliiteista voidaan luokitella peptideiksi,
joko ribosomaalisen tai ei-ribosomaalisen biosynteettisen polun lopputuotteiksi. Ei-
ribosomaaliset peptidit ovat hyvin kirjava ryhmé luonnontuotteita, joilla on laaja-alaista

biologista aktiivisuutta seké farmakologisia ominaisuuksia. (Fewer et al. 2009.)

Monet syanobakteerien tuottamista yhdisteistd, kuten mikropeptiinit, syanopeptoliinit,
oscillapeptiinit ja aeruginosiinit, ovat proteaasi-inhibiittoreita. Yleisesti ottaen sykliset
peptidit ovat rakenteellisesti yleisimpid tyyppeja, mutta myds muunlaisia rakenteita,
kuten lineaarisia peptideitd, guanidiineja, polyketideja, alkaloideja, fosfonaatteja tai
puriineja, on Idydetty. (Namikoshi & Rinehart 1996.) Monia inhibiittoreita voidaan hy6-

dyntéda kaupallisesti biosideina eli torjunta-aineina hyonteisia ja rikkakasveja vastaan.

—
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Syanobakteeritoksiinit ovat epastabiilimpia kuin vastaavat synteettiset torjunta-aineet,

eivatka ne kerdanny ymparistoon. (Rastogi & Sinha 2009.)

Chroococcales -ryhman syanobakteerien metaboliatuotteet ovat potentiaalinen antibi-
oottisten yhdisteiden lahde. Nailld yhdisteilla on inhiboivia ominaisuuksia prokaryootti-
sia soluja kohtaan ja apoptoottista aktiivisuutta eukaryoottisolulinjoihin, mik& korostaa
naiden organismien merkitysta potentiaalisina farmakologisina aineina. Syanobakteeri-
en antibakteerisen aktiivisuuden on huomattu kohdistuvan p&dasiassa gram-
positiivisiin bakteereihin. Suurin osa gram-negatiivisista bakteereista on vastustusky-
kyisid ympariston myrkyllisille aineille, johtuen niiden ulomman solukalvon lipopolysak-
karidikerroksesta. (Rastogi & Sinha 2009.)

Suurin mielenkiinto kohdistuu talla hetkelld sydpasoluja tuhoaviin yhdisteisiin. Etenkin
maalla elavat syanobakteerit, kuten Nostoc sp., nayttaisivéat tuottavan antituumoriaali-
sia yhdisteitd. Naista esimerkkind depsipeptidi kryptofysiini, joka on paitsi antifungaali-
nen yhdiste (sienten kasvua estava yhdiste), myos tehokas sytotoksiini. Kryptofysiinit
ovat peptolideja, ja niistd on yli 25 eri varianttia sek&a useita synteettisia- tai puolisyn-
teettisia yhdisteitd. Kryptofysiini sitoutuu tubuliiniin (globulaarinen proteiini) ja hairitsee

sen toimintaa, miké johtaa sy6pésolun apoptoosiin. (Sivonen & Bérner 2008.)

Useilla syanobakteerimetaboliiteilla on osoitettu olevan antiplasmodiaalista aktiivisuut-
ta. Oscillatoria -suvusta eristetyt yhdisteet venturamidi A ja B ovat osoittaneet vahaista
mikromolaarista aktiivisuutta antimalariaalisissa analyyseissa. Myds Symploca -
suvusta eristetty yhdiste Symplocamidi A toimii aktiivisesti malariaa aiheuttavaa para-
siittia vastaan. Lisaksi Symplocamidi A on osoittanut korkeaa sytotoksisuutta sy6-

pasoluja kohtaan in vitro -kokeissa. (Rastogi & Sinha 2009.)

Nostoc -suvun syanobakteerista eristetty alkaloidi nostokarboliini on potentiaalinen
koliiniesteraasi -inhibiittori. TAm& entsyymi on kohdistettu Alzheimerin taudin hoitoon.
(Rastogi & Sinha 2009.)

Tutkimukset ovat osoittaneet, ettd syanobakteerit tuottavat monia lupaavia aineita bio-
tekniseen ladketuotantoon tai ladkekandidaateiksi. Tosiasia on kuitenkin, etta naiden
aktiivisten yhdisteiden biotekninen tuotanto ei viela ole taloudellisesti mahdollista ja
lupaavampien tulosten saamiseksi tarvitaan kehittyneempia toimintatapoja. (Rastogi &

Sinha 2009.) Tulevaisuuden perusta nopeammalle uusien sekundaaristen metabo-

—
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liatuotteiden loytamiselle rippuu myds laajemmasta syanobakteeritoksiinien roolien
tunnistamisessa elainten seka ihmisten akuuteissa ja kroonisissa terveysongelmissa
(Charpy & Larkum 1999: 483).

Taulukko 1.  Joitakin yleisia syanobakteerien sekundaarisia metaboliatuotteita ja niiden bio-
tekniset sovellukset (Rastogi & Sinha 2009).

Yhdiste Lahde Biologinen aktiivisuus
Venturamidi A, B Oscillatoria sp. Antimalariaalinen
Nostokarboliini Nostoc sp. Antimalariaalinen,

koliiniesteraasi-inhibiittori

Symplocamidi A Symploca sp. Antimalariaalinen, sytotoksinen
Sulfolipidit Lyngbya lagerhimii, Anti-HIV
Phormidium tenue
Aeruginosiini Microcystis, Nodularia, Seriiniproteaasi-inhibiittori
Oscillatoria
Nostocine A Nostoc spongiaeforme Antibioottinen
Cyanovirin Nostoc ellipsosporum Anti-HIV, antiviraalinen

3.2 Biomassasta polttoainetta

Biopolttoaineiden tutkimisessa ei ole kysymys vain oikeanlaisen biomassan I6ytamises-
td ja sen muuntamisesta bioenergiaksi. Myds biopolttoainetuotannon sivutuotteille on
I6ydettava taloudelliset ja ymparistondkdkohdat tayttava kayttotarkoitus. Monet tdméan-
hetkisista hiilidioksidivapaista energiantuotantosysteemeista (ydinvoima, tuuli- ja vesi-
voima) on suunniteltu sdhkodntuotantoon, joten biopolttoaineet ovat suuren kiinnostuk-

sen kohteena. (Parmar et al. 2011.)

