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Sissejuhatus

Ladnemere karpidest on perspektiivne vesiviljeldav liik so6dav rannakarp (liikide Mytilus edulis ja
M. trossulus hibriid). Eesti rannikumere madala soolsuse ja suhteliselt aeglase kasvukiiruse tottu
jaavad siinse so6dava rannakarbi mootmed vaiksemaks ja koda 6hemaks kui Lédnemere ladneosas voi
Pdhjameres kasvavate rannakarpide omad. Karbikasvatuse saaki saaks koristada umbes iga kahe aasta
tagant, karbi maksimaalne saavutatav pikkus on ~2,5 cm.

Majanduslikult tasuva karbikasvanduse arendamise {ihe osana on vajalik tegeleda ka toorme
vaaristamisega, et kdnealune vesiviljelus oleks jatkusuutlik. Vaikesemodduliste karpide kasutamine
otse inimtoiduks on keeruline ja seetdttu inimeste toidulaual ka vahendutud, mistdttu on selge vajadus
selle biomassi vaaristamiseks labi teistsuguste aspektide. Rannakarbi biomass sobib vaetise, kala-,
looma- ja linnusddda tootmiseks, kuid see vdiks olla ka kérgema lisandvaartusega, farmaatsia- ja
kosmeetikatoostuse toodete tooraineks.

Kuna madalas soolsuses kasvanud s6ddava rannakarbi biomassi alaseid teadustéid ja uuringuid on
piiratud arvul, siis ei ole ka piisavalt informatsiooni, kuidas v&iks Eestis kasvatusliinidelt kogutud
rannakarpe efektiivselt kasutada ning milliste juba kasutusel olevate biomassidega vdiks rannakarp
konkureerida.

Toitevaartuslikust aspektist on oluline valja selgitada konealuse biomassi keemiline koostis —
mineraalse komponendi osakaal, valkude sisaldus, nende aminohappeline koostis, gliikogeeni ja
lipiidide sisaldus (sh dokosaheksaeenhappe, DHA ja eikosapentaeenhappe, EPA osakaalud). Biomassi
fraktsioneerimise otstarbekus erinevateks komponentideks oleneb nende sisaldusest biomassis ja
tootluste energiamahukusest (sh to6tluse mdéjust erinevatele komponentidele).

Naiteks rannakarbi biomassist saaks vaartuslikku kalasdota kui sellest eemaldada enamus mineraalset
osa (peamiselt kodadest parinev kaltsiumkarbonaat) ja liha koostises olev gliikogeen. Viimast ei suuda
hasti seedida IGhilased, kuid seda kasutatakse biokeemias nukleiinhapete sadestajana ning
kemikaalina m&nedes teistes spetsialiseeritud laboriuuringutes.

Kuna tdnapdevane kalas66t sisaldab (iha suurenevas koguses taimseid komponente, mis ei pruugi
maitseomadustelt kalale sobida, on aktuaalseks muutunud atraktantide lisamine kalasdota.
Rannakarbi liha ja selle kogubiomassist parinevad ekstraktid v8ivad toimida mitmetele rédvkaladele
just selliselt. Liha/ekstrakti efektiivsus maitseparandajana s6ltub nende aminohappelisest koostisest,
valkude/peptiidide molekulmassist ja aminohapete esinemist vabal kujul. Vees lahustumatut ja kodade
kiiljes olevast lihast saab valke ja aminohappeid vabastada naiteks ensliiimtootlusega, mida hiljem on
vOimalik taiendavalt fraktsioneerida.

Mitmed rannakarbi biomassis esinevad komponendid véivad omada prebiootilist toimet, st vdimet
soodustada organismile kasulike (probiootiliste) mikroorganismide kasvu ning samaaegselt inhibeerida
patogeenseid mikroobe. Prebiootiliselt vdivad toimida nii sahhariidid kui ka valgud, toime maaravad
otseselt ara nende ainete molekulaarstruktuuri isedarasused ning molekulmass.

Kdesoleva t66 eesmargiks on selgitada voimalusi Lddnemere tingimustes kultiveeritud sdéddava
rannakarbi biomassi vaaristamiseks, vottes aluseks biomassi ja sellest saadavate preparaatide
keemilise koostise karakteristikud.



1. Rannakarp

Rannakarpide keemilise koostise kvaliteedinaitajad (sh toitevadartus ja ohutus) on peamiselt mdjutatud
Umbritsevast kasvukeskkonnast. Eesti rannikumere madala soolsuse ja suhteliselt aeglase kasvukiiruse
tottu jadvad siinsete s6odavate rannakarpide médtmed vaikseks, maksimaalne saavutatav pikkus on
~2,5 cm. Saaki kasvandustest saaks umbes iga kahe aasta tagant.

Eesti lahialadel, Lati rannikuvetes kasvanud rannakarbi keemilist koostist on uuritud 2013. aastal
EcoMussel projekti (Baltic Ecomussel 2003) raames. Leiti, et rannakarbi valgusisaldus oli ~20-31% liha
kuivkaalust ning selle sisaldus s6ltub nagu rasvasisalduski (7—18 % liha kuivkaalust) kudemisperioodist
ja aastaajast. Soojal perioodil voib rasvade sisaldus olla kordades kérgem kui talvel. Mdned autorid on
viidanud fosfolipiidide ja saasteainete PAH ja PCB sisalduse omavahelisele seosele (Gonzalez et al.
2006; Capuzzo, Leavitt 1988).

Teiste hiljutiste uuringute (Naik, Hayes 2019; Adler 2021) pdhjal on rannakarbi kuivliha tuhasisaldus
~10-12%, valgusisaldus ~55-59 %. Sahhariidide osakaal karbi liha kuivkaalust v&ib olla kuni 22,5%,
lipiide ~7%. Vorreldes teiste loomalihadega on rannakarbi liha niiskusesisaldus vaga kdrge (80-82%).

Tagalahe karbikasvatusest parineva sd6dava rannakarbi (liikide Mytilus edulis ja M. trossulus hibriid,;
Wenne et al. 2020) keemilist koostist vOiks vGrrelda ka sarnase liigi, randkarbi (Dreissena polymorpha),
omaga, eriti isendite puhul, mis on kasvanud Ladnemere madala soolsusega vetes. 2017. aastal
valminud SA Keskkonnainvesteeringute Keskuse projekti (Lauringson, Veber 2017) raames teostati
Parnu lahes kasvatatud randkarbi keemilise koostise anallitsid. Leiti, et karbiliha on madala
kalorsusega (53 kcal/100 g margkaalu kohta), kuna sisaldab vahe rasva (1,5-1,9% margkaalu kohta)
ning on korge valgusisaldusega (9,6% margkaalu kohta, ~11% kuivkaalu kohta). Aminohapped
moodustasid valgust 92%. Asendamatuid aminohappeid oli 0,5%, enim sisaldas randkarbiliha
glutamiinhapet (1,9%) ja kdige vahem tsiisteiini (0,1%). Poliikiillastumata rasvhapetest oli esindatud
oomega-3 rasvhapped 0,33 % sisaldusega karbi margkaalu kohta. Randkarbi kuivainesisalduseks saadi
17,3% ja tuhasisalduseks 2,7%. Mineraalainetest sisaldas liha enim kaltsiumit (~3,6 g/kg margkaalutise
kohta). Mikroelementidest oli peamiselt esindatud raud (~72 mg/kg) ja mangaan (75 mg/kg).

Eelmainitud uuringu kdigus analiilsiti ka rannakarpide keskkonnamiirkide (tinaorgaanilised Gihendid,
raskmetallid, kloororgaanilised pestitsiidid, polltsiklilised aromaatsed sisivesinikud, dioksiinid ja
dioksiinilaadsed poliklooritud bifentlid) sisaldusi. Randkarpide karbiliha maérgkaalu kohta jaid
kloororgaanilised pestitsiidid alla labori maaramispiiri 0,005 mg/kg. Keskkonnakvaliteedi piirnormid
jddvad aga koOnealuse Uhendite grupi ainete kohta palju vaiksemaks kui oli kasutatud meetodi
maaramispiir. Dioksiinide ja furaanide ning dioksiinide, furaanide ja PCB-de summaarne
ekvivalentkontsentratsioon (TEQ) lletas rasvas piirnormi, mis on kehtestatud mereorganismidest
toodetud Glidele. Seega ei sobi selline biomass inimtoiduks kasutatava 6li tootmiseks.

Samuti anti aruandes soovitus, et karpide korjeaeg voiks jadda perioodi, kui sinivetikate ditsenguajad
on moodas, s.o hilissligisel voi talvel, sest karbid vdivad sinivetikate Oitsengu ajal sisaldada
sinivetikatest parinevaid toksiine.



2. Materijalid ja metoodika

2.1 Uuringuks kasutatud rannakarbi biomass

Kdesolevas t66s kasutatud rannakarbi biomass parines Ladnemerest, Tagalahe (58,45644N,
22,05452E) rannakarbi kasvatusfarmist 0-3 meetri sigavuselt. Karpe koguti kahel korral,
23. septembril 2020. a ja 23. novembril 2021. a; rannakarpide vanus korjehetkel oli 1-1,5 aastat.

2.2 Hoiustamine

Kogutud biomass pakendati marjalt 1-liitriste portsjonite kaupa plastikkottidesse ning hoiustati kuni
laboratoorsete analiitsideni -20 °C juures.

2.3 Kuivaine ja tuhasisalduse maaramine

Proovide kuivaine ja tuhasisaldused maarati gravimeetriliselt. Proovide kuivatamiseks kasutati
lGofiliseerimist. Enne tuhastamist k&ik proovid kilmkuivatati, seejarel tuhastati muhvelahjus esialgu
550 °C juures 6 tunni jooksul, millele jargnes proovide jahutamine eksikaatoris, kaalumine ning
tdiendav tuhastamine 950 °C juures 3 tunni jooksul.

Rannakarbi ja selle osade (koda ja liha) tuhasisalduse maaramiseks kasutati nii 2020. aastal kui ka
2021. aastal korjatud biomasse, mis sulatati toatemperatuuril, eemaldati biomassis esinenud
téruvahid, vetikad ja tihjad karbikojad. Sorteerimisel eelistati rannakarpe, mis ei olnud kaetud
sammalloomadega.

Sorteeritud rannakarbid loputati demineraliseeritud veega, mille kogus oli vordne kolmekordse
rannakarpide ruumalalise mahuga (st 3 x 500 ml) ning ndrutati. Seejarel sorteeritud rannakarbid
kiilmkuivatati.

Kilmkuivatatud rannakarpidest sorteeriti omakorda valja karbid, mis ei olnud kilmkuivatuse kaigus
avanenud vo0i olid avanenud vahe ning seda osa biomassist kasutati kodade ja liha tuhasuse
maadramiseks. Avanenud karpe ei kasutatud, kuna nendest vdis osa liha kuivainest kiilmkuivatuse
kaigus kojast valja pudeneda.

Tuhasuse madramiseks selekteeritud rannakarbid (40 ja 65 tk) avati 6hukese spaatli abil, samuti
eemaldati sama vahendiga ka koja kiiljest kuivanud liha. Kilmkuivatatud rannakarpide puhul on liha
suhteliselt kergesti koja kiiljest eemaldatav. Kérgel temperatuuril kuivatatud karpide liha seevastu on
koja kiljest raskesti kadttesaadav. Eraldi kogutud rannakarbi liha ja kojad purustati laboratoorses
nugaveskis tsuklitena 3 x 7 sekundit, valtimaks proovi kuumenemist.

2.4 Rannakarbi liha keemilise koostise selgitamine

2.4.1 Valgusisalduse maaramine

Lahustuva valguosa maarati Bradfordi meetodil, kasutades reagenti (Sigma, B6916) vastavalt
tootjapoolsetele juhenditele.



2.4.2 Aminohappelise koostise madramine

Aminohapete sisaldused tuvastati llofiliseeritud ja kriiogeenselt jahvatatud rannakarbi liha voi
lihaekstraktide  proovides, kasutades gaasikromatograafilist meetodit = kombineerituna
massispektromeetrilise detekteerimisega (GC-MS).

