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Tanniinien yksi tunnetuimmista ominaisuuksista on niiden kyky sitoutua proteiineihin ja
muihin makromolekyyleihin. Aiemmat tutkimukset ovat liittdneet kyseisen ominaisuu-
den myds tanniinien moniin hyotyihin méarehtijoiden ravintoon lisdttynd; tanniinien on
havaittu mm. vidhentdvdn marehtijoiden metaanipdédstojd ja parantavan niiden
kasviproteiinien hyotykayttod. Lisdksi tanniinit voivat toimia luonnollisina loislddkkeina.

Tanniinien ja proteiinien muodostamia komplekseja on tutkittu paljon, mutta ndiden
kompleksien pysyvyydestd eri pH-olosuhteissa on hyvin védhén tietoa. Téssa tutkimuk-
sessa selvitettiin rakenteen vaikutusta puhdistettujen proantosyanidiinifraktioiden ja
proteiinin muodostamien liukenemattomien kompleksien pysyvyyteen pH:n funktiona.
Lisdksi tutkittiin proantosyanidiinien ja hydrolysoituvien tanniinien kombinatorisia
vaikutuksia niiden proteiininsaostuskapasiteettiin.

Proantosyanidiinien keskiméérdinen polymerisaatioaste vaikutti eniten tanniini—
proteiini-kompleksien pysyvyyteen; suuremman polymerisaatioasteen proantosyanidiinit
muodostivat proteiinien kanssa pysyvimpid komplekseja. My0Os proantosyanidiinien
galloyloitumisasteen sekd polymeerin prosyanidiiniyksikdiden miirdd kasvattamalla
saatiin parannettua proteiinikompleksien pysyvyyttd. Kombinatorinen vaikutus oli
tanniiniseoksilla yleisesti additiivinen, mutta hydrolysoituvilla tanniineilla erityisesti
avoketjuisen polyolin omaava rakenne sekd proantosyanidiineilla rakenteeseen
kiinnittyneet galloyyliryhmét kasvattivat kombinatorista vaikutusta. Synerginen vaikutus
oli korkein alhaisilla tanniinikonsentraatioilla.

Asiasanat: proantosyanidiini, hydrolysoituva tanniini, proteiininsaostus, pH, tanniini—
proteiini-kompleksin pysyvyys, kombinatorinen vaikutus
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1. Johdanto

1.1. Tanniinit ja niiden rakenne

Tanniinit ovat kasvien tuottamia erikoistuneita metaboliitteja, joilla on monia kasville
hyodyllisid ominaisuuksia. Niistd ominaisuuksista tunnetuin on niiden kyky toimia
kasvin puolustuksena kasvinsy®&jid vastaan.'™ Tanniinikirjo ja -pitoisuudet vaihtelevat
suuresti kasvilajien ja jopa -yksiloiden vilill4, riippuen muun muassa vuodenajasta ja
kasvupaikasta.*> Pitoisuudet voivat muuttua myds lyhyen ajan sisilli, esimerkiksi puissa
hyonteisten lehtien syonnin on todettu indusoivan puolustusyhdisteiden synteesid
vahingoittuneisiin ja ympérdiviin lehtiin.2  Vaikka tanniinit ovatkin kasvien
puolustusyhdisteitd, niilld on osoitettu olevan terveyttd edistdvid vaikutuksia niin
ihmisille kuin eldimillekin.®® Hydyt aiheuttavat biologiset aktiivisuudet on liitetty muun
muassa tanniinien kykyyn saostaa proteiineja (engl. protein precipitation capacity, PPC)
ja oksidatiiviseen aktiivisuuteen.5’--1

Tanniinit jaetaan rakenteensa puolesta kolmeen luokkaan: proantosyanidiineihin
(engl. proanthocyanidin, PA), hydrolysoituviin tanniineihin (engl. hydrolyzable tannin,
HT) seki florotanniineihin (engl. phlorotannin, FT).%!! Puu- ja ruohovartisissa kasveissa
esiintyvid tanniineja ovat PA:t ja HT:t, kun taas FT:t ovat yleisimpid vedenalaisissa
kasveissa.®!""1> Tanniineista yleisimpii ovat PA:t, ja ne koostuvat kahdesta tai