Maissin, sokeriruo’on ja palmudljyn kayttd biopolttoainetuotannossa on jossain maarin
ongelmallista ekosysteemin kaventumisen ja ruoan hinnan nousun johdosta. Sen si-
jaan useilla mikro-organismeihin perustuvilla vaihtoehdoilla on mahdollista tuottaa suu-
ria maarid uusiutuvaa energiaa ilman haittoja. Syanobakteerit voivat muuntaa jopa 10
% aurinkoenergiasta biomassaksi fotosynteesin avulla. Tavallisemmat energiaviljely-
kasvit sokeriruoko ja maissi, saavuttavat vain 1 % tuoton. Fotosynteettiset mikro-

organismit, kuten syanobakteerit ja mikrolevat, voitaisiin mahdollisesti valjastaa biopolt-
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toaineen tuotantoon seka taloudelliset ettd ymparistondkokohdat huomioon ottaen.
(Parmar et al. 2011.)

Syanobakteereilla ja mikrolevilla on monia etuja perinteisiin energiaviljelykasveihin ver-
rattuna. Syanobakteerit voivat kayttdd vettd elektronin luovuttajana fotosynteesissa ja
hytdyntaa vedenlahteena meri-, murto-, jate- ja makeaa vetta. Liséksi niiden kasvuti-
heys on suuri ja niiden tuottavuus eekkerid kohden on huomattava verrattuna tavallisiin
maakasveihin. Biopolttoaineen lisaksi ne tuottavat arvokkaita sivutuotteita, kuten lan-
noitteita, karotenoideja, antioksidantteja, biopolymeereja seka bioaktiivisia yhdisteita.
(Parmar et al. 2011.)

Syanobakteereista saatu biomassa voidaan kayttdd suoraan syOteaineena. Biomassa
voidaan muuntaa anaerobisesti metaaniksi (biokaasuksi). Syanobakteerit kykenevét
anaerobisen fermentaation kautta erittAmaan myds glukoosia ja sakkaroosia, jotka voi-
daan muuntaa bioetanoliksi. Lipidit puolestaan voidaan muuntaa biodieseliksi. Biodie-
selia on yleensa tuotettu Oljykasveista, kuten rapsista ja soijapavuista. Mikrolevat ja
syanobakteerit ovat kuitenkin maapallon tehokkaimpia biologisia 6ljyntuottajia ja moni-
puolinen biomassan l&dhde. Voidaan siis todeta, etta syanobakteereilla on merkittavaa
potentiaalia tulevaisuuden vaihtoehtoisena energiamuotona. Biomassan muuntaminen

biopolttoaineeksi on esitetty kuviossa 8. (Parmar et al. 2011.)

—
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3.3 Jateveden kasittely

Jateveden kasittely on ollut ensimmaisia biopuhdistukseen liittyvia sovelluksia ja edel-
leen tehokas menetelma saasteiden hallinnassa. Mikrolevien, syanobakteerien ja jate-
veden bakteereiden yhteistoiminta parantaa jatteen stabilointialtaiden toimintaa seka
orgaanisen materiaalin, ravinneaineiden ja patogeenien poistoa (taulukko 2). Syano-
bakteerit lisdavat myos hapen maaraa jatevedessa, jolloin erillista ilmastusta ei tarvita.
(Subashchandrabose et al. 2011.)

Taulukko 2.  Joidenkin syanobakteerien, mikrolevien ja bakteerien yhteistoiminnan tehokkuus
ravinneaineiden poistoon jatevedesta (Subashchandrabose et al. 2011).

Syanobakteeri/ Bakteeri Jateveden lahde Ravinneaine ja sen

mikroleva poiston tehokkuus

Spirulina platensis

Sulfaattia pelkistavé

bakteeri

Nahkatehtaan jatevesi

Sulfaatti 80 %

Chlorella vulgaris

Azospirillum brasilense

Synteettinen jatevesi

Ammoniakki 91 %
Fosfori 75 %

C. vulgaris Jateveden bakteerit Esik&sitelty jatevesi Fosfori 86 %
Typpi 99 %
C. vulgaris Alcaligenes sp. Polttoainetehtaan NH"; 45 %

jatevesi

Fenoli 100 %

C. sorokiniana

Jateveden bakteerit

Fosfori 31.5 %

Sikalan jatevesi
Typpi 22 %

3.4 Ravitsemus

Mikrolevat ja syanobakteerit, kuten Nostoc commune ja Spirulina sp., ovat toimineet
ravinnonlahteina eri puolilla maailmaa, erityisesti Aasiassa ja Afrikassa. Levat sisalta-
vat runsaasti proteiinia, kivennaisaineita ja vitamiineja. Niita kaytetddn padasiassa ter-
veysvaikutteisina elintarvikkeina seka ravintolisind. Levista valmistetaan myds muun
muassa agaria ja karrageenia. Intiassa useita typpea sitovia syanobakteereita kasvate-
taan ja kerdtdan istutettaviksi riisiviljelmille typpilannoitteeksi. (Charpy & Larkum 1999:
507; Rissanen 1999: 18.)
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Agar on yleisnimitys levista eristettavalle polysakkaridille. Agarin laatu ja pitoisuus riip-
puvat etenkin sen fyysis-kemiallisista ominaisuuksista, mutta myds ympariston rajoituk-
sista. Matalalaatuista agaria kaytetdan elintarvikkeissa, kuten kuorrutteissa, hyyteldis-
sa, makeisissa ja hedelmdmehuissa. Teollisuuden sovelluksia ovat paperin paallystys,
tekstiilien véarjays seka liimat ja sideaineet. Laadultaan keskitasoista agaria kaytetaan
biologisissa kasvualustoissa, tableteissa ja kapseleissa sekd antikoagulanttina. Kaik-
kein korkealaatuisinta agaria kaytetddn molekyylibiologisessa erottelussa, kuten elekt-

roforeesissa ja geelikromatografiassa. (Cardozo et al. 2007.)