Biomassis (sh valkude koosseisus) esinevate aminohapete madramine. 0,02 g kuiva proovi
hidrolidsiti hermeetiliselt suletud klaastuubides 15 h 120 °C juures 2 ml 6 M HCl lahuses.
Hadrollusitud proov kuivatati 95 °C juures ldmmastikuvoolus ning lahustati 2 ml vees.

Vabade aminohapete maaramine. 0,05 g marjale proovile lisati 1,5 ml 0,1 M HCI ning loksutati tugevalt
1400 rpm juures toatemperatuuril 5 min. Seejarel segu tsentrifuugiti 15 min 4 °C juures pooretel 21000
X g ning supernatant sailitati anallilisini temperatuuril -80 °C.

Gaasikromatograafiline analiilis. 100 pl eelnevates etappides saadud aminohappeid sisaldavale
lahusele lisati 250 ul atsetonitriili, loksutati ning tsentrifuugiti 21000 x g juures
3 min. 100 pl supernatanti pipeteeriti kuumuskindlasse korgiga suletavasse Eppendorf tuubi ning lisati
100 ul sisestandardi lahust (5 pg/ml bL-norleutsiini). Proov aurutati lammastikuvoolus kuivaks, lisati 50
ul diklorometaani, loksutati ettevaatlikult ning aurutati taaskord ldmmastikuvoolus kuivaks. Kuivatatud
proovile lisati 100 pl MTBSTFA (Supelco, 77626) ja 100 ul atsetonitriili ning segati hoolikalt. Segu
kuumutati 100 °C juures 1 h, misjarel tsentrifuugiti 15 min 4 °C juures pooretel 21000 x g, viidi 200 pl
mahuga prooviviaali. Viaalis olevat lahust tsentrifuugiti veelkord 2000 rpm juures 5 min ning seejarel
anallisiti GC-MS meetodil.

Aminohapete kontsentratsioonid maarati Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra gaasikromatograafi
sisteemiga, kasutades massidetektorit (MS) ning ranitaidisega kapillaarkolonni Phenomenex Zebron
ZB-5MS (30 m x 0,25 mm, kihipaksus 0,25 um). Kandegaasina kasutati heeliumi voolukiirusel 1 ml/min.
Proovi sisestusseade opereeris 280 °C juures, kasutati 2 mm sisediameetriga sirget lainerit. MS
detektor to6tas temperatuuril 325 °C, ioonallikas 300 °C juures. Skaneeringute vahemik oli m/z = 25—
500, proovi sisestamine toimus split reziimis (jaotusvool 100), proovi sisestusruumala oli 0,5 pl.
AnaltUsiprogrammis hoiti kolonni 2 min valtel 100 °C juures, seejarel tdsteti temperatuur 5 °C/min 298
min juurde ja hoiti seal 25 min. Kvantifitseerimine toimus analiditiliste standardite (Supelco A6407,
A6282) kaudu.

2.4.3 Gliikogeeni sisalduse mdaramine

Gliikogeeni sisaldus tuvastati llofiliseeritud ja kriiogeenselt jahvatatud rannakarbi liha voéi
lihaekstraktide proovides, kasutades leeliselist ekstraktsiooni ja spektrofotomeetrilist tuvastamist
fenool-vaavelhappe reagendi abil.

Proovide ettevalmistus. 0,001-0,005 g luofiliseeritud karbiliha asetati keeratava korgiga Eppendorf
tuubidesse, lisati 100 pl 30% KOH vesilahust, segati ettevaatlikult ning kuumutati termoloksutajas
99 °C juures 20 min (1000 rpm). Seejarel jahutati segu jadvannis, lisati 150 pl 96% etanooli ja segati
intensiivselt 2000 rpm juures. Proovid asetati 15 minutiks termoloksutajasse 99 °C juurde (1000 rpm),
seejarel jahutati ja analliUsiti spektrofotomeetriliselt.

Spektrofotomeetriline analiilis. Eelmises etapis valmistatud proovidele lisati 1250 pl
demineraliseeritud vett ning segati intensiivselt 2000 rpm juures. 60 ul saadud lahust pipeteeriti uude
2 ml suurusesse Eppendorf tuubi ja lisati 180 pl vett. Segu loksutati tugevalt 2000 rpm juures ning lisati



20 pl 80% fenooli vesilahust. Seejdrel lisati automaatpipetiga kiirelt 1200 pl kontsentreeritud
vadvelhapet (happejuga suunati otse lahusekihi keskele). Proovi segati intensiivselt vorteksil, lasti
seejarel 30 minutit toatemperatuuril seista, valati polimetiilmetakrilaadist (PMMA) pool-mikro
kivetti ning mdddeti neelduvus 490 nm juures. Mootmised teostati, kasutades vordluskiivetis puhast
vett. Glikogeeni kvantifitseerimiseks kasutati austritest parinevat gliikogeeni standardainet (Sigma,
G8751).

2.4.4 Lipiidide ja rasvhapete sisalduse maaramine

Lipiidide lildsisalduse tuvastamine. Lipiidide sisaldus tuvastati luofiliseeritud ja kriiogeenselt
jahvatatud rannakarbi liha vOi lihaekstraktide proovides, kasutades ekstraktsiooniks
kloroform:metanool (2:1, v/v) segu. 0,3 g homogeniseeritud lihapulbrit asetati klaasist katseklaasi ja
lisati 1 ml metanooli ning 2 ml kloroformi. Saadud suspensiooni loksutati tugevalt 90 sekundi valtel
ning seejarel inkubeeriti 40 °C juures ultrahelivannis 30 min. Seejarel lisati 1,25 ml 2% NaCl vesilahust
ning 1,25 ml kloroformi ning loksutati tugevalt. Proovi tsentrifuugiti 1700 x g juures 20 minutit ning
kloroformikiht viidi klaasist Pasteuri pipeti abil eelnevalt kaalutud klaasist ekstraktsioonituubi.
Orgaanilised solvendid eemaldati kuivatamisel lammastikuvoolus ning proovi kuivmass (karbidli)
valjendati lipiidide protsentuaalse sisaldusena algmaterjali suhtes.

Rasvhapete metiiiilestrite valmistamine. Valmistati rasvhapete metidilestrid (FAME), mille sisaldused
kvantifitseeriti gaasikromatograafilisel meetodil. Klaasist katseklaasi kaaluti ligikaudu 0,05 g eelmises
etapis saadud karbidli, lisati 1,5 ml 5% vaavelhappe lahust metanoolis. Segu kuumutati 1 h 50 °C juures
vesivannil, seejuures iga 15 minuti jarel 6rnalt 30 sekundi valtel loksutades. Seejarel jahutati tuubid jaa
ja vee segus ning proovidele lisati 1 ml vett ning 1,5 ml heksaani. Seejarel loksutati segu tugevalt ning
lasti kihistuda. Ulemine kiht viidi klaasist Pasteuri pipeti abil uude klaastuubi, aurutati
lammastikuvoolus kuivaks ning lisati 500 pl heksaani. Proove sdilitati GC analttsini -20 °C juures.

Rasvhapete sisalduse maaramine. Eelmises etapis saadud rasvhapete metilestrid kvantifitseeriti
Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra gaasikromatograafi slisteemiga, kasutades massispektromeetrilist
detektorit ning ranitdidisega kapillaarkolonni Phenomenex Zebron ZB-5MS (30 m x 0,25 mm,
kihipaksus 0,25 um). Kandegaasina kasutati heeliumi voolukiirusel 30 cm/s. Proovi sisestusseade
opereeris 280 °C juures. MS detektor tobtas temperatuuril 325 °C, ioonallikas 300 °C juures.
Skaneeringute vahemik oli m/z = 25-500, proovi sisestamine toimus split reziimis (jaotusvool 100),
proovi sisestusruumala oli 1 pl. Anallisiprogrammis tosteti kolonni temperatuur 160 °C juurest
2,5 °C/min 260 min juurde, seejarel 5 °C/min 298 °C juurde ja hoiti seal 15 min. Tulemused viljendati
massiprotsendina kogu identifitseeritud rasvhapete suhtes. Rasvhapete identifitseerimiseks kasutati
PUFA-2 (Sigma, 47015U) ja 38 FAME Mix (Supelco CRM47885) standardite segu.

2.5 Lihavalgu hidroliiiisi efektiivsuse hindamine spektrofotomeetriliselt

Rannakarbi lihavalgu ensliiimtootluse efektiivsuse kiireks ja esialgseks hindamiseks kasutati
o-ftaaldialdehiilidi (OPA) meetodit, mis vdéimaldab spektrofotomeetri vahendusel hinnata lahuses
esinevate vabade aminohapete ja peptiide hulka. OPA-meetodi kohaldamiseks kdnealuse t66 katsete
tarvis kasutati peamiselt Nielsen et al. (2001) poolt véljatootatud meetodit. Enstimaatilise hiidrolldsi



hindamiseks antud t66 raames kasutati neelduvuse muutust algproovi suhtes voi ekvivalenti (%)
L-seriini suhtes.

100 ml reagendi valmistamiseks kasutati jargnevaid koguseid ja etappe:

Lahus A: 3,81 g dinaatriumtetraboraat dekahiidraati (booraks) ja 0,1 g naatriumdodets(tlsulfaati (SDS)
lahustati ~75 ml demineraliseeritud vees ja viidi tle 100 m| mddtekolbi.

Lahus B: 0,07836 g o-ftaaldialdehiilid (OPA) lahustati 2 ml 96% etanoolis ja viidi kvantitatiivselt Gle
lahusesse A.

Lahus C: 0,088 g pL-ditiotreitool (DTT) lahustati ménes milliliitris demineraliseeritud vees ja viidi
kvantitatiivselt Gle lahusesse A+B. Lahuse nivoo viidi kolvi mddtejooneni demineraliseeritud veega.

Saadud reagenti hoiustati pimedas.

Spektrofotomeetriline analiilis. Polimetiilmetakrilaadist (PMMA) pool-mikro kiivetti pipeteeriti
10 pl proovilahust ja seejarel 1690 pl reagenti. Neelduvus moddeti Shimadzu UV-1800
spektrofotomeetriga 340 nm juures tapselt 2 minuti méddudes.

2.6 Rannakarbi biomassi fraktsioneerimine

Antud katses kasutati 2020.a korjatud rannakarbi biomassi. Teostati kaks fraktsioneerimist (variant | ja
variant 1l), mis md&lemad sisaldavad kolme peamist to6tlustappi: mehhaaniline fraktsioneerimine,
biomassi ensiimaatiline hidroliiiis ja sellest saadud vees lahustuva proovi fraktsioneerimine
ultrafiltratsiooni teel. Fraktsioneerimised erinevad Uksteisest alaetappide arvu ja kasutatud biomassi
koguste poolest.

Selguse mottes on fraktsioneerimisetapid tahistatud numbritega ning visualiseeritud parema lilevaate
saamiseks joonisel 1 ja tabelis 1.

2.6.1 Mehaaniline fraktsioneerimine
Variant |

1) ~1 kg (~1,8 L) kilmutatud rannakarpe pesti suurel plastiksGelal moni minut ~20 °C voolava
kraaniveega kuni kdik rannakarbid olid Uksteisest lahti sulanud. (= ,Pestud norutatud karbid®)

2) Seejarel norutati karpe ~15 min soelal.

3) Karbimassile lisati samas mahuosas toasooja demineraliseeritud vett ja segu homogeniseeriti
blenderiga (Philips ProBlend 6 3D) 3 min maksimumpdooretel.

4) Homogeniseeritud karbimassil lasti paar minutit settida, seejarel dekanteeriti ilemine liharikas
osa. Purustatud sadenenud kojad koguti eraldi. (— ,Purustatud kojad”)

5) Dekanteeritud vedelikku tsentrifuugiti (~300 g kogustes) 4500 x g juures 5 minutit temperatuuril
~15 °C.

6) Fuugijadk ja supernatant eraldati liksteisest. (— ,Supernatant-1“)

7) Fuugijaagile lisati kahekordses massikoguses demineraliseeritud vett, segati tihtlaseks massiks ja
tsentrifuugiti uuesti (~300 g kogustes) 4500 x g juures 5 min temperatuuril ~15 °C.