useammasta flavan-3-oli-yksikostd.>! !4

Tavallisimpia flavan-3-oli-yksikoitd ovat
(epi)katekiinit sekd (epi)gallokatekiinit (Kuva 1). Pelkdstdan katekiini- ja
epikatekiiniyksikoistd koostuvia PA:ja kutsutaan prosyanidiineiksi (engl. procyanidin,
PC), kun taas gallokatekiini- ja epigallokatekiiniyksikoitd siséltavét oligo- tai polymeerit
ovat prodelfinidiinejd (engl. prodelphinidin, PD). Katekiini- ja gallokatekiiniyksikdiden
C2- ja C3-hiilten konformaatio on (2R, 3S) eli trans ja epikatekiini- ja
epigallokatekiiniyksikdiden (2R, 3R) eli cis.!® Yleisimmit PA:t koostuvat kuitenkin seki
(epi)katekiini ettd (epi)gallokatekiiniyksikdistd. Proantosyanidiiniseosten kohdalla
puhutaan usein PC- tai PD-rikkaista PA:ista tai tarkemmin seosten PC/PD-suhteesta.'?
Yleisimmat sitoutumistyypit PC- ja PD-monomeeriyksikdiden vililld ovat C4 — Ce ja Cy4
— Cg (Kuva 1). Nédin kahden hiilen vilitykselld sitoutuneita PA:ja kutsutaan B-tyypin
PA:ksi, kun taas A-tyypin PA:sta 16ytyy edelld mainittujen C-C-sidosten lisdksi vahintdan
yksi C2 — O7 tai C2 — Os -eetterisidos.>!® Liséiksi PA:ihin voi olla my®s sitoutunut yksi
tai useampi galloyyliryhmi.!>!® Proantosyanidiineja on tutkittu paljon varsinkin

proteiininsaostuskapasiteettinsa osalta, mutta niiden eluoituminen kromatografisena
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kumpuna, johtuen isomeerien suuresta miiristd, hankaloittaa niiden puhdistamista.!’

Lyhyempid PA-oligomeerejd on saatu puhdistettua kasvimateriaalista, mutta pidempien

polymeerien eristiminen yksittiisiksi yhdisteiksi on osoittautunut haasteelliseksi.'”!8
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Kuva 1. (Epi)katekiinin ja (epi)gallokatekiinin rakenteet sekd esimerkki C4 — Cs -
sidoksella niistd yksikoistd koostuvan proantosyanidiinin rakenteesta.

Hydrolysoituvat tanniinit ovat toiseksi yleisin tanniiniluokka, ja ne ovat
rakenteellisesti monimuotoisimpia ndistd kolmesta luokasta. Ne jaetaan kolmeen
kategoriaan: yksinkertaisiin galloyylijohdannaisiin, gallotanniineihin (engl. gallotannin,
GT) ja ellagitanniineihin  (engl. ellagitannin, ET).>®!"  Yksinkertaisissa
galloyylijohdannaisissa on 1-5 galloyyliryhméa sitoutuneina esterisidoksilla polyoliin,
joka on yleensd B-D-glukoosi tai kviinihappo. Gallotanniineissa polyoliin sitoutuvat
galloyyliryhmét muodostavat digalloyyliryhmid. Tamé johtaa siihen, etti niissd on
yleensd kuusi galloyyliryhméi tai enemmin, vaikka poikkeuksiakin —on.>?
Ellagitanniineissa véhintddn kaksi galloyyliryhmda ovat kiinnittyneet toisiinsa C-C-
sidoksella ja muodostaneet heksahydroksidifenoyyliryhmén (engl.
hexahydroxydiphenoyl group, HHDP), joka hydrolyysi ssd lohkeaa molekyylistid
ellagihappona. Ellagitanniineissa sokeriryhmd voi olla myos asyklisessd muodossa,
jolloin yhdistettd kutsutaan C-glykosidiseksi tai avoketjuisiksi ET:ksi. Talloin HHDP-
ryhmi voi muodostaa C-C-sidoksen vield kolmannenkin galloyyliryhmén kanssa, ja
muodostunutta ~ ryhmdd  kutsutaan  nonahydroksitrifenoyyliryhmiksi  (engl.
nonahydroxytriphenoyl group, NHTP).®” Kuvassa 2 on esitetty esimerkkirakenteet
yksinkertaisesta galloyylijohdannaisesta (yhdiste 3) ja erilaisista ellagitanniineista

(yhdisteet 1, 2 ja 4-6).
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Kuva 2. Tyossd kéytettyjen hydrolysoituvien tanniinien rakenteet: gemiini A (1), san-
guiini H-6 (2), pentagalloyyliglukoosi (3), oenotheiini B (4), veskalagiini (5) ja veska-
valoniinithappo (6). m-GOG = dehydrodigalloyyliryhmid, HHDP = hexahydroksidi-
fenoyyliryhmd, m-GOD = sanguisorbyyliryhmé, m-DOG = valoneoyyliryhmé, NHTP =
nonadehydroksitrifenoyyliryhma.

Myds HT:t voivat muodostaa oligomeereji.!!!*?* Tilloin yhdisteet luokitellaan
viiteen luokkaan sen mukaan, miten monomeeriyksikdt ovat sitoutuneet toisiinsa.'*!
Luokat ovat 1) GOG, ii) DOG, ii1) GOD, iv) D(OG); ja v) C—C-sidoksella kiinnittyneet
C-glykosidiset oligomeeriset ET:t.?! Luokkien nimeiminen miiriytyy HT:n
rakennuspalikoiden mukaisesti happisillalla (O) sitoutuneisiin galloyyli (G) tai HHDP
(D) -ryhmiin. Esimerkiksi DOG-tyyppisen oligomeerin monomeeriyksikdt ovat
kiinnittyneet toisiinsa niin, ettd monomeerin HHDP-ryhmi muodostaa happisillan toisen

monomeerin galloyyliryhmédn. DOG:ssa HHDP toimii hapen luovuttajana, kun taas

GOD:ssa happisillan hapen luovuttaa galloyyliryhméa. Happisilta voidaan muodostaa joko



meta- tai para-asemasta toisen monomeerin orfo-asemaan%?!