Karrageenit ovat sekalainen ryhma erilaisia veteen liukenevia sulfatoituja polysakkari-
deja. Niitd kaytetdan agaria laajemmin emulgointi- ja stabilontiaineina monissa elintar-
vikkeissa, kuten vanukkaissa, jaateldissa, hilloissa, salaatinkastikkeissa, hyytel6issa
seké lihatuotteissa ja lemmikkieldinten ruoissa. Karrageenilla on liséksi potentiaalisia
farmaseuttisia kayttdmahdollisuuksia antikoagulanttina seka lisaksi antituumoriaalisia-

ja antiviraalisia ominaisuuksia. (Cardozo et al. 2007.)

—
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4 Tydn taustaja tavoitteet

Helsingin Yliopiston syanobakteeritutkimusryhmén erdéné tavoitteena on I0ytéda uusia
syanobakteerien tuottamia sekundaarisia metaboliatuotteita. Ta&mén tavoitteen saavut-
tamiseksi yllapidetddan HUCC (Helsinki University Cyanobacterial Culture collection) -

kantakokoelmaa sek& hankitaan uusia kantoja erityisesti Suomen luonnosta.

Naytteitd keratdén pintavesistd, merenpohjasta ja pinnoilta, kuten kalliolta. Naytteita
voidaan ottaa myos esimerkiksi kotiloiden kuorista. Naytteet siirrostetaan kahdelle eri-
laiselle maljalle, joista toisen viljelyolosuhteet vastaavat Itdmeren ja toisen murtoveden
olosuhteita. Maljoja viljellddn huoneenlammdsséa. Kasvatettuja naytteita tarkastellaan
mikroskoopilla, ja 16ydetyt syanobakteerit siirrostetaan uudelle maljalle. Nain saadaan
aikaan puhdasviljelma ja lopulta akseeninen (vieraista mikro-organismeista vapaa)
viljelm& kantakokoelmaan. Puhdasvilielmaa yllapidetddn nesteviljelmisséd. Saadusta
biomassasta tehd&én uutteita, joista testataan, havaitaanko niissa biologista aktiivisuut-
ta jossakin koeasetelmassa. Biologinen aktiivisuus voi olla esimerkiksi antifungaalinen
eli sienten kasvua estéva vaikutus. Taman jalkeen uutteen yhdisteet erotellaan korkean
erotuskyvyn nestekromatografilla (HPLC, High Performance Liquid Chromatography) ja
naytteen yhdisteet kerataan erilleen fraktioina. Keratyista fraktioista selvitetdan, onko

niilla bioaktiivista vaikutusta. (Jokela 2012.)

Taman tyon tarkoituksena oli massakasvattaa syanobakteerikantoja, joiden on todettu
tuottavan bioaktiivisia yhdisteitd, seka puhdistaa naita yhdisteita. Tavoitteena oli 160ytaa
sellaiset parametrit, joilla puhdistettavat yhdisteet erottuvat toisista yhdisteista, eivatka

retentioajat kasva lilan suuriksi.

Syanobakteerikannasta XPORK 5A eristettavda yhdistetta kutsutaan nimelld L1. Sen
rakenne on toistaiseksi tuntematon. L1 -yhdistetta puhdistetaan milligrammamittakaa-
vassa NMR -analyysia seka bioaktiivisuustesteja varten. Yhdisteen monoisotooppinen
massa on 1389 Da, joten NMR -analyysia varten tarvitaan noin 5 — 10 mg mahdolli-
simman puhdasta yhdistettd. L1 on antifungaalinen yhdiste, josta voisi mahdollisesti
kehittyad l1ahtéyhdiste (drug lead) l1&ddkeainekehitykselle. (Jokela 2012.)

UK2alm1l -kannasta eristettava yhdistettd kutsutaan nimelld L2. Se on syklinen peptidi,

joka sisaltdd metyyliproliinia. Yhdisteen monoisotoppinen massa on 1215 Da. Metyyli-
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proliini on harvinainen aminohappo, ja tavoitteena on I0ytda sen avulla uusia sekun-
daarisia metaboliatuotteita. Yhdisteen antileukeemista ja anti-inflammatorista (tuleh-
dusta estava) aktiivisuutta on tutkittu, mutta toistaiseksi varsinaista bioaktiivisuutta ei

ole ilmennyt. (Jokela 2012.)

Syke 748A -kannasta eristettava yhdiste kuuluu hassallidiinipeptideihin. Se on fungisi-
di, joka estaa Candida albicans -hiivan kasvua. Tulevaisuudessa yhdiste voisi mahdol-
lisesti toimia niin sanottuna drug lead -yhdisteend. Yhdisteen rakennetta on selvitetty
alustavasti Johanna Vestolan pro gradu - tutkielmassa (Vestola 2011). Yhdisteen tar-
kan rakenteen selvittamiseksi sitd tulisi puhdistaa noin 5 — 10 mg NMR -analyysia var-
ten. (Jokela 2012.)

FSN -kannasta tehty uute ei ollut tAman tyon alkaessa enaé raakauute, vaan se oli jo
kerran puhdistettu nestekromatografi-massaspektrometrilla (LC-UV-MS). Kyseessa oli
siis uudelleenpuhdistus, jonka tarkoituksena oli tuottaa mahdollisimman puhdas yhdis-
te, nostoginosiini A (kuvio 9), josta NMR -analyysin avulla voidaan mitata puuttuvat
signaalit, jotka ovat valttamattomia rakenteen ratkaisemisen kannalta. Aiemmin tutkittu

nayte sisélsi epapuhtauksia, jotka haluttiin poistaa.

Nostoginosiini A
HO g

Kuvio 9. Nostoginosiini A:n oletettu rakenne (Jokela 2012).

Nostoginosiini A:n rakenteen oletetaan olevan kuten aeruginaosiinilla yhta erikoisamino-
happoa lukuun ottamatta (kuvio 10). Aeruginosiini on Microcystis- ja Planktothrix -lajien
tuottama seriiniproteaasi-inhibiittori. Nostoginosiini A on yhta tehokas trypsiini-
inhibiittori kuin kaupallisesti saatavilla oleva leupeptiini, joten siitd voisi kehittyd joko

drug lead molekyyli tai sité voitaisiin kayttaa tutkimusreagenssina. (Jokela 2012.)
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Kuvio 10. Esimerkki aeruginosiinin rakenteesta (Aeruginosiini 2010).