8) Saadud fuugijaak ja supernatant eraldati Gksteisest. (— ,Supernatant-2“)

9) Fuugijaagile lisati demineraliseeritud vett, et tekiks 50% lahjendus. (— , Fuugijaak-1“)



10) Tekkinud fraktsioonidest madarati kuivaine- ja tuhasisaldused ning pH.

11) Fraktsioonid kilmutati ja hoiustati edasisteks analiisideks -20 °C juures.

Variant Il

1)

2)
3)

4)
5)
6)

7)
8)

~1,17 kg (~2,11 1) ktlmutatud rannakarpe pesti suurel plastiksGelal méni minut ~20 °C voolava
kraaniveega kuni kdik rannakarbid olid liksteisest lahti sulanud. (— , Pestud nérutatud karbid®)
Seejarel norutati karpe ~15 min séelal.

Karbimassile lisati 400 ml (so 4,5 korda vdiksemas mahuosas ja 2,5 korda vaiksemas massiosas kui
pestud rannakarpe) toasooja demineraliseeritud vett ja segu homogeniseeriti blenderiga (Philips
ProBlend 6 3D) 3 min maksimumpooéretel.

Homogeniseeritud biomassi tsentrifuugiti 4500 x g juures 5 minutit temperatuuril ~15 °C.
Fuugijaak ja supernatant eraldati tksteisest. (— ,Supernatant-X“ ja , Fuugijaak-xX“)
,Fuugijaak-X“-le (690 g) lisati 3 korda vdiksemas massikoguses demineraliseeritud vett (so 230 g)
kui saadud fuugijaak ja segati Gihtlaseks massiks.

Tekkinud fraktsioonidest maarati kuivainesisaldused.

,Supernatant-X“  kilmutati ja hoiustati -20 °C juures edasisteks anallilisideks. ,Fuugijaak-X“
kasutati enstiimtdotluse ja ultrafiltratsiooni jaoks.

2.6.2 Ensiimaatiline hiidroliiiis

Variant |

12)
13)

14)

15)
16)

Toatemperatuuril sulatati Gles -20 °C juures hoiustatud rannakarbi mehhaanilise
fraktsioneerimise kaigus saadud , Fuugijaak-1“.

Sulatatud fraktsioonile lisati samasuguses massiosas MQ-vett. (= ,2x lahjendatud Fuugijaak-1)
Veega lahjendatud Fuugijaak-1 (pH 7,86) lisati 1% entiiim subtilisiini (2,4 U/g) bakterist Bacillus
licheniformis (Sigma, P4860) ja proovi ensliimtdddeldi 2 tundi 60 °C juures vesivannis
magnetsegajal.

Enstiiim inaktiveeriti 99 °C juures vesivannil 15 min jooksul. (= , Enstiimtoodeldud proov®)
Inaktiveeritud jahutatud proovi tsentrifuugiti 2x10 min 15 °C juures pooretel 9500 x g. Fuugijaak
ja supernatant koguti eraldi. (= , Fuugijadk-2“ ja ,Supernatant-3)

Variant Il

9)

10)
11)

Rannakarbi mehhaanilise fraktsioneerimise kaigus saadud ,Fuugijadk-X“ (pH 7,80) lisati 0,5%
enliiim subtilisiini (1,2 U/g) bakterist Bacillus licheniformis (Sigma, P4860) ja proovi
ensliimtoodeldi

2,5 tundi 60 °C juures vesivannis magnetsegajal.

Enstitiim inaktiveeriti 99 °C juures vesivannil 15 min jooksul. (— ,Enstiimtéodeldud proov”)
Inaktiveeritud jahutatud proovi tsentrifuugiti 2x10 min 15 °C juures pooretel 9500 x g. Fuugijaak
ja supernatant koguti eraldi. (—, Fuugijaak-2X-g, FC1“ ja ,,Supernatant-X-E, FC2")
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2.6.3 Fraktsioneerimine ultrafiltrimise teel

Variant |

17) Saadud fraktsiooni ,Supernatant-3“  kasutati ultrafiltratsiooniga fraktsioneerimisel.
Ultrafiltratsiooniks kasutati VivaFlow200 PES-membraani 10000 MWCO. Proovi ruumala
vahendati membraaniga 14,5 korda, seejarel pesti retentaati 13-kordse demineraliseeritud vee
kogusega. (— ,UF-Filtraat” ja ,,UF-Retentaat”)

18) Saadud fraktsioonides hinnati OPA-meetodi kaudu lahuses esinevate vabade aminohapete ja/voi
peptiide olemasolu, moddeti pH-vaartused ning maarati kuivaine sisaldus ja tuhasus
(vt Tabel 5 ja 6).

Variant II

12) Proovi ,Supernatant-X-E“ kasutati ultrafiltratsiooniga fraktsioneerimisel. Ultrafiltratsiooniks
kasutati VivaFlow200 HY-membraani 2000 MWCO. Proovi ruumala vahendati membraaniga 4,5
korda, mille kdigus koguti ~25 ml kaupa 10 permeaadi (— ,K-1...K-10“) proovi.

13) Kontsentreeritud retentaati (— , UF-Retentaat-X-konts“) pesti 30 ml demineraliseeritud vee
kogustega 10 korda. Peale iga nn pesuvee lisamist retentaat kontsentreeriti uuesti ja koguti
30 ml permeaati (— ,,P-1...P-10“). Protsessi I6puks saadi proov ,UF-Retentaat-X-konts-pestud®).

14) Saadud permeaatide ja retentaatide puhul hinnati OPA-meetodi kaudu lahuses esinevate vabade
aminohapete ja/vdi peptiide olemasolu. Mdddeti proovide UV neelduvused 280 nm juures,
elektrijuhtivused, pH-vaartused ja kuivainesisaldused (vt Joonis 7).

Tabel 1. Rannakarbi biomassi to6tlemise ja fraktsioneerimise kdigus saadud proovide/fraktsioonide

nimexkiri.
Variant | Variant Il
Etapi nr | Proov / fraktsioon Etapi nr | Proov / fraktsioon
1 Pestud nérutatud rannakarbid 1 Pestud ndrutatud rannakarbid
4 Purustatud kojad 5 Supernatant-X
6 Supernatant-1 5 Fuugijaak-X
8 Supernatant-2 11 Supernatant-X-E
9 Fuugijaak-1 11 Fuugijaak-2X-E
13 2x lahjendatud Fuugijaak-1 12 permeaadid, 10 tk, , K-1...K-10“
15 Enstiimtoodeldud proov 13 UF-Retentaat-X-konts
16 Fuugijaak-2 13 permeaadid, 10 tk, ,P-1...P-10“
16 Supernatant-3 13 UF-Retentaat-X-konts-pestud
17 UF-Filtraat
17 UF-Retentaat

11



Mehaaniline fraktsioneerimine

PESEMINE

(~20 °Cvoolava
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Joonis 1. Rannakarbi biomassi fraktsioneerimise {ildskeem (variant | ja variant I1).



2.6.4 Rannakarbi biomassi happeline hiidroliiiis

Valmistati HCI lahused jargmiste kontsentratsioonidega: 0,01 M, 0,05 M, 0,1 M ja 0,2 M. Kaaluti neli
keeratava korgiga tihja Eppendorf 2 ml mahutavusega tuubi, seejarel lisati neisse ~0,4 g
homogeniseeritud lihamassi (Fuugijadk-1) ja margiti Gles tdpsed kaalutised. Segati omavahel vastavas
kontsentratsioonis soolhappe lahus ja Fuugijadk-1. Segu inkubeeriti 4 h 25 °C juures termoloksutajas
1000 rpm juures. Parast inkubatsiooni proovid tsentrifuugiti (15000 rpm, 3 min). Supernatant
dekanteeriti (visati dra), sadet pesti 1 ml koguse MilliQ veega (pidevalt vortexil loksutades) ja
tsentrifuugiti uuesti. Pesuetappi korratati kokku 3 korda. Sademed jaeti tuubidesse ja llofiliseeriti.
Madrati proovide kuivmassid. Happe tulemusel lahustunud karbikodade kogus tuvastati
gravimeetriliselt.

2.6.5 Rannakarbi liha fraktsioonide puhastamine alkoholsadestuse meetodil

Katses kasutati 2020.a korjatud rannakarbi biomassi. Meetod A puhul Glessulatatud rannakarpe tGheski
tootlusetapis ei kuumutatud, seda tehti meetodis B. Selguse mottes on fraktsioneerimisetapid
tahistatud numbritega ning visualiseeritud parema llevaate saamiseks joonisel 2.

Meetod A

1) ~1kg(~1,8 1) kilmutatud rannakarpe pesti voolava kraaniveega kuni k&ik karbid olid {iles sulanud
ning ndrutati seejarel ~15 min.

2) Karbimassile lisati samas mahuosas kilma (4 ©°C) demineraliseeritud vett ning segu
homogeniseeriti blenderiga (Philips ProBlend 6 3D) 3 min maksimumpddretel.

3) Homogeniseeritud karbimass tsentrifuugiti 10 min 12000 x g juures temperatuuril 4 °C ning
eraldati supernatant ning sade. Supernatandi tdiendavaks puhastamiseks filtriti see
vaakumfiltratsioonil 1abi klaasmembraanfiltri (poorsus P3).

4) Supernatandile lisati kolmekordne mahuosa 96% etanooli, segati, sadestunud materjal eraldati
tsentrifuugimise teel, lUofiliseeriti ja sailitati edasisteks anallisideks (— , fraktsioon A-F1°).

5) Punktis 3 saadud sademele lisati vérdne mahuosa 96% etanooli, segati ning hoiti 24 h 4 °C juures.
Seejarel segu tsentrifuugiti 10 min 12000 x g juures temperatuuril 20 °C ning edasisteks
analldsideks eraldati supernatant (— , fraktsioon A-FEO“) ning sade (— ,,fraktsioon A-FQ), viimane
luofiliseeriti.

Meetod B

6) ~1kg(~1,81)kilmutatud rannakarpe pesti voolava kraaniveega kuni kdik karbid olid tles sulanud
ning norutati seejarel ~15 min.

7) Seejarel valati karbimass samasse mahuosasse keeva vette ning keedeti 15 min.

8) Segu jahutati vesivannis toatemperatuurile ning homogeniseeriti blenderiga (Philips ProBlend 6
3D) 3 min maksimumpd&éretel.

9) Homogeniseeritud segu keedeti veel 15 min ning seejarel tsentrifuugiti 10 min 12000 x g juures
temperatuuril 4 °C ning eraldati supernatant ning sade. Supernatandi taiendavaks puhastamiseks
filtriti see vaakumfiltratsioonil Iabi klaasmembraanfiltri (poorsus P3).

10) Supernatantile lisati kolmekordne mahuosa 96% etanooli, segati, sadestunud materjal eraldati
tsentrifuugimise teel, lUofiliseeriti ja sailitati edasisteks anallisideks (— , fraktsioon B-F1“).

13



11) Punktis 9 saadud sademele lisati vordne mahuosa 96% etanooli, segati ning hoiti 24 h 4 °C juures.
Seejarel segu tsentrifuugiti 10 min 12000 x g juures temperatuuril 20 °C ning edasisteks

analllsideks eraldati supernatant (— ,frakisioon B-FEO“) ning sade (— ,fraktsioon B-FO),
viimane lUofiliseeriti.