5 Materiaalit ja menetelmat

5.1 Kannat ja kasvatus

Kaytetyt syanobakteerikannat XPORK 5A ja UK2alm1l saatiin Helsingin yliopiston Elin-
tarvike- ja ymparistttieteiden laitoksen syanobakteeritutkimusryhman HUCC -
kantakokoelmasta. XPORK 5A -kanta on eristetty naytteesta, joka on keratty ItAmeres-
td Porkkalanniemeltd. UK2alml on eristetty jAkalasta. Syke 748A — nayte on saatu
Suomen Ymparistokeskukselta ja Nostoc sp. FSN — kanta on eristetty Iranista saadus-
ta ymparistonaytteestd, joka on keratty riisipellolta Golestanin provinssista vuonna
2003. (Jokela 2012.)

XPORK 5A -kannan pakastekuivatut solut saatiin valmiina kantakokoelmasta.
UK2alml -kantaa kasvatettiin Z8 -alustalla, johon liséttiin hivenaineliuosta. Alustan ja
hivenaineliuoksen koostumus on esitetty liitteissd 1 ja 2. Massakasvatukset tehtiin 5
litran erlenmeyerpulloissa, joihin alustaa liséttiin kuhunkin noin 2,7 litraa. Alustaa kupli-
tettiin hiilidioksidikaasulla 15 min ja steriloitiin autoklavoimalla 15 min 120 °C:ssa. Pul-
loihin asetettiin lisdksi steriloitu 5 ml:n pipetti, jossa silikoniletku seké steriloitu suodin
(Millipore Millex-FG Filter unit g 0,2 pm) ilmastusta varten (kuvio 11). Autoklavoinnin
jalkeen pulloihin siirrostettiin laminaarikaapissa noin 200 ml aiemmin kasvatettua
UK2alml — kannan nesteviljelmaa. Viljelmia kasvatettiin huoneenlammdssa noin kol-
men viikon ajan ilmakuplituksella ilman ravistelua. Valonl&hteen& toimivat loisteputkiva-
laisimet (Airam Daylight 5000 Deluxe, L 58 W — 950), joita ei sammutettu kasvatuksen

aikana. UK2alml -kantaa kasvatettiin yhteensa nelja 17 x 2,7 litran eraa.
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Syke 748A -kantaa viljeltin 2,7 litraa Z8 -alustalla samoissa olosuhteissa kuin
UK2alml — kantaa.

Kuvio 11. Massakasvatusviljelmia

Kasvatus paatettiin lopettamalla ilmastus ja yhdistamalla kahden erlenmeyer pullon
sisaltd yhteen pulloon. Pullot asetettiin kallelleen pdydalle ja biomassan annettiin las-
keutua pullon pohjalle. Ensimmaisen eran solut kerattiin viikon kuluttua siita, kun pullot
oli jatetty poydille. Toisen eran solut kerattiin kolmen tunnin kuluessa ja 3. ja 4. erén
solut noin vuorokauden kuluttua. Aluksi biomassasta poistettiin suurin osa nesteesta
lapolla. Sitten biomassa sentrifugoitiin 15 min 7000 x g ja ylimaarainen neste poistettiin
dekantoimalla ja pipetoimalla. Biomassa siirrettiin muovirasiaan ja pakastettiin. Solut ol
tarkoitus pakastekuivata, mutta nain ei tehty, koska pakastekuivain rikkoutui.

5.2 Naytteiden esikasittely

XPORK 5A -kannan pakastekuivatut solut esikasiteltin kuvion 12 mukaisesti. Syke
748A- ja FSN -kantojen biomassat olivat valmiiksi esikéasiteltyja uuttamalla ja haihdut-
tamalla. Haihdutusjaénnokset liuotettiin analyysia varten eluentilla.
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Punnitaan 1 g soluja

50 ml:n muoviseen Falcon

4

Lisatadn 34 ml metanolia,

-putkeen

solujen hajotus homogeni-

saattorilla (SilentCrusher M, -«

Heidolph Instruments)
3x20-30s

4

Sentrifugointi 10 min
10 000 x g

4

Supernatantti mittalasiin, ]

toistetaan prosessi x 1

4

Haihdutus paineilmalla yon yli

4

Liuotus 5 ml:aan eluenttia
(10:1 ACN, 0.1 % HCOOH),
allassonikointi 10 s ja sentrifu-

gointi 5 min 20 000 x g

4

Liuotinfaasi talteen, toistetaan

edellinen vaihe x 1

4

HPLC

Kuvio 12. XPORK 5A -kannan pakastekuivattujen solujen esikasittely.
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5.3 Yhdisteiden puhdistus

5.3.1 HPLC

Yhdisteiden puhdistus tehtiin korkean erotuskyvyn nestekromatografilla (HPLC), jonka
avulla naytteen sisaltamat yhdisteet eroteltiin toisistaan. Normaali- ja kd&anteisfaasines-
tekromatografiassa yhdisteiden poolisuus vaikuttaa siihen, kuinka voimakkaasti erotet-
tavat yhdisteet tarttuvat stationdariseen faasiin. Stationaarifaasin ollessa pooliton poo-
littomat yhdisteet tarttuvat silhen voimakkaasti ja pooliset heikosti. (Jaarinen & Niiranen
2005: 140, 142; Jokela 2012)

Analyyseisséa kaytetyt kolonnit on pakattu poolittomalla silikaan sidotulla C18 -faasilla.
Eluenttina kaytetty asetonitriili (ACN) on vettd poolittomampi orgaaninen liuotin. Va-
hennettdesséa orgaanisen liuoksen maaraa eluentissa saadaan resoluutio paremmaksi,
mutta talldin myds retentioajat kasvavat. Resoluutio kuvaa piikkien erottumista toisis-
taan. Retentioaika on aika, joka kuluu mittauksen aloituksesta siihen, kun yhdiste paa-
tyy detektorille. Mitd suurempi retentioaika, sitd kauemmin yhdiste viipyy kolonnissa ja
sita pidempi on analyysiaika. Jos retentioaika on liian lyhyt, yhdiste tulee ulos kolonnis-
ta nopeasti eikd yhdiste ehdi erottua kunnolla toisista yhdisteistd. Tama ilmenee kro-
matogrammissa esimerkiksi kaksoispiikkein& eli piikkein&, jotka ovat sulautuneet osit-
tain yhteen. Kromatogrammi kuvaa naytteen yhdisteiden aiheuttamia muutoksia mitat-
tavassa signaalissa (UV/TIC, UltraViolet/Total lon Chromatogram) ajan funktiona. Iso-
kraattisessa ajossa eluentin koostumusta ei muuteta ajon aikana. Gradienttiajossa
eluenttia muutetaan lineaarisesti tai portaittain. (Jaarinen & Niiranen 2005: 142 - 143,
154; Wahlsten 2012; Jokela 2012)

53.2 LC-UV-MS

Syke 748A -nayte analysoitin HPLC:n lisaksi nestekromatografi-massaspektrometri -
laitteistolla, jossa on UV -detektori (LC-UV-MS). Massaspektrometrin ionilahteessa
yhdiste ionisoidaan joko positiiviseksi tai negatiiviseksi ioniksi. Pilkkomisvaiheessa io-
nisoituneen molekyylin sidokset katkeavat ja molekyyli-ioni pilkkoutuu neutraaleiksi ja
ionisiksi fragmenteiksi. Varautuneet fragmentit ohjataan sahko6- ja magneettikenttaan,
jossa fragmentit erotellaan toisistaan niiden massa-varaussuhteen (m/z) mukaan. Tuo-

teionimassaspektrin piikkien sijainnista ndéhdééan, minka massaisiin osiin molekyyli on

—
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hajonnut, ja piikkien korkeudesta kay ilmi niiden suhteellinen maéara. Taméan pohjalta

voidaan paéatella yhdisteen rakenne. (Jaarinen & Niiranen 2005: 122; Jokela 2012.)

5.3.3 XPORK 5A

HILIC -kolonni (150 x 2 mm, partikkelikoko 5 um, huokoskoko 200 A, Phenomenex,
USA) eluoitiin isokraattisesti 0.2 ml min™ eluentilla, jonka koostumus oli 10 % ammoni-
umformiaatti (liuotin A) ja 90 % asetonitriili (liuotin B). Esikasitelty nayte injektoitiin 100
pl:n erissa kolonniin. Puhdistetava yhdiste L1 keréttiin kolonnista retentioajalla 14.9 —

22.0 min (kuvio 13) ja keréatty liuos kuivattiin paineilmalla.

Osittain puhdistettu yhdiste L1 liuotettiin asetonitriilin ja kolonni eluoitiin isokraattisesti
1 mlmin™ 62.5 % A -liuoksella ja 37.5 % B -liuoksella.

5.3.4 Syke 748A

Kuivattu nayte liuotettin 1 ml:aan eluenttia (suhteessa 8:2 asetonitriilia ja 0.1 %
HCOOH:n vesiliuosta), sonikoitiin ja sentrifugoitiin 5 min 20 000 x g. Sentrifugoinnin
jalkeen nayte siirrettiin lasiseen ampulliin. Luna C8(2) -kolonni (150 x 4.6 mm, partikke-
likoko 5 um, huokoskoko 100 A, Phenomenex, USA) pestiin 95 % asetonitriililla ja ta-
sapainotettiin 80 % asetonitriililla. Kolonni eluoitiin isokraattisesti 1:1 muurahaishapon
0.1 % vesiliuoksella (liuos A) ja 100 % asetonitriililla (liuos B). Taman jalkeen etsittiin

sopivat parametrit, joilla piikit erottuvat hyvin (taulukko 3).

Taulukko 3.  Naytteiden optimoidut HPLC -parametrit

NAYTE XPORK 5A Syke 748A FSN
Kolonni HILIC c8 C18
Injektiotilavuus 75 ul 100 pl 40 ul
Virtausnopeus 1 ml min™ 5mlmin* 0.75 ml min™
Liuos A 62.5 % HCOOH (0.1 %) | 60 % HCOOH (0.1%) | 82.5 % TFA (0.1 %)
Liuos B 37.5% ACN 40 % ACN 17.5% ACN

Taman jalkeen kolonni vaihdettiin halkaisijaltaan suurempaan (g 10 mm). Kolonni pes-
tiin 95 % asetonitriililla ja virtausnopeutta nostettin 1 ml -> 5 ml aina 1 ml kerrallaan.
Kolonni tasapainotettin 40 % asetonitriililla, jonka jalkeen ajettiin ndyte. Naytteesta

kerattiin fraktio retentioajalla 16.6 — 17.6 min (Kuvio 17).

—
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Kaanteisfaasiuuttopatruunan (Strata C18, Phenomenex, USA) hiiliketjut aktivoitiin aja-
malla sen lapi 10 ml metanolia ja tasapainotettin 10 ml:lla 20 % asetonitriilia. C8 -
kolonnista keratyt fraktiot ja eluentti laimennettin 1:1 Milli-Q -vedelld ja ajettiin kiin-
teéfaasiuuttopatruunan lapi. Lopuksi patruunan lapi ajettiin 10 ml 20 % asetonitriilia ja
kolonnia kuivattiin paineilmalla noin 30 min. TAman jalkeen kolonnin I&pi ajettiin 10 ml
metanolia, joka kerattiin lasiseen koeputkeen. Nayte kuivattiin vakuumisentrifuugissa ja
liuotettiin eluenttiin (suhteessa 40:60 ACN ja 0.1 % HCOOH:n vesiliuos), minka jalkeen
nayte ajettin HPLC:lla kayttden Luna C8(2) -k&anteisfaasikolonnia (g 10 mm, pituus
150 mm, 5 ym, 100 A, Phenomenex, USA) ja taulukon 3 parametreja. Fraktiot kerattiin
talteen retentioajalla 16.6 — 17.6 min ja operaatiot toistettiin kunnes koko nayte oli kasi-
telty. Puhdistetun fraktion puhtaus analysoitiin LC-UV-MS -laitteella. Ajoparametrit on

koottu taulukkoon 4.