PESEMINE
(~20 °Cvoolava
kraaniveega)

= Pestud Demin.vee lisamine
|:(> No?}:!ﬁ%"NE n()'ruta.tud IZ() (50%-line lahjendus)
;| karbid ilm (4)  kuum (8) || KEETMINE
(~15 min)
o H HOMOGENISEERIMINE
Kiilm (A) 4_ (Philips ProBlend 6 3D, 3 min, <}:| iﬁiﬂ!ﬁ:ﬂ:wﬁ
; max podrded)
TSENTRIFUUGIMINE Kuum (B)
(12000x g, 10 min, 4°¢) | T @ """""""
1

super- | fuugi- | . | JAHUTAMINE
natant : jaak (toatemperatuurini) <I‘:| KEETMINE

ﬂ ﬂ (~15 min)

Vaakum-
filtratsioon

g
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vordses mahuosas
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lisamine
3 x mahuosa,
sadestamine

{
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24h4°C
juures

g

TSENTRIFUUGIMINE
TSENTRIFUUGIMINE (12000 x g, 10 min, 20 °C)
(12000 x g, 10 min, 4 °C) 1
. super- ' fuugi-
super- | fuugi- natant ! jaak
natant ! jaak ¢ @
¢ @ A-FE -
@ Kalm- i 0 ) .Kulm-_
kuivatamine B-FEO uivatamine
A-F1 A-FO
ja ja
B-F1 B-FO

g

Joonis 2. Rannakarbi liha fraktsioonide puhastamine alkoholsadestuse meetodil (variandid A ja B).
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2.6.6 Gliikogeenirikka rannakarbifraktsiooni valmistamine

12) ~0,5 kg (~0,8 1) kiilmutatud rannakarpe pesti voolava kraaniveega kuni kdik karbid olid les
sulanud ning norutati seejarel ~15 min.

13) Karbimassile lisati 200 ml kiilma (4 °C) demineraliseeritud vett ning segu homogeniseeriti
blenderiga (Philips ProBlend 6 3D) 3 min maksimumpdoretel.

14) Saadud segule lisati 100 g KOH, segati hoolikalt ning kuumutati 30 min 95 °C juures vesivannil.

15) Segu jahutati kilmal vesivannil kiirelt toatemperatuurile ning tsentrifuugiti 10 min 12000 x g
juures temperatuuril 20 °C.

16) Supernatandile lisati 1,5-kordne mahuosa 96% etanooli ning tekkiv sade eraldati tsentrifuugimise
teel. Leelisejadkide vahendamiseks korrati etanooliga sadestamise protseduuri 3 korda.

17) Seejarel lisati sademele vdike kogus vett ning neutraliseeriti ettevaatlikult 1 M HCIl vesilahusega
kuni happelise reaktsioonini. Lahustunud biopolimeerid eraldati lahusest taaskordse etanooli
lisamise ja tsentrifuugimise teel, misjarel sadestamisprotseduuri korrati veel Uhe korra.
Sadestunud gliikogeenirikas fraktsioon luofiliseeriti (— , fraktsioon A-FG“).

2.7 Rannakarbi fraktsioonide prebiootiliste omaduste selgitamine

Preparaatide prebiootilisi omadusi hinnati kasutades mikroorganisme Bifidobacterium animalis subsp.
lactis ja Cutibacterium acnes subsp. acnes. Selleks kultiveeriti mikroorganisme vedelsé6tmes 37 °C
juures 72 h, suspensiooni optiline tihedus seati lahjendamise teel 0,5 peale ning pipeteeriti
96 silivendiga mikroplaadile. Seejarel lisati rannakarbi preparaatide 0,5% vesilahused ning inkubeeriti
48 h. Bakterite kasvu hinnati kasutades kommertsiaalset mikroorganismide elulemuse tuvastamise
kolorimeetrilist analGlsikomplekti (Abcam, ab284554) vastavalt tootjapoolsele analllsiprotokollile.
Selleks lisati igasse kaevu 10 pl WST/ECS lahust, inkubeeriti pimedas 4 h ning neelduvus 460 nm juures
moddeti mikroplaadilugejaga FLUOstar OPTIMA (BMG LABTECH, San Diego, USA). Elulemus viljendati
protsendina kontrollkatse suhtes.

2.8 Rannakarbi biomassis esinevate madalmolekulaarsete lenduvate ainete tuvastamine

Punktis 2.6.5 kirjeldatud metoodika alusel valmistatud etanoollahustuvates rannakarbi fraktsioonides
(fraktsioon A-FEO ja fraktsioon B-FEO) esinevate lenduvate (hendite tuvastamiseks kasutati
gaasikromatograafilist (GC-MS) meetodit. Selleks pipeteeriti 1 ml uuritavat fraktsiooni klaasist
katseklaasi ning aurutati 40 °C juures lammastikuvoolus kuivaks. Aurutusjaagile lisati 1 ml heksaani
ning loksutati tugevalt. Saadud lahus filtriti 1abi 0,45 pum poorsusega teflonfiltri ning sisestati
gaasikromatograafi slisteemi. Kasutati ZB-5MS kolonni (pikkus 30 m, statsionaarse kihi paksus 0,25 um,
sisediameeter 0,25 mm), mille temperatuuri tdsteti anallsi valtel lineaarselt 180 °C juurest 297 °C
juurde (5 °C/min) ning seejarel hoiti 5 min. Kandegaasi voolukiirus oli 31 cm/s, jaotusvoolu (Split) suhe
50, sisestusseadme temperatuur 250 °C, proovi ruumala 1 pl. Proovides esinevad uhendid
identifitseeriti GC-MS NIST2011 spektritekogu abil ning tGihendi esinemine loeti positiivseks kui see
andis esinemistdendosuseks vahemalt 90%.
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3. Tulemused ja arutelu

3.1 Rannakarbi liha keemiline koostis

Rannakarbi liha on hea valkude ja funktsionaalsete lipiidide (sh oomega-3 rasvhapete) allikas. Lisaks
sisaldab see sageli markimisvaarsetes kogustes gliikogeeni. Soltuvalt liha separeerimise meetodist voib
proovidesse sattuda ka erinev kogus kodadest péarinevat kaltsiumkarbonaati.

Kaesolevas t60s uuriti rannakarbi preparaatide aminohappelist koostist GC-MS meetodil, mis tagas
kdigi uuritavate aminohapete jaoks derivatiseerimisjargselt hea lahutuvuse (Joonis 3). Selgus, et
uuritud rannakarbi liha aminohapete kogusisaldus kuivmassis peale valkude happelist hiidrolidsi oli
vahemikus 44,2-48,2%. Uuritud preparaatide aminohapete profiilid on esitatud tabelis 2 ja joonisel 4.
Tuvastati, et uuritud rannakarbi liha on rikkalik glutamiinhappe, lUsiini, gliitsiini ja leutsiini allikas,
monevorra vaiksemates kogustes esineb selles aspargiinhapet, alaniini ja isoleutsiini. Lihamassis
esinevate vabade aminohapete osakaaluks hinnati 0,02-0,49% ja selle moodustasid peamiselt
glutamiinhape, arginiin ja alaniin. Kuna glitsiin ja alaniin toimivad mitmetele kalaliikidele
atraktantidena, v6imaldavad rannakarbi biomassi baasil valmistatud so6ddalisandid maskeerida
kaladele mitteatraktiivseid so6dakomponente.

o MWM
(b) i,
a MLJ@@M

(c) b

WL@MJ’L\&WUUMQJUUMIWL 1| JJL_,JM@L_JMM MMM%

‘ |
L“J@W&A——JLLMLA_WLJLL@ULI MU‘LMUUJ'JUULJW ULJW I'J'“LM,JLJWU’WJHM’M%W‘MWM

5 10 15 20 25 30 35 40 45

(d) ol

Retentsiooniaeg, min

Joonis 3. Aminohapete profiil rannakarbi biomassi fraktsioonides (GC-MS kromatogrammid). Proovid:
a) seotud aminohapped 2020. a. septembris kogutud rannakarbi lihas, b) seotud aminohapped
2021. a. novembris kogutud rannakarbi lihas, c) seotud aminohapped ja d) vabad aminohapped
enstim subtilisiiniga toodeldud rannakarbi biomassi lahustuvas fraktsioonis (FC2).

Taiendavalt vaadeldi aminohapete profiile ka proteaasté6tluse labinud biomassi vesilahustumatus
(FC1) javesilahustuvas (FC2) fraktsioonis. Lahustumatus fraktsioonis sisaldus aminohappeid vaid 0,11%
proovi kuivmassist, mis naitab, et proovis esines valgulist komponenti vaga vahesel maaral. Selle
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preparaadi peamisteks koostisosadeks olid karbikodadest parinev anorgaaniline komponent, 6lid ja
glikogeen. Seotud aminohapete kogusisaldus enstiliimtoodeldud fraktsiooni lahustuvas osas jai
sarnaselt rannakarbi lihas maaratule 44% juurde. Ka oli selle proovi aminohapete profiil sarnane liha
omale — enim leidus glutamiinhapet, lUsiini, leutsiini ja alaniini.

Vabade aminohapete sisaldus ensliiimtoodeldud biomassi lahustuvas fraktsioonis oli 42,2%. Sellest
vOib jareldada, et proteaasid lagundasid lihas esinevad valgud efektiivselt aminohapeteks. Sellisel viisil
toodeldud fraktsioon ehk rannakarbi hiidroliisaat ei erinenud aminohapete profiili poolest viga
oluliselt lihas maaratud valkude koosseisus esinevate aminohapete omast. Enim leidus ka selles
preparaadis glutamiinhapet, lUsiini, leutsiini ja alaniini. Peamiseks erinevuseks oli aga tirosiini,
triptofaani ja asparagiini suhteliselt rohke esinemine proovis. Need aminohapped vdivad parineda
biomassile lisatud proteaasipreparaadist v6i tuleneda asjaolust, et ensliiimtdotlusega proovi
ettevalmistamisel GC-MS analiiisiks ei kasutatud tootlust korgel temperatuuril tugevalt happelises
keskkonnas.

Tabel 2. Rannakarbi liha ja selle fraktsioonide aminohappeline koostis ning lihamassis ja preparaatides
esinevate vabade aminohapete profiil

Aminohappe sisaldus (%) rannakarbi preparaadi kuivmassis*
Téhis | Aminohape Seotud aminohapped Vabad aminohapped
L-1 L-2 FC1 FC2 L-1 L-2 FC1 FC2

Ala L-alaniin 2,80 3,29 0,01 3,32 | 0,054 | 0,002 | 0,000 | 2,48
Gly Glitsiin 3,34 4,60 0,01 2,98 | 0,025 | 0,001 | 0,000 | 0,59
B-Ala | B-alaniin 0,31 0,24 0,01 0,29 | 0,034 | 0,010 | 0,003 | 0,23
Val L-valiin 2,31 2,65 0,01 2,88 | 0,011 | 0,001 | 0,000 | 1,92
Leu L-leutsiin 3,71 4,38 0,02 3,81 | 0,020 | 0,001 | 0,001 | 3,38
lle L-isoleutsiin 2,41 2,81 0,01 2,67 | 0,011 | 0,001 | 0,000 | 1,85
Pro L-proliin 1,80 2,53 0,00 2,13 | 0,007 | 0,000 | 0,000 | 0,35
Tau Tauriin 0,04 0,03 0,01 0,07 | 0,008 | 0,002 | 0,000 | 0,10
Met | L-metioniin 1,03 1,55 0,00 1,07 | 0,014 | 0,001 | 0,000 | 1,47
Ser L-seriin 1,26 1,71 0,00 1,90 | 0,012 | 0,000 | 0,000 | 1,92
Thr L-treoniin 0,82 1,31 0,00 2,30 | 0,013 | 0,000 | 0,000 | 2,29
Phe L-fentulalaniin 1,86 2,20 0,01 2,00 | 0,012 | 0,001 | 0,000 | 2,54
Asp L-asparagiinhape 3,37 2,85 0,00 2,86 0,012 | 0,000 | 0,000 0,53
Hyp | Hudroksu-L-proliin 0,09 0,12 0,00 0,06 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,00
Cys L-tsUsteiin 0,27 0,30 0,01 0,19 | 0,005 | 0,002 | 0,001 | 0,12
Glu L-glutamiinhape 7,84 7,49 0,00 5,71 | 0,061 | 0,000 | 0,000 | 4,06
Arg L-arginiin 2,34 1,43 0,00 1,01 | 0,068 | 0,000 | 0,000 | 1,60
Asn L-asparagiin 0,01 0,03 0,01 0,09 | 0,002 | 0,001 | 0,001 | 2,82
Lys L-ldsiin 6,32 5,91 0,00 5,85 | 0,022 | 0,000 | 0,000 | 4,64
GIn L-glutamiin 0,00 0,00 0,00 0,01 | 0,010 | 0,000 | 0,000 | 0,57
His L-histidiin 0,89 1,17 0,00 1,19 | 0,026 | 0,000 | 0,000 | 1,61
Tyr L-throsiin 1,42 1,66 0,00 1,56 | 0,020 | 0,000 | 0,000 | 3,21
Trp L-triptofaan 0,00 0,00 0,00 0,01 | 0,039 | 0,001 | 0,000 | 3,84

Kokku: | 44,24 | 48,23 | 0,11 | 43,95 | 0,49 0,02 0,01 | 42,12

* 1-1—-2020. a. septembris kogutud rannakarbi liha; L-2 —2021. a. novembris kogutud rannakarbi liha;
FC1 — ensliim subtilisiiniga to6deldud rannakarbi biomassi lahustumatu fraktsioon; FC2 — ensliiim
subtilisiiniga toodeldud rannakarbi biomassi lahustuv fraktsioon.
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Joonis 4. Rannakarbi liha ja selle fraktsioonide aminohappeline koostis ning lihamassis ja preparaatides
esinevate vabade aminohapete profiil graafiliselt. Tahised on selgitatud Tabel 2 juures.