Taulukko 4.  Anabaena hassallidiini -yhdisteen LC-UV-MS -ajoparametrit

lonivaraus Positiivinen
lonilahde ESI (ElectroSpray lonisation)
Kuivauskaasulampdtila 325°C

Sumuttimen kaasunpaine 15 psi
Kuivauskaasun virtausnopeus 51 min®

HV -kapillaari (High Voltage) 5000V
Pyyhkaisyalue 300 -2200 m/z
Injektion&ytetilavuus 5ul

Eluentin virtausnopeus 0.150 ml min™

Liuos A 70 % HCOOH (0.1 %)
Liuos B 30 % ACN
Pysaytysaika 49 min
Tasapainotusaika 11 min

Vakuumisentrifuugissa kuivattu nayte liuotettiin metanoliin, punnittiin ja kuivattiin uudel-
leen vakuumisentrifuugissa. Kuivauksen jalkeen nayte jalleen punnittiin. Tyhjalle kont-

rolliampullille suoritettiin samat operaatiot.
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5.3.5 FSN

Kuivattu nayte liuotettiin eluenttiin (12.5 % ACN + 87.5 % trifluorietikkahapon 0.1 %
vesiliuos), allassonikoitiin ja sentrifugoitiin 5 min 20 000 x g. Luna C18(2) -kolonni (150
X 4.6 mm, 5 um, 100 A, Phenomenex, USA) eluoitiin isokraattisesti 17.5 % ACN ja 82.5
% TFA (0.1 %). Etsittiin sopivat parametrit, jolla piikit erottuvat hyvin (taulukko 3). Frak-

tiot kerattiin talteen retentioajalla 13.4 — 16.0 min (kuvio 22).

6 Tulokset ja tulosten tarkastelu

6.1 Kasvatus

Neljasta viljellystd UK2alm1l -erastad yksi menetettiin, silla solut hajosivat, koska niita ei
keratty riittdvan nopeasti pullojen yhdistdmisen ja ilmastuksen lopettamisen jalkeen.
Solujen hajoaminen johtuu kasvatusolosuhteiden muutoksesta (ilmastuksen ja valais-
tuksen lopettaminen) sek& vieraiden mikro-organismien paasysta kasvatusalustoihin.
Solujen hajoaminen todettiin kasvatusalustan varjaantymisesta sinivioletiksi. Syano-
bakteerit siséaltavat fykosyaniini -nimista vériainetta, joka sitoo auringonvaloa syanobak-
teerien yhteyttdessa. Sininen vériaine vapautuu soluista niiden kuollessa ja véarjaa kas-
vatusalustan. (Rissanen 1999: 30.) My6s 3. ja 4. eran soluista osa ehti hajota, mutta

biomassa kerattiin talteen siitd huolimatta.

Solujen hajoamisen vaikutuksia puhdistettavan yhdisteen saantoon ei voitu tutkia, silla
kylmakuivain rikkoutui ennen kuin biomassa saatiin kuivattua. Samasta syystd myds-
kdan Syke 748A -kannasta kasvatettua biomassaa ei voitu tutkia ja puhdistus tehtiin

valmiiksi esikasitellysta naytteesta.

—
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6.2 Puhdistus ja optimointi

6.2.1 XPORK 5A

Puhdistettava yhdiste L1 keréattiin kolonnista retentioajalla 14.9 — 22.0 min (fraktio A,
kuvio 13). Piikki oli poikkeuksellisen leveé ja epadsymmetrinen, joten yhdisteen oletettiin
sisaltavan epapuhtauksia.

1800 A??nnm

1600
1400
1200
Fraktio A
1000
A
800 [ )

600 A \
400 \
200 ~

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
) 5 10 15 20 25 min

-200

Kuvio 13. XPORK 5A:n metanoliuutteen HPLC-UV (220 nm) -kromatogrammi. Ajo-olosuhteet on
kuvattu taulukossa 3.

Keratty fraktio A ajettiin uudelleen HPLC:Il& ja ensimmaisen injektoinnin (75 pl) jalkeen
tarkasteltiin kromatogrammin 3D -kuvaajaa, josta selvitettiin epapuhtauksien retentio-
ajat (kuvio 14). 3D -kuvaajan (x = aika, y = absorbanssi, z = UV -ilmaisimen aallonpi-
tuus) avulla nahdaéan, onko yhdisteen mukana eluoitunut samaan aikaan pienemman

signaalin antavia yhdisteitd, jotka néakyvat varsinaisen yhdisteen takana.
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Kuvio 14. XPORK 5A:n kannasta puhdistetun L1 -yhdisteen 3D -kuvaaja, jossa epapuhtaudet
nakyvat yhdisteen antaman signaalin takana matalina kohoumina.

Mikali epapuhtauksien signaalit ovat heikosti havaittavissa, voidaan 3D -kuvaajan li-
saksi tarkastella Isoplot -kuvaajaa (Kuvio 15). Isoplot -kuvaaja kuvaa piikkien intensi-
teettia varien avulla. Mitd vahvemman signaalin yhdiste antaa, sitd tummemman pu-
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Kuvio 15. XPORK 5A:n kannasta puhdistetun L1 -yhdisteen Isoplot -kuvaaja. Mitd vahvemman
signaalin yhdiste antaa, sitd tummemman punaisena alue nékyy. Ep&apuhtauksien
signaalit on merkitty kuvaan nuolilla.

Seuraavista injektoinneista keréttiin fraktiot B, C ja D retentioajoilla 7.2 — 8.9 min, 9.4 —
10.1 min ja 10.9 — 12.4 min (kuvio 16). Fraktiot B, C ja D ovat tutkittavaa yhdistettd L1
ja epapuhtaudet ovat fraktioiden véleissa.
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Kuvio 16. Esipuhdistetun L1:n (fraktio A) HPLC -kromatogrammi. Uudet fraktiot B, C ja D kerat-
tiin valttden L1 piikin sisaltamid epapuhtauksia 3D - ja Isoplot -kuvaajien avustuksella.
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6.2.2 Syke 748A

Uutteesta kerattiin hassallidiinin sisaltava fraktio retentioajalla 16.6 — 17.6 min (kuvio
17).

2200
A220nm
1700 -
1200 -
700 |
200 J \ {\
) 5 10 15 min 20

-300

Kuvio 17. Syke 748A:n HPLC-UV -kromatogrammi. Nuoli osoittaa hassallidiinin Anabaena -
varianttipiikin sijainnin kromatogrammissa. Ajo-olosuhteet on kuvattu taulukossa 3.

Syke 748A -naytteesta puhdistettua hassallidiinin Anabaena -varianttia saatiin 1.28 mg.
Maara on hieman liian pieni, jotta sen rakenne voitaisiin selvittda luotettavasti NMR -
analyysilla. Tama hassallidiinimolekyyli on kooltaan suuri (monoisotooppinen massa
1863 Da), joten tarkan rakenteen selvittdmiseksi puhdasta yhdistetta tarvitaan 5 — 10

mg.

Puhdistetun hassallidiinin totaali-ionikromatogrammista (TIC) nahdaan, ettd yhdisteen
puhdistus HPLC:II& onnistui hyvin (kuvio 18). Spektrissa ndhdaan vain yhdisteen tuot-
tama piikki eiké epapuhtauksia ole havaittavissa.
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Kuvio 18. Hassallidiinin totaali-ioni (TIC) -kromatogrammi. Kromatogrammi siséltaa vain aikava-
lilla 27 — 27.8 min eluoituvan hassallidiinin Anabaena -variantin piikin (1), joka osoit-
taa, ettd puhdistettu yhdiste ei sisélla kaytetyissa olosuhteissa ionisoituvia epapuhta-
uksia.

Massaspektrid tulkitessa haetaan ensin molekyyli-ionia vastaava piikki. Hassalidiinin
protonoituneen molekyyli-ionin massa on m/z 1864.9 (kuvio 19). Spektrin suurimmalle
piikille annetaan arvo 100 %, johon muiden piikkien koot suhteutetaan. Sen jalkeen
pyritdén Idytamaan sopiva neutraalin osan lohkeama, jolla suurin piikki voidaan selit-
tdd. Neutraalin osan massa on molekyyli-ionin massan ja suurimman piikin massan
erotus. Samaan tapaan selvitetddn muiden lohjenneiden ionien ja neutraalien kappa-
leiden massat. (Jaarinen & Niiranen 2005: 130; Jokela 2012.)

—
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Kuvio 19. Hassallidiinin Anabaena -variantin protonoitunut molekyyli-ioni m/z 1864.9 ja natrium-
addukti m/z 1886.9. Kuviossa esitetty spektri on laajennus alueella m/z 1863 — 1891
kuviossa 21 esitetysta massaspektrista.

Hassallidiinin Anabaena -variantin massaspektri on esitetty kuviossa 20. Siitd ndhd&aan

yhdisteen sisaltdmien glykosidiosien irtoaminen natiivimolekyylistd, ja seurauksena

syntyvat ydinpeptidi-ioni m/z 1283.8, ionit m/z 1529.9 ja m/z 1661.9, vastaavat natrium-

adduktit seka muutamat muut hassallidiinin pilkkoutumisesta muodostuneet ionit. TAma

summaspektri edustaa koko puhdistettua hassallidiinin Anabaena -varianttipreparaatin

aikaansaamaa kromatogrammipiikkid 1 (kuvio 18). Koska spektrissa ei esiinny merkit-

tavid muista yhdisteista perdisin olevia ioneja, se osoittaa, ettéd yhdisteen puhtausaste

on hyva. (Jokela 2012.)

—
/7/
Metropolia



34

Intensé 1. +MS, 27.0-28.7min
x10°7]
6 1887.9

1529.9

1283.8

1661.9

880.3

952.4

1415.8

oL A -L o ) L%

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 m/z

Kuvio 20. Hassallidiini Anabaena -variantin m/z 1864 MS' summamassaspektri aika-alueella
m/z 27 — 28.7 min ja massa alueella m/z 1200 — 2000. Esitetty massaspektri edustaa
kuviossa 18 esitetyn kromatogrammin hassallidiini Anabaena -variantin piikkia 1.
Ydinpeptidia edustaa ioni m/z 1283.8. loni m/z 1529.9 edustaa ydinpeptidia ja yhta
glykosidiyksikk®a, diasetyyliheksoosia (m/z 1283.8 + 246.1 Da = m/z 1529.9). loni
m/z 1661.9 edustaa ydinpeptidia ja kahta glykosidiyksikkod, diasetyyliheksoosia ja
pentoosia (m/z 1529.9 + 132 Da = m/z 1661.9). loni m/z 1864.9 edustaa ydinpeptidia
ja  kolmea  glykosidiyksikkoa, diasetyyliheksoosia, pentoosia ja  N-
asetyyliheksosamiinia (m/z 1661.9 + 203 Da = m/z 1864.9).

Kuviosta 20 nahd&an hassallidiini Anabaena -variantin m/z 1864 MS* summamassa-
spektri aika-alueella m/z 27 — 28.7 min ja massa alueella m/z 1200 — 2000. Esitetty
massaspektri edustaa kuviossa 18 esitetyn kromatogrammin hassallidiini Anabaena -
variantin piikkia 1. Ydinpeptidia edustaa ioni m/z 1283.8. loni m/z 1529.9 edustaa ydin-
peptidid ja yhtd glykosidiyksikkod, diasetyyliheksoosia (m/z 1283.8 + 246.1 Da = m/z
1529.9). loni m/z 1661.9 edustaa ydinpeptidid ja kahta glykosidiyksikkdd, diasetyyli-
heksoosia ja pentoosia (m/z 1529.9 + 132 Da = m/z 1661.9). loni m/z 1864.9 edustaa
ydinpeptidia ja kolmea glykosidiyksikk6d, diasetyyliheksoosia, pentoosia ja N-
asetyyliheksosamiinia (m/z 1661.9 + 203 Da = m/z 1864.9). (Jokela 2012.)
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Kuvio 21. Hassallidiini Anabaena -variantin massaspektri MS* kuviossa 18 esitetyn kromato-
grammipiikin 1 intensiteettimaksimista alueella m/z 1200 — 2000, johon on merkitty
yhdisteen siséltamien glykosidiosien neutraalimassat 246 Da (diasetyyliheksoosi),
132 Da (pentoosi) ja 203 Da (N-asetyyliheksosamiini) sek& natriumadduktit.

Kuviossa 21 on esitetty hassallidiini Anabaena -variantin massaspektri MS* kromato-
grammipiikin 1 (kuvio 18) intensiteettimaksimista alueella m/z 1200 — 2000, johon on
merkitty yhdisteen siséltdmien glykosidiosien neutraalimassat 246 Da (diasetyylihek-
soosi), 132 Da (pentoosi) ja 203 Da (N-asetyyliheksosamiini) seka natriumadduktit

(protonoituneen ja natriumaddukti -ionin vélinen massaero on 22 Da). (Jokela 2012.)