Lipiidide (rannakarbi &li) tldsisaldus uuritud rannakarbi lihamassis jai vahemikku 6,4—-10,4%, seejuures
oli 6li osakaal suurem novembris kogutud rannakarpide lihas (Tabel 3). Rakendatud kromatograafiline
meetodi andis uuritud biomassi jaoks sobiliku resolutsiooniga tulemuse (Joonis 5), millest selgus, et
rasvhapetest esines 0Olis kdige rohkem palmitiinhapet (16:0), mis moodustas 25,9-29,5% 0l
kogumassist. See on kiillastunud rasvhapetest biomassides ka kdige levinum ning leiab laialdast
kasutamist paljudes valdkondades, eelkdige toiduainetddstuses. Kinnitati ka markimisvaarsete
koguste dokosaheksaeenhappe (DHA —22:6 w3, 8,1-15,1%) ja eikosapentaeenhappe (EPA — 20:5 w3,
7,1-7,4%) esinemine. Rannakarbi liha rasvhapete profiilis tuvastati lisaks suhteliselt suurtes kogustes
eikoseenhapet (20:1 w9, 3,2-4,8%). Varasemad uuringud on naidanud, et Atlandi ookeanis kasvanud
rannakarbi 6lis sisaldub eelnimetatud oomega-3 rasvhappeid monevdrra rohkem: tuvastatud on 20—
22% DHA ning 12—17% EPA sisaldusi (Alkanani 2007).
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Kuna tervislikud oomega-3 rasvhapped DHA ja EPA moodustavad rannakarbi rasvhapete profiilist
olulise osa, vGib rannakarbi voi sellest parinevate 6lirikaste ekstraktide tarbimine vdhendada siidame-
veresoonkonnahaiguste riski. Arvestades &li sisaldust rannakarbi biomassis ning selles leiduvate
kasulike oomega-3 rasvhapete summaarset sisaldust (DHA + EPA), esineb rannakarbi liha kuivmassis
neid rasvhappeid 1,4-1,6%. Oomega-3 rasvhapete paevaseks vajaduseks loetakse kogust 0,1-0,4 g
(Leskanich, Noble 1997), sellele vastav rannakarbi liha kuivpreparaadi kogus on 6-26 g, mis sisaldub
120-520 keskmise suurusega Ladnemere tingimustes kultiveeritud rannakarbis.

Biomassi tootlus ja fraktsioneerimine mdjutavad otseselt saadavate preparaatide lipiidisisaldusi ja
rasvhapete profiili. Enstimaatiliselt (subtilisiiniga) toodeldud rannakarbi biomassi lahustumatus
fraktsioonis (FC1) sisaldus lipiide 6,4%, lahustuva osa kuivjaagis (FC2) aga kdigest 1,2% (Tabel 3).
Saadud fraktsioonide rasvhapete profiilid osutusid aga vaga erinevaks. Kui segu vesilahustumatu osa
koosseisus tuvastati oomega-3 rasvhapete summaarseks sisalduseks vaid 3,4%, siis lahustuvas osas oli
see nditaja 18,3%. Killastunud rasvhapete osakaal viimases oli aga oluliselt madalam. Seetdttu voib
proteaastootiuse teel saadud aminohapete/peptiidide rikast fraktsiooni lugeda hoolimata selles
esineva 0li suhteliselt madalast sisaldusest, tervist toetava rasvhapete profiiliga preparaadiks.
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Joonis 5. Rasvhapete profiilid rannakarbi 6lides (GC-MS kromatogrammid). Proovid: a) septembris
kogutud rannakarbi liha, b) novembris kogutud rannakarbi liha, c) ensiiim subtilisiiniga t66deldud
rannakarbi biomassi lahustumatu fraktsioon (FC1), d) enstim subtilisiiniga t66deldud rannakarbi
biomassi lahustuv fraktsioon (FC2).
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Tabel 3. Rannakarbi dli Gldsisaldus ja selles esinevate rasvhapete profiil

Rt, min Rasvhappe Rasvhappe sisaldus rasvhapete koguhulgast, %
liihend Liha-1 Liha-2 FC1 FC2
8,867 14:0 1,7 3,7 5,0 3,2
11,340 15:0 1,0 1,0 0,4 0,2
14,153 16:0 25,9 29,5 21,6 17,0
13,533 16:1 w7 3,2 12,2 25,8 16,9
20,350 18:0 3,6 1,9 2,1 1,3
19,700 | 18:1 w9 trans 1,8 2,5 3,5 1,8
18:1 w9 cis
19,943 | 18:2 w6 trans 4,9 8,4 17,4 13,8
18:3 w3
19,257 18:2 w6 cis 2,0 4,1 9,3 8,2
25,863 20:1 w9 4,8 3,2 2,2 1,4
25,667 20:2 w6 1,2 1,1 1,0 0,8
24,380 20:4 w6 2,3 1,2 2,9 13,6
24,557 20:5 w3 7,1 7,4 2,5 11,5
30,330 22:6 w3 15,1 8,1 0,9 6,8
Oli sisaldus preparaadi kuivmassis, %
Liha-1 Liha-2 FC1 FC2
6,4 10,4 6,4 1,2

Varasemad uuringud on ndidanud, et Mytilus edulis pehmete kudede gliikogeenisisaldus jaab
vahemikku 10-35% (Zwaan, Zandee 1972). Gliikogeeni sisaldus kdesolevas t60s uuritud rannakarbi
lihas oli keskmiselt ~20%. Seega on Ladnemere tingimustes kultiveeritud s66dav rannakarp hea
glikogeeni allikas ning perspektiivne biomass gliikogeeni vdi gliikogeenirikaste preparaatide saamisel.

3.2 Rannakarbi mineraalse komponendi osakaal

Rannakarbi kuivmassist moodustab liha 15-20% ja koda 82—-85% (Tabel 4). Liha mineraalne osa (~7%)
ja karbonaatide osakaal sellest jadb vorreldes kodade (¥94%) omaga tagasihoidlikuks. Karbonaatide
olemasolu naitab tuhasuste vahe 550 °C ja 950 °C juures tuhastamisel — mida suurem on nende kahe
néitaja vahe, seda rohkem on proovis karbonaatseid Ghendeid.

Vorreldes omavahel 2020. a. korjatud rannakarpe 2021. a. korjatuga, siis 2020. a karbid olid suuremad,
mistottu kulus sama kaalutise saavutamiseks karpe ~1,6 korda vdahem (40 karpi vs 65 karpi) kui
2021. a karpe. Kuivaine mineraalse koostise poolest on need korjed siiski vaga sarnased.
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Tabel 4. Rannakarbi ja selle osade kuivaine tuhasisaldused

Proov Tk | Kuivmassi | Osakaal karbi | Tuhasisaldus | Tuhasisaldus | Tuhasuste
kaalutis kuivmassist 550 °C juures | 950 °C juures vahe
(g) (%) (%) (%) (%)
Rannakarp 2020 | 40 13,82 - 77,5 44,7 32,8
Liha 2020 - 2,48 18 7,6 5,7 1,9
Koda 2020 - 11,34 82 93,6 53,5 40,1
Rannakarp 2021 | 65 13,26 - - - -
Liha 2021 - 2,00 15 6,0 5,5 0,5
Koda 2021 - 11,26 85 94,1 54,0 40,1

3.3 Rannakarbi fraktsioonide iseloomustus

Varasematest rannakarbi biomassi tootlustest on teada, et varskete ja keedetud rannakarpide
homogeniseeritud ekstraktide settimise karakeristikud on erinevad, nt. toore rannakarbi puhul
settivad suuremad lihatikid koos purustatud kodadega eelkdige anuma pdhja, keedetud rannakarbi
puhul tousevad suuremad lihattikid hoopis pinnale. Viimast pGhjustab 6humullikeste kinnijadmine
kuumtoodeldud lihasse, mis omakorda muudab lihtatlikikesi hdlmavate agregaatide tiheduse vee
omast vaiksemaks. Vabade valkude osakaal rannakarbi homogenisaadis on madal, st enamus valkudest
esineb lihaosakeste koosseisus. Valkude ja/vdi aminohapete vabastamiseks lihatikikestest on vajalik
nende keemiline voi ensiimaatiline I6hustamine. Kui eesmargiks on lihavalgust vabastada vaikemaid
peptiide ja/vdi aminohappeid, siis tuleb arvestada asjaoluga, et denatureeritud valgu ensiimaatiline
hiidrolliis on raskendatud, ja seega soojusenergia kulu liha keetmiseks ja lihatlikikeste pinnale
kergitamiseks ei pruugi ara tasuda.

Rannakarbi biomassi mehhaanilises fraktsioneerimises Iahtuti eesmargist, et see oleks voimalikult
lihtne ning tekiks kolm peamist fraktsiooni (Tabel 5): vees lahustumatu (purustatud karbikojad), vees
lahustunud mineraalainetevaene osa ning kdrge mineraalainete sisalduse ja lihatlkikestega fraktsioon.
Viimasest on véimalik enstiimide abil vabastada vaiksemaid peptiide ja/v6i aminohappeid.

Tabel 5. Rannakarbi biomassi ja selle mehhaanilise fraktsiooneerimise saagised, kuivaine- ja
tuhasisaldused.

Nr | Proov / fraktsioon pH | Kuivaine | Kuivaine- Tuhasus Tuhasus | Tuhasuste
saagis sisaldus 550 °C 950 °C vahe (%)
(%) (%) juures (%) | juures (%)
y | Pestud  norutatud | 100 36 77,5 44,7 32,8
rannakarbid
4 | Purustatud kojad - 77 68,5 93,7 53,6 40,1
6 | Supernatant-1 7,13 11 1,8 10,4 6,1 4,3
8 | Supernatant-2 7,44 1 0,7 9,8 7,8 2,0
9 Fuugijaak-1 7,54 11 11,7 62,9 37,8 25,1

Lihavalku hidroliisiva enstitimi valikul lahtuti eelkdige rannakarbi biomassi homogenisaatide
pH-vaartustest, mis jadvad vahemikku ~7-8. St kdige sobilikumad ensiiiimid lihavalgu hidroltsiks on
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aluselises keskkonnas toimivad enslilimid. Happelist keskkonda vajavad enstiiimid kdnealuse biomassi
lihavalgu t66tluseks ei sobi, kuna vajavad kdrge karbonaatide sisalduse t6ttu kange happe lisamist ja
pH sattimist ka ensliimtootluse ajal. Aluselises keskkonnas toimivate enstiimide puhul ei ole tldjuhul
vajalik lisada lahuse pH vaarust muutvaid kemikaale ka ensliimtdotluse ajal, sest karbonaatide
puhverdusvdime tottu plsib pH suhteliselt stabiilsena.

Suuremamahuliseks rannakarbi biomassi fraktsiooni ensliimto6tluseks valiti eelkatsetuste pdhjal valja
aluselises keskkonnas toimiv ensiilim bakterist Bacillus licheniformis (subtilisiin, tuntud ka kui alkalaas),
mis on kill efektiivne, kuid vajab toimimiseks kdorget temperatuuri (60 °C). Ka taielikuks
inaktivatsiooniks on vajalik peaaegu vee keemislahedane temperatuur (99 °C). K&nealuse ensiimi
plussiks voib aga mitte

lugeda valgu hidrolilsimist eelkGige vaiksemateks peptiidideks,

aminohapeteks. Nii on hiidroliisaadile kibeda maitse tekkimise tdendosus on vaiksem.