6.2.3 FSN

Esipuhdistettu nostoginosiini A uudelleenpuhdistettiin HPLC:II&. Nostoginosiini A eluoi-
tui retentioajalla 13.4 — 16.0 min (kuvio 22). Piikin epasymmetrinen muoto osoittaa ero-
tuskolonnin ylikuormittumisen (piikki nousee kohtisuoraan ylds ja laskee loivemmin
alas). Tama ei kuitenkaan estényt yhdisteen puhdistusta. Kromatografia-ajoista keratyt

fraktiot kerattiin yhteen, jotka tuottivat puhdistetun nostoginosiini A -yhdisteen.

—

i

Metropolia



36

800
Az15nm
700
600
500
400
300
200
100

0

-100

Nostoginosiini A

\

\
\
\

v

\

10

15

min 20

Kuvio 22. FSN -naytteen HPLC-UV (215 nm) — kromatogrammi. Ajo-olosuhteet on kuvattu tau-

Insinddritydn kokeellisen osuuden paatyttya puhdistettua yhdistettd kaytettiin nosto-

ginosiini A:n NMR -analyysissd, jonka avulla yhdisteen lopullinen rakenne saatiin var-

mistettua kuviossa 9 esitetyn kaltaiseksi. Rakenteen varmistuttua tuloksista tehty kasi-

kirjoitus lahetettiin joulukuussa 2012 arvioitavaksi kansainvéliseen vertaisarvioituun

Journal of Natural Products -lehteen.
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7 Yhteenveto

Insin6oritydssa puhdistettiin neljin syanobakteerikannan tuottamia bioaktiivisia yhdis-
teitd. Tyon tarkoituksena oli l16ytaa sellaiset parametrit, joilla yhdisteet erottuvat hyvin
eivatka retentioajat kasva liian suuriksi. Tulevaisuudessa bioaktiivisista yhdisteista voi-
daan mahdollisesti kehittaa laékkeita seka tutkimuksen apuna kaytettavia solureagens-

seja.

Tutkimukset koostuivat syanobakteerikantojen kasvatuksesta, biomassasta tehtyjen

uutteiden nestekromatografisista maarityksista ja yhdisteiden puhdistuksesta.

Bioaktiivisia yhdisteitd oli tarkoitus puhdistaa milligrammamittakaavassa bioaktiivisuus-
testeja sekd NMR -analyysié varten, jotta saataisiin selville yhdisteiden rakenne. T&t&
varten UK2alml -kantaa kasvatettiin Z8 -alustalla kolmen viikon ajan, jonka jalkeen
solut kerattiin talteen ja pakastettiin. XPORK 5A -kannan solut saatiin valmiiksi kuivat-
tuina yliopiston HUCC -kantakokoelmasta. Syke 748A- ja FSN -kantojen solut olivat
valmiiksi esikasiteltyja. Naytteet ajettiin HPLC:I14, ja ajo-olosuhteita muutettiin sen mu-

kaan, miten hyvin yhdisteet erottuivat toisistaan.

Yhdisteiden retentioajat saatiin optimoitua valille 7.2 — 22.0 min ja piikit erottuivat hyvin.
Mahdollisten epapuhtauksien retentioaikoja selvitettiin tarkastelemassa yhdisteen 3D -
kuvaajaa. Osa epapuhtauksista eluoitui samaan aikaan yhdisteen kanssa, eika niita
kaikkia saatu taydellisesti puhdistettua. Todettiin, ettd kuivattuja soluja olisi pitanyt
punnita uuttoa varten enemman, silla yhdistetta ei saatu puhdistettua riittavasti LC-UV-
MS -analyysid varten. UK2alm1l -kannan tuottamaa yhdistetta ei voitu puhdistaa, silla

kylméakuivain rikkoutui ennen kuin biomassa saatiin kuivattua.
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Liite 1
1(1)

Z8 -kantaliuosten valmistus

Kantaliuos Z8l

NaNO; 46.7 g
Ca(NO3), * 2 H,0O 3.7¢9
MgSO, ¢ 7H20 25¢g
H.0 11

Kantaliuos Z8lI

KoHPO, ¢ 3 H,O 419
Na,CO; 2.1 g
H,O 11

Kantaliuos Z8llI

Fe —liuos:

FeCl; » 6 H,O 2.8¢
0.1 N HCI 100 ml
EDTA — liuos:

EDTA 3.99¢
0.1 NaOH 100 ml

Sekoitetaan 10 ml Fe -liuosta noin 900 ml:aan deionisoitua vetta. Lisataan 9.5 ml
EDTA -liuosta. Taytetddn 1000 ml:aan deionisoidulla vedella.
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Liite 2
1(1)

Hivenaineliuoksen valmistus

1. NaWO, * 2 H,0 0.33 g/ 100 ml
2. (NH4)sM07024 * 2 H,0 0.88 “
3. KBr 1.20 ¢
4. KJ 0.83
5. ZnSO, 7 H,0 2.87"
6. Cd(NOs); * 6 H,O 2.87"
7. Co(NOs); * 6 H,O 1.46 ¢
8. CuSO,*5 H,0 1.25"
9. (NH4):Ni(SO4)z * 6 H,0 1.98"
10. Cr(NOs); * 9 H,0 0.41"
11.V,0s 0.089
12. Aly(SO4):K,S0, » 24 H,0 474"
13. HsBO, 31.0"
14. MnSO, * H,0 16.4"

Valmistetaan kantaliuokset. Sekoitetaan 1 ml liuoksia 1 — 10 ja 12 sekd 10 ml liuoksia
11 ja 13 noin 700 ml:aan deionisoitua vetta. Taytetddn vedella 1000 ml:aan. Sailytys

valolta suojattuna, ruskeassa pullossa.

Z8 -alustan valmistus

Sekoitetaan kantaliuoksia Z8I — 11l 0.47 | kutakin noin 42 |:aan deionisoitua vetta. Lisa-
taan hivenaineliuosta 0.047 | ja taytetddn 47 l:aan deionisoidulla vedelld. Kuplitetaan
alustaa hiilidioksidiaasulla noin 15 min ja steriloidaan autoklavoimalla 5 litran erlen-

meyerpulloissa.
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