Tabelist 6 nahtub, et ensiimaatiline hidrolils on olnud efektiivne ja ensllimtootluse tulemusena
muudeti lahustuvaks enamus lihastikikestes olnud valgust ja/voi selle komponentidest. Sademesse jai
peamiselt mineraalainete ja karbonaatide rikas osa ning ultrafiltratsiooniks kasutatud membraani
labilaskepiiriga 10 kDa on labinud enamus peptiididest.

Tabel 6. Rannakarbi biomassi ensiimaatilise hldroltisi ja ultrafiltratsiooni saagised, kuivaine- ja
tuhasisaldused.

Nr | Fraktsioon pH Kuivaine Kuivaine- Tuhasus Tuhasus | Tuhasuste | OPA
saagis (%) sisaldus 550 °C 950 °C vahe (abs)
(%) juures (%) | Juures (%) (%)
2x lahjendatud
13 o 7,86 6,3 5,9 - - - 0,207
Fuugijadk-1
Enstiimtéodeldud
15 - 6,3 5,9 - - - 2,640
proov
16 | Fuugijaak-2 - 1,8 18,1 81,4 48,1 33,3 -
16 | Supernatant-3 7,29 2,3 2,3 4,4 4,34 0,06 2,432
17 | UF-Filtraat 7,30 2,1 1,2 3,4 2,7 0,7 1,560
17 | UF-Retentaat 6,84 0,07 0,3 15,1 6,4 8,7 0,145

3.4 Biomassi mineraalse komponendi vahendamine happetdétiusel

Rannakarbi lihafraktsioonis esinevad mikroskoopilised kojafragmendid suurendavad preparaadi
mineraalse osa (peamiselt CaCOs) sisaldust ning vahendavad seeldbi lihafraktsiooni kasutatavust
mitmesugustes rakendustes, sh |[6hesé6da komponendina. Sellest tulenevalt selgitati, millisel maaral
vOimaldab lihamassi happetootlus (soolhappega) preparaadi mineraalse osa sisaldust viahendada.
Mineraalse komponendi osakaalu vahenemist hinnati gravimeetriliselt materjali vees lahustumatu osa
kuivainesisalduse m&&tmise teel.

Katsetulemustest selgus, et lihafraktsiooni happetdotlus ei vdhendanud mineraalse osa sisaldust
lisatud HCl kontsentratsioonivahemikus 0—0,1 mol/l (Joonis 6). T66tlus 0,2 M HCl lahusega vdhendas
I6pp-preparaadi kuvainesisaldust vaid 0,9% vorra (esialgse 10,9% pealt 10,0% juurde). Kuna sedavord
korgete happesisalduste korral on tdendoline valkude hidroliilis ning mineraalse komponendi
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vahenemine ei ole markimisvaarne, siis ei ole mineraalse komponendi vahendamine happet6dtiuse
teel antud biomassi puhul otstarbekas. Eksperimendi kaigus toimuv liha hiidrollls takistab
filtrimise/setitamise rakendamist orgaanilise komponendi eraldamiseks anorgaanilisest materjalist,
sest molemad komponendid muutuvad sedavérd suure happesisalduse juures lahustuvaks.
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Joonis 6. Rannakarbi biomassi liharikka fraktsiooni kuivmassi soltuvus tootluseks kasutatud HCI
kontsentratsioonist.

3.5. Preparaatide fraktsioneerimine ultrafiltrimise meetodil

Ultrafiltrimine on suure jéudlusega, automatiseeritav ja hasti skaleeritav meetod paljude biomolekule
sisaldavate segude, sh valguhiidrolisaatide puhastamiseks. Meetod p&hineb vedelikus lahustunud
molekulide fraktsioneerimisel vastavalt nende suurusele. Ultrafiltrimisel kasutatavate
tooparameetrite optimeerimiseks on vajalik mitmete karakteristikute (heaegne monitoorimine
protsessi erinevate etappide valtel.

Kdesolevas t606s voeti vaatluse alla rannakarbi lihaekstrakt, mida oli valkude lagundamise eesmargil
toodeldud enstimiga subtilisiin. Sellisel viisil saadav ekstrakt on segu erineva suurusega valkudest,
peptiididest ja aminohapetest, kuid sisaldab mdningal maaral ka mittevalgulisi komponente (rasvad,
pigmendid, sahhariidid, mineraalained). Ldbi 2 kDa poorsusega tselluloosmembraani (Hydrosart,
Sartorius) filtrides saadi 4,5 korda kontsentreeritud retentaat.

Ultrafiltrimiseks vOetud valguhlidrolisaadi (Supernatant-X-E, Joonisel 7 tdhistatud K-0)
kuivainesisadus oli 7,0%, pH 7,04, elektrijuhtivus 4,8 mS/cm ja neelduvus 280 nm juures 30 kordse
lahjenduse korral 2,91 (Joonis 7). Ultrafiltrimise kontsentreerimise etappides (K-1...K-10) tdusis
kuivainesisaldus jark-jargult 3,6% juurest 6,0% juurde, samuti tdusis lahuse elektrijuhtivus 3,8 mS/cm
pealt 4,6 mS/cm juurde. Seejuures jai lahuse pH suhteliselt stabiilseks (pH 7,11-7,16), neelduvus
fraktsioonide 30 x lahjenduse korral aga tousis protsessi kulgedes margatavalt (1,31 juurest 2,36
juurde). Vabade aminohapete/viiksemate peptiidide sisalduste muutusi protsessis jalgiti OPA-meetodi
abil.

Ultrafiltrimise pesuetappide (P-1...P-10) puhul leidis protsessi kulgedes aset kdigi mooteparameetrite
(valja arvatud pH) vaartuste langus. See on otseselt pShjustatud kogutud ultrafiltraadi fraktsioonide
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lahjenemisest pesuetapis. Pesu 300 ml veekogusega viis kuivainesisalduse ja neelduvuse 8 x languseni,
elektrijuhtivus ja aminohapete sisaldus vahenesid protsessis 11 x.

Uuritud hiidroliisaatide puhul esines tugev positiivne korrelatsioon (R = 0,98) proovi kuivainesisalduse
ja neelduvuse vahel ning seda iseloomustab seos y = 2,28x + 0,7628, kus y on proovi kuivainesisaldus
ja x 20 korda lahjendatud proovi neelduvus 280 nm juures. Nii on vdimalik kiiresti seda tidpi
hldrolilsaatide kuivainesisaldusi protsessi valtel hinnata.
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Joonis 7. Rannakarbi lihahomogenisaadi subtilisiiniga t6ddeldud fraktsiooni ultrafiltrimise profiil. Y-
teljel on esitatud ultrafiltraadi m&6teparameetrid protsessi erinevatel etappidel. K-0 ehk Supernatant-
X-E — algpreparaat enne ultrafiltrimise algust (preparaadi kogus 350 ml), K-1...K-10 — kontsentreerimise
etapi fraktsioonid (fraktsiooni suurus 25 ml), P-1...P-10 — pesuetapi fraktsioonid (fraktsiooni suurus
30 ml).

3.6. Preparaatide prebiootiline toime

Mitmetel biomolekulidel on tdheldatud prebiootilist toimet, st véimet soodustada organismile kasulike
(probiootiliste) mikroorganismide kasvu ning samaaegselt inhibeerida patogeenseid mikroobe. On
tuvastatud, et prebiootiliselt vdivad toimida nii sahhariidid kui ka valgud, toime maaravad otseselt dra
nende ainete molekulaarstruktuuri isearasused ning molekulmass. Kaesolevas uuringus hinnati
rannakarbi biomassist erinevate menetlustega valmistatud preparaatide prebiootilisi omadusi ning
selgitati nende sobivus nahale kantavate formulatisoonide koostises.
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Prebiootilise toime hindamiseks uuriti preparaatide mdju vordlevalt probiootilise bakteri
Bifidobacterium animalis subsp. lactis ja patogeense bakteri Cutibacterium acnes subsp. acnes kasvule.
Tulemused (Joonis 8) valjendati protsendina vordluskatse suhtes, mille puhul rannakarbi preparaati
mikroorganismidega kontakti ei viidud (positiivne vaartus naitab kasvu soodustamist, negatiivne
vaartus kasvu inhibeerimist).

Prebiootilisteks uuringuteks voeti jargmised 7 rannakarbi fraktsiooni:

a) keedetud rannakarbi ekstrakti vesilahustuv fraktsioon B-F1;

b) glikogeenirikas rannakarbi fraktsioon A-FG;

c) ensltiimtodtlemata rannakarbi fraktsiooni vesilahustuv komponent;

d) ensltiimtooédeldud (pankreatiin) rannakarbi vesilahustuv fraktsioon;

e) enslimtoddeldud (subtilisiin) rannakarbi fraktsiooni vesilahustuv osa, fraktsioon
,Supernatant-3;

f) enstimtoodeldud (subtilisiin) rannakarbi fraktsiooni vesilahustuva osa retentaat (fraktsioon
,UF-retentaat”);

g) enstumtoéoddeldud (subtilisiin) rannakarbi fraktsiooni vesilahustuva osa ultrafiltraat (fraktsioon
,UF-filtraat“).
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Joonis 8. Rannakarbi fraktsioonide mdju mikroorganismide Bifidobacterium animalis subsp. lactis ja
Cutibacterium acnes subsp. acnes. kasvule. Fraktsioonide tdhised on esitatud aruande peatiikis 3.6.

Vaatluse alla vBetud preparaatidest olid suurima prebiootilise toimega subtilisiiniga lagundatud
rannakarbi valguekstraktid (e) ja (g). MGlema preparaadi juuresolekul vahenes Cutibacterium acnes
subsp. acnes kasv 12-18% ning suurenes Bifidobacterium animalis subsp. Lactis elulemus 37-40%.
Subtilisiiniga té6deldud valguekstrakti ultrafiltrimisel eraldatud suurema molekulmassiga fraktsioon (f)
aga prebiootiliselt ei toiminud. Sellest jareldub, et rannakarbist valmistatud preparaatidest suurimat
potentsiaali omavad vaikese molekulmassiga peptiidid. Taheldati ka, et margatav prebiootiline toime
puudus, kui valguhiidroliisaadi valmistamiseks kasutati pankreatiini. Uhelgi ensiiimtdétlemata
preparaatidest prebiootilist toimet ei avaldunud, samuti ei tadheldatud prebiootilisi omadusi
gliikogeenirikkal rannakarbi fraktsioonil.
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Rannakarbi biomassist valmistatud preparaatide molekulmassjaotused (Joonis 9) tuvastati
korgsurvevedelikkromatograafilise meetodiga (HP-SEC). Meetod vdimaldab hinnata erinevate
tootluste moju valgulise ja glikogeense komponendi molekulmassidele, komponentide
retentsiooniajad on seda suuremad, mida vdiksemad on nende molekulmassid. Nii saadav info on
biomassi toé6tlusparameetrite optimeerimise Gheks aluseks.

Selgus, et glikogeenirikas fraktsioon on molekulmassjaotuse osas suhteliselt homogeenne ning selle
preparaadi keskmine molekulmass oli 310 kDa. Mdnevorra suurem oli vastav naitaja keedetud
rannakarbist valmistatud ekstraktil (416 kDa) ning see oli ka kdigist uurituist suurima molekulmassiga
preparaat. Ensliimtoddeldud preparaatide puhul jai pohikomponendi molekulmass alla 1 kDa,
enstimtooddeldud proovi fraktsioneerimine ultrafiltratsiooni tehnikaga andis retentaadi, mille
peamise koostisosa molekulmass jai 5,4 kDa juurde. Tulemused naitavad, et prebiootilised toimed on
suurimad preparaatidel, mille molekulmass jai alla 0,7 kDa.
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Joonis 9. Rannakarbi fraktsioonide molekulmassjaotused moddetuna HP-SEC meetodil. Fraktsioonide
tahised on esitatud aruande peatiikis 3.6.
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3.7 Biomassis esinevad madalmolekulaarsed lenduvad komponendid

Lenduvate Uhendite tuvastamiseks kasutati gaasikromatograafilist meetodit, proovides esinevad
Uhendid identifitseeriti GC-MS raamatukogu abil. Detailsemalt vaadeldi 96% etanoolis lahustuvaid
komponente keedetud ja keetmata rannakarbi fraktsioonidest A-FEO ja B-FEO.

Rannakarbi etanoollahustuvat fraktsiooni iseloomustab mitmekesine keemiline koostis, seejuures
tuvastati rohkem erinevaid Uhendeid keetmata rannakarbi biomassist valmistatud fraktsioonis
(Joonis 10). Samuti olid selles fraktsioonis esinevate komponentide sisaldused tldjuhul suuremad.
Pohjuseks on tdenaoliselt asjaolu, et keetmise kaigus osad Ghendid lenduvad vdi lagunevad. Samuti
vOib komponentide ekstraheerumine keedetud biomassist olla m&nevérra aeglasem.
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Joonis 10. GS-MS kromatogrammid rannakarbi biomassis esinevate lenduvate Uhendite kohta.
Fraktsioonid (a) keetmata rannakarbist, A-FEO ja (b) keedetud rannakarbist, B-FEO.

Uuritud proovides identifitseeriti 13 peamist tGihendit (Tabel 7), sh rasvhappeid (tridekanoonhape,
pentadekanoonhape, 9-heksadetsenoonhape, eikosapentaeenhape, linoolhape,
dokosaheksaeenhape), rasvhapete estreid (etiiltridekanoaat, heksadetsenoonhappe etiilester,
palmitiinhappe etldlester), aldehiitide (7-tetradekanaal, 13-oktadetsenaal), amiide
(nonadekaanamiid), alkoholeid (2-heksiilildekanool). Nendest nelja komponenti (etiiltridekanoaat,
9-heksadetsenoonhappe etiillester, palmitiinhappe etiilester, dokoneksent) keedetud rannakarbi
biomassist ei leitud.
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Tabel 7. Peamised Ghendid rannakarbi etanoollahustuvates fraktsioonides.

Retentsiooniaeg, min Komponendi nimetus

5,17 tridekanoonhape

5,57 etiilltridekanoaat”

7,35 9-heksadetsenoonhape

7,59 pentadekanoonhape

7,82 9-heksadetsenoonhappe etiiiilester”
8,01 palmitiinhappe etiililester”
9,78 7-tetradekanaal

10,38 eikosapentaeenhape (EPA)
10,55 linoolhape

10,81 nonadekaanamiid

13,09 dokosaheksaeenhape (DHA)®
14,18 2-hekstuldekanool

15,58 13-oktadetsenaal

* komponent puudus keedetud rannakarbi biomassist saadud fraktsioonis.

Identifitseeritud Uhenditest on olulise bioloogilise funktsiooniga polikillastumata oomega-6
rasvhapete hulka kuuluv linoolhape ning oomega-3 rasvhapete riihma esindajad eikosapentaeenhape
ja dokosaheksaeenhape, mida sageli kasutatakse toidu-/sdddalisandite koostises. Eraldi vaarib
markimist ka hekstildekanool, mille jarele on selle aine madala viskoossuse ja nahka niisutava ning
pehmendava toimet tottu suur ndudlus kosmeetikatéostuses.

3.8 Preparaatide gliikkogeeni sisaldus

Gliikogeeni sisaldus rannakarbi biomassis ja sellest erinevate t66tluste abil valmistatud preparaatides
maarati kolorimeetriliselt gliikoosi podhjal, tulemused on esitatud joonisel 11. Rannakarbi
kogubiomassis sisaldus 4,4% gliikogeeni, lihas 16,3-22,6% ning lihast eraldatud kodades 0,9%.
Septembris 2020. a. kogutud rannakarbi lihas sisaldus gliikogeeni novembris 2021. a. padtud
materjaliga vorreldes mdnevorra rohkem. 20% juurde jadvaid gliikogeenisisaldusi vdib pidada
tavaparaseks, sest Uldiselt jaab glikogeeni kontsentratsioon karbilihas ldhedaste liikide puhul
vahemikku 5-30%. Eraldatud kodadest leitud vaike gliikogeeni kogus tuleneb kodade siseseinale
jdanud orgaanika-rikkast kelmest ning seejuures ei taheldatud soltuvust biomassi kogumise ajast.
Gliikogeenirikkas fraktsioonis, mis valmistati rannakarbi biomassi kuumutamisel leeliselahuses, oli
glikogeeni sisaldus ootsusparaselt korge (98%). Meetod sobib seega hasti glikogeenirikaste
preparaatide valmistamiseks.

To6 tulemusel selgus, et kuumtoddeldud biomassi homogeniseerimisel suspendeerub gliikogeeni
lahusesse markimisvadarselt suuremates kogustes, kui kuumtoédtlemata biomassi puhul. Nii oli
kuumtootlemata filtritud lihasuspensiooni (fraktsioon A-F1) gliikogeenisisaldus 19,7%, samadel
tingimustel valmistatud kuumtododeldud fraktsiooni (B-F1) puhul aga koguni 82%. Glikogeeni
korgenenud sisaldus tuleneb sellest, et kuumtootlemisega kaasnev valkude denatureerumine
vdhendab nende suspendeerumist ning seeldbi sisaldub neid saadavas fraktsioonis vahem. Samuti véib
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kuumtootlemine glilkogeeni teatud maaral kudedest vabastada. Korge gliikogeenisisaldusega
preparaatide saamiseks voib kuumtoétlemine olla heaks alternatiiviks leelisté6tlusele.

Leiti, et lihaekstrakti valmistamisel liigub oluline osa glikogeenist lahustuvasse (filtrit labivasse)
fraktsiooni. Lihaekstrakti lahustumatus osas (fraktsioon FA1) sisaldus gliikogeeni vaid 0,8%, lahustuvas
fraktsioonis (FA2) oli seda aga 25,3%. Lihaekstrakti ultrahelitootlus (teostatud QSonica Q700
sukeldatava sonikaatoriga 100% vOimsusel 15 min) suurendas vdhesel maaral glikogeenisisaldust
(27,3%, FB2). See on Uhest kiljest tingitud lihaosakeste m66tmete vahenemisest, samas aga kaasneb
ultrahelitootlusega paratamatult moningane temperatuuri téus, mis komponentide jaotumust
fraktsioonides mdjutab. Kdige enam avaldas gliikogeenisisaldusele mdju lihaekstrakti proteaastootlus,
mis vahendas ekstrakti lahustuva komponendi osakaalu (le kahe korra. Nii oli subtilisiiniga to6deldud
lahustuva fraktsiooni gliikogeenisisaldus vaid 11,1%.

Rannakarbi kogubiomass (septembri korje) W 4,4
Rannakarbi liha (septembri korje) N 22,6
Rannakarbi liha (novembri korje) mmmm 16,3
Rannakarbi kojad (septembri korje) | 0,9
Rannakarbi kojad (novembri korje) | 0,9
Gliukogeenirikas fraktsioon (A-FG) GGG 93,0
Kuumtdotlemata lihaekstrakti puhastatud lahustuv fraktsioon (A-F1) [N 19,7
Kuumtododeldud lihaekstrakti puhastatud lahustuv fraktsioon (B-F1) IS 32,0
Lihaekstrakti lahustumatu fraktsioon (FA1) | 0,8
Lihaekstrakti ultrahelitdodeldud lahustumatu fraktsioon (FB1) 1 1,0
Lihaekstrakti enstiimtoodeldud lahustumatu fraktsioon (FC1) | 1,1
Lihaekstrakti lahustuv fraktsioon (FA2) I 253
Lihaekstrakti ultrahelité6deldud lahustuv fraktsioon (FB2) N 27,3
Lihaekstrakti ensiimtoodeldud lahustuv fraktsioon (FC2) W 11,1
Ultrafiltritud rannakarbi ekstrakti permeaat 1 1,5
Ultrafiltritud rannakarbi ekstrakti retentaat M 10,8
Rannakarbi ekstrakti lahustuv osa (supernatant-1) W 146

Rannakarbi ekstrakti lahustuv osa (supernatant-2) W 7,4

0 50 100

Glukogeeni sisaldus kuivmassis, %

Joonis 11. Gliikogeeni sisaldus rannakarbi biomassis ja selle erinevates fraktsioonides.

Gliikogeeni jaotumust suure ja vaikese molekulmassiga preparaatide vahel uuriti, kasutades
ultrafiltratsiooni. Selgus, et lihaekstraktis sisalduvad komponendid, mis ldbivad 10 kDa poorsusega
PES-membraani, ei sisalda markimisvaarsetes kogustes gliikogeeni. Selle poliisahhariidi sisaldus
ultrafiltraadis (permeaadis) jai kbigest 1,5% juurde, seejuures sisaldas ultrafiltrimisprotsessi retentaat
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gliikogeeni aga oluliselt suuremates kogustes (10,8%). Nii on vdimalik gliikogeenirikkaid fraktsioone
ultrafiltratsiooni abil edukalt valmistada ning kontsentreerida.

Kaesolevas t66s toestatud katseseeriad niaitavad, et glikogeen liigub/suspendeerub purustatud
rannakarbi biomassist lahusesse suhteliselt kiiresti. Samas ei leostu gliikogeen biomassist valja korraga.
Nii liikus purustatud biomassi esimese pesuga ekstrakti gliikogeeni ligi 2 korda rohkem kui teise
(sademe tdiendava) pesuga saavutati. KOnealuses katses saadud gliikogeeni sisaldus oli esimese
supernatandi kuivmassis (Supernatant-1) 14,6%, teise supernatandi kuivmassis (Supernatant-2) aga
7,4% (Joonis 11).

3.9 Rannakarbi biomassist parinevad fraktsioonid kalas66da komponendina

Sageli kasutatakse kdrgekvaliteetse kalas6dda Gihe komponendina kalajahu. Kirjanduse andmetel on
rannakarbi liha oma aminohapete profiililt kalajahule |ahedane, suhteliselt valgurikas ning sisaldab
lisaks rohkesti oomega-3 rasvhappeid (Berge, Austreng 1989). Sellest tulenevalt vGib rannakarbi
biomassi ja sellest eraldatud fraktsioone pidada perspektiivseks kalaso6da komponendiks.

Tanapdevane kalas66t sisaldab iha suurenevas koguses taimseid komponente, see v6ib aga viia s66da
maitseomaduste halvenemiseni. Seetdttu on aktuaalne s66da maitseomaduste parandamine sellesse
atraktantide lisamise teel. S60da tarbimise suurendamine kalakasvandustes on eriti oluline
perioodidel, mil lildine s66datarve on vdahenenud, nt haiguspuhangute ajal véi keskkonnavahetusest
tingitud stressi tingimustes. Sumpades kasvatatava kala puhul avaldab toidutarbimus paaril esimesel
nadalal peale merevette laskmist olulist m&ju noorkalade tervisele ja heaolule.

On tdheldatud, et rannakarbi liha ja selle kogubiomassist parinevad ekstraktid toimivad mitmetele
roovkaladele, sh harilik merikeel (Solea solea), Jaapani hiidlest (Paralichthys olivaceus), pruun
kaljuhammas (Takifugu rubripes), harilik kammeljas (Scophthalmus maximus), atraktantidena (Kikuchi,
Sakaguchi 1997; Kikuchi et al. 2002; Nagel et al. 2013). Kirjanduse andmetel voivad sellised lisandid
monede kalas6dda komponentide ebameeldivat maitset maskeerida juba suhteliselt madalate
sisalduste (< 10%) juures ja olla seetdttu perspektiivsed maitseparandajad (Nagel et al. 2013).
Valgufraktsioonide efektiivsus maitseparandajana sdltub nende aminohappelisest koostisest ning
hidrollusiastmest (valkude/peptiidide molekulmassist). On naidatud, et atraktantidena toimivad eriti
hésti valgupreparaadid, milles sisaldub rohkesti teatud aminohappeid ja nende derivaate, eriti glitsiini,
alaniini, betaiini, seriini, metioniini, lUsiini ja tauriini (Nagel et al. 2013). Eriti tdhusa toimega on
preparaadid, kus neid aminohappeid esineb vabal kujul.

Rannakarbis esinevate valkude koosseisus esineb eelnimetatud aminohapetest rohkesti glitsiini ja
|Usiini. Vabadest aminohapetest leidub aga markimisvaarsetes kogustes alaniini. Sobivaimad kalas6dda
lisandid on proteaastootluse teel saadud valgufraktsioonid, sest nendes esineb vabasid
aminohappeid/peptiide rohkem. Keemilise koostise spetsiifikast tulenevalt v&ib Laanemere
tingimustes kultiveeritud rannakarp ja sellest parinevad fraktsioonid olla headeks kalasd6dda
maitseomadusi parandavateks preparaatideks. Atraktandi tdhususe tdapsemaks hindamiseks ja
efektiivsete koguste valjaselgitamiseks on vajalik aga labi viia toitmiskatsed konkreetsete kalaliikide
peal. Tahele tuleb aga panna, et kalasd6da lisandina kasutatavad preparaadid ei tohiks sisaldada palju
mineraalset osa (kodadest parinevat kaltsiumkarbonaati), samuti ei ole teatud kalaliikide s66das
soovitav liigne glilkogeen, mida nt I6hilased hasti seedida ei suuda.
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3.10 Skaleeritavus ja hinnang protsesside tasuvusele

Rannakarbi biomassist 6li- ja valgurikka fraktsiooni eraldamine ja nende kaubastamiseks vajaliku
puhtusastme saavutamiseks on vajalik rea jarjestikuste t6otlusetappide rakendamine (Joonis 12).
Alljargnevalt kasitletakse peamisi to6tlusetappe, antakse hinnang nende etappide skaleeritavusele,
olulisusele ning ressursimahukusele.

Biomassi korjejargne hoiustamine

Biomassi valjapllgile jargnevalt on otstarbekas see liiva ja muude voorosakeste eemaldamiseks
mageda veega pesta. Pestud biomassi on hiljem lihtsam téddelda, seeldbi on vdimalik saavutada
|6pptoodangu  kdrgemad kvaliteedinditajad  (puhtusastmed) ning vdhendada seadmete
(sh jahvatusterade) Glemaarast kulumist.

Sobivaim on biomass kiirelt peale kogumist kiilmutada ning sailitada kuni t66tluseni -18...-30 °C
juures. Kiilmutamisel formeeruvad jaakristallid Idhuvad rannakarbi kudesid ning voimaldavad soovitud
komponentide hodlpsamat ekstraheerumist. Samuti inaktiveerib kilmutamine osasid biomassis
looduslikult esinevaid enslilime ja havitab mikroobe. T66tluseks on vdimalik kasutada ka varsket,
kilmutamata biomassi, kuid see allub homogeniseerimisele/purustusprotsessile erinevalt ning
mdjutab hilisemaid kodade eraldamisetappe. Biomassi kuivatamine ei ole soovitav, sest sellisel juhul
on oluliselt raskendatud kodade ja liha hilisem separeerimine. Nii pesemise, kilmutamise kui ka
vOimaliku kuivatamise etapid on otseselt labori skaalalt tootmise skaalasse iile viidavad.

Biomassi ettevalmistamine homogeniseerimiseks

Korgekvaliteetse valgu- ja dlifraktsioonide saamiseks on soovitav kiilmutatud biomassi sulamisjargselt
tiiendavalt pesta ja ndrgvesi eemaldada. Uhtlasi vdimaldab tiiendav pesu parandada saadavate
preparaatide maitseomadusi. Mikroobide havitamiseks ja endogeensete enslilimide inaktiveerimiseks
vOib biomassi blanseerida. See on aga energiamahukas ning raskendab hiljem kodade ja lihamassi
eraldamist. Samuti ei saa kuumtéddeldud biomassi puhul jargnevates etappides efektiivselt rakendada
proteaastdotlust. Pesemise, ndrutamise ja blanseerimise etapid on otseselt labori skaalalt tootmise
skaalasse skaleeritavad.

Biomassi homogeniseerimine ja mineraalse komponendi osakaalu vihendamine

Kuna Eesti rannikuvetes kasvanud rannakarbi méétmed jadvad vaikeseks ning karbi kojad on
suhteliselt dhukeseseinalised ning haprad, on seesuguse rannakarbi biomassi homogeniseerimine
tehniliselt suhteliselt lihtne. Kui eesmargiks ei ole kodade ja liha kohene separeerimine, voib
homogeniseerimiseks kasutada kruviveskit. Seeldbi on vGimalik biomass purustada tidiendavalt vett
lisamata. Biomassi spetsiifikast tulenevalt on aga otstarbekas kasutada suurtel pooretel tootavat
blender tiipi nugaveskit, mille puhul lisatakse biomassile vett (enamasti piisab biomassiga vorsest
mahuosast) ning mass homogeniseeritakse. Kuna purustatud kodade tiikid settivad kiiremini, saab
neist olulise osa setitamise teel lihahomogenisaadist eemaldada. Kuigi peamiselt kaltsiumkarbonaati
sisaldavad kojad lahustuvad happelises keskkonnas, ei ole sel viisii mineraalse komponendi
lahustamine ja lihamassist eraldamine efektiivne ega otstarbekas. Jahvatusmeetodi ja setitamiseks
kasutatava tehnoloogia viimine labori skaalalt katsetootmise mahtudesse on skaleeritav, kuid eeldab
seejarel sisteemiprotsesside/parameetrite tdiendavat optimeerimist.
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Valguhomogenisaadi valmistamine

Vahendatud mineraalse komponendi osakaaluga lihamass voib olla I6pptooteks, kuid selline preparaat
sisaldab paratamatult teatud maaral kodade jadke. Lihamassist valgulise komponendi eraldamiseks on
otstarbekas kasutada proteaastéotlust subtilisiiniga. See on kommertsiaalselt suurtes kogustes
toodetav ensliim (tuntud ka nimetustega alkalaas ja savinaas), mida kasutatakse laialdaselt toidu- ja
sbodatehnoloogias. Tootlus subtilisiiniga viiakse 13bi korgendatud temperatuuri (60-75 °C)
tingimustes, mil mikroobide kasv valgurikkas homogenisaadis on parsitud. Proteaastdotlusel
vabanevad peptiidid lahustuvad vees ning neid on seet&ttu suhteliselt lihtne lahustumatust materjalist
(kodade tikid, rasvad, glikogeen) eraldada. Proteaastootlus on hasti skaleeritav labori skaalalt
katsetootmise ja hilisema tootmise skaaladesse. VOttes arvesse toiduainetodstusesse sobiva
kvaliteediga subtilisiini turuhinna 0,015 EUR/AU ning 1 kg rannakarbi biomassi t66tluseks kuluva
ensttimi koguse (20 AU), on ensiimi kulu sellise biomassi koguse kohta 0,3 EUR.

Valguhiidroliisaadi puhastamine

Proteaast6otluse teel lahustuvaks muudetud valkude, peptiidide ja aminohapete segu saab hélpsasti
filtrida. Saadava hidrolisaadi puhtusaste on seda suurem, mida vdiksema poorsusega filtrit
kasutatakse. Kuna vees lahustumatu materjali hulgas on palju rasvarikkaid osakesi, vGivad vaga vaikese
poorsusega filtrid kergesti ummistuda. Filtrimisjaaki on voimalik edasi vaaristada kas gliikogeenirikka
preparaadi valmistamiseks vGi rasvarikka fraktsiooni (rannakarbi 0li) saamiseks. Esimesel juhul
lahustatakse gliikogeen tugevalt leeliselises keskkonnas, teisel juhul lahustatakse rasvad orgaanilises
solvendis voi eraldatakse Ulekriitilise CO, ekstraktsiooni teel. Filtrimisprotsess on skaleeritav, kuid
kavandatav suuremahuline siisteem peab vdoimaldama filtrite perioodilist (automaatset) puhastamist
vOi vdljavahetamist.

Valguhidroliisaadi tdiendavaks puhastamiseks ja fraktsioneerimiseks vGib kasutada ultrafiltrimise
tehnikat. Seeldbi on vdimalik eraldada ka peptiidid ja aminohapped suurema molekulmassiga
vesilahustuvatest valgulistest lisanditest; viimased protsessi kaigus ka kontsentreeruvad.
Ultrafiltrimise tehnika kasutamine on otstarbekas siiski vaid spetsiifilistesse rakendustesse sobilike
kdrgema vaartusega preparaatide saamiseks, nt prebiootilised preparaadid, kosmeetikatoodete
lisandid, eriotstarbelised toidulisandid. Ultrafiltrimise tehnika on hasti skaleeritav.

Produktide viimine valmispreparaatide kujule

Rannakarbi valgurikaste preparaatide/hudrollsaatide viimiseks valmispreparaadi kujule on kdige
otstarbekam kasutada kuivatamist. Optimaalse kuivatustehnoloogia valik soltub suuresti
lahuse/suspensiooni kuivainesisaldusest. Ebasoovitavate reaktsioonide véltimiseks ei tohiks
kuivatustemperatuur lletada 60-70 °C. Kdrge veesisaldusega preparaatide puhul on otstarbekas
kasutada spreikuivatuse tehnoloogiat, suurema kuivainesisalduse puhul ka trummelkuivatust.
Valgupreparaatide sdilitamine vett sisaldavate kontsentraatidena ei ole otstarbekas seoses
energiamahuka steriliseerimisvajadusega ning ka steriilsete suspensioonide puhul vdivad nende
pikemaaegsel sdilitamisel aset leida keemilised muutused, osakeste agregateerumine ning
valjasettimine. Valgulist paritolu preparaatide kuivatamiseks kasutatavad eriotstarbelised seadmed on
toostuslike mahtude jaoks laialt kattesaadavad ja meetodid skaleeritavad. Siiski tuleb
protsessiparameetrid hoolikalt valitud seadme jaoks sobivaks haalestada.
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Joonis 12. Rannakarbi biomassi vadristamise peamised rajad ning saadavate produktide potentsiaalsed

kasutusvaldkonnad. Katkendliku joonega on tahistatud valikulised etapid.
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Kokkuvote

Ladnemere tingimustes kasvanud sdddava rannakarbi (liikide M. edulis ja M. trossulus hibriidi)
biomass on potentsiaalne tooraine valgurikaste preparaatide, dlide, gliikogeeni ja kaltsiumirikaste
fraktsioonide saamiseks.

To0s selgitati, et soddava rannakarbi liha kuivmassist ligi poole moodustab valguline komponent, dlisid
leidub =10%, glikogeeni =20%; kodade ja liha kuivmasside suhe on =5:1, tdiskasvanud rannakarbi
kuivkaal keskmiselt 0,2—-0,35 g. Rannakarbi dli sisaldab rohkesti kasulikke poliikillastumata oomega-3
rasvhappeid (=20% EPA + DHA), Oli sisaldus lihas varieerub, soltuvalt aastaajast, suurtes piirides.
Aminohapetest esineb rannakarbis rohkesti glutamiinhapet, IUsiini, leutsiini ja glitsiini.

Aminohapete rikka fraktsiooni saamiseks on kdige otstarbekam labi viia purustatud biomassi t66tlus
subtilisiiniga, lahustuv aminohapete rikas fraktsioon rakendada toiduainetdostuses voi soodalisandina,
lahustumatut materjali kasutada aga oomega-3 rasvhappeid sisaldava rannakarbi 0li valmistamiseks.
Proteaasttotluse teel saadavad vabade aminohapete ja peptiidide rikkad preparaadid on peale
puhastamist (nt ultrafiltrimise tehnika abil) kasutatavad prebiootilite preparaatidena
kosmeetikatoostuses. Lusiini, alaniini ja glltsiini rohke esinemine rannakarbi valgurikastes
fraktsioonides suurendab nende preparaatide potentsiaali atraktantidena kalas6oda
formulatsioonides.

Riimveelise pdritoluga s6ddavat rannakarpi voib, hoolimata selle vdikestest mddtmetest, pidada
potentsiaalseks toormeks kdrgema lisandvaartusega valgu- ja Olirikaste preparaatide saamisel.
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