, jonka vuoksi sidosluokan
eteen liitetddn joko m- tai p-lyhenne tarkentamaan yhdisteen rakennetta (yhdisteet 1 ja 4,

Kuva 2).

1.2. Proteiinit ja niiden rakenne

Proteiinit ovat makromolekyylejé, jotka koostuvat yhteensé 20 erilaisesta aminohaposta.
Aminohapot ovat Kkiinnittyneind toisiinsa planaarisin peptidisidoksin ja tdtd
kiinnittymisjirjestystd kutsutaan proteiinin primaarirakenteeksi. Proteiinit laskostuvat
vield tdimén jidlkeen sekundaari-, tertiaari- ja kvaternaarikenteisiin, joiden takia niiden
kolmiulotteinen rakenne on spesifinen. Ne voidaan kvaternaarisen rakenteensa puolesta
jakaa kahteen eri luokkaan: kuitumaisiin ja globulaarisiin proteiineihin.?? Kuitumaiset
proteiinit ovat kolmiulotteiselta rakenteeltaan yksinkertaisia ja ne ovat pidempid ja
kestdvimpid globulaarisiin proteiineihin verrattuna. Ne toimivat rakenteellisissa osissa;
esimerkiksi hiusten keratiini ja lihasten myobrosiini ovat kuitumaisia proteiineja.??
Globulaariset proteiinit ovat nimensd mukaisesti kolmiulotteiselta rakenteeltaan
pallomaisia ja koostuvat useasta eri sekundaarirakenteisesta polypeptidiketjusta -
esimerkiksi useimmat entsyymit ovat globulaarisia proteiineja.

Proteiinin isoelektrinen piste (engl. isoelectric point, pl) on se pH-arvo, jossa
proteiinin nettovaraus on nolla.?>?* Isoelektrinen piste on tyypillinen molekyyleille, joilla
on selked hapan ja eméksinen osa. Yksinkertaisimmillaan aminohapon pl voidaan laskea
sen pKa-arvojen keskiarvona. Jos ympédrdivd pH on alempi kuin proteiinin pl,
molekyylilld on positiivinen varaus ja jos pH on pl:itd korkeampi, varaus on
negatiivinen.?? On havaittu, etti tanniinin affiniteetti proteiiniin on suurin liuoksen pH:n

ollessa ldhellid proteiinin pl:td.2*2°

Tdmd voi johtua siitd, ettd varaukseton
makromolekyyli on paremmin kiytettévissi vetysidosten muodostukseen.? Lisiksi tdssi
pH:ssa proteiinien viliset elektrostaattiset repulsiovoimat ovat vihiiset®>, proteiinin
liukoisuus on alimmillaan ja molekyylien viliset tanniini—proteiini-sidokset ovat

helpommin muodostettavissa.?***’

1.3. Tanniinien vuorovaikutukset

1.3.1. Vuorovaikutukset proteiinien kanssa

Tanniinien sitoutumista proteiinethin on pidetty yhtend syynd tanniinien moniin
terveyshydtyihin niin ihmisilli kuin eldimillikin.*®*? Tanniinit toimivat myos
ravinnosta saatavina antioksidantteina®’, ja timi ominaisuus on liitetty tanniinirikkaiden

ravintojen, esimerkiksi marjojen, terveyshyotyihin. Tanniinit voivat aiheuttaa sydjélleen



myos oksidatiivista stressid joko hapettuessaan korkeassa pH:ssa tai entsymaattisen
aktiivisuuden vaikutuksena, jolloin saatu terveysvaikutus onkin negatiivinen.>!°

Tanniinien terveysvaikutuksiin sekd kasvien puolustusyhdisteind toimimiseen on
liitetty niiden kyky muodostaa liukoisia ja liukenemattomia komplekseja proteiinien
kanssa.>® Tistd syystd PPC:ta on myds tutkittu tanniineilla eniten, vaikka tanniinien
tunnettuihin ominaisuuksiin kuuluu myos oksidatiivinen aktiivisuus, joka on keskeinen
kasvien puolustautumisessa hyonteisid vastaan.»'° Tanniini—proteiini-kompleksien
muodostuminen tunnetaan molekulaarisella tasolla melko hyvin; tunnemme yleisesti
kompleksinmuodostuksessa vallitsevat sidostyypit, liukenemattomien kompleksien
muodostumisprosessin, sekd miten véliaineen ominaisuudet vaikuttavat PPC:een.
Proantosyanidiineilla korkea keskimiirdinen polymerisaatioaste (engl. mean degree of
polymerization, mDP), suuri PD-monomeerien méard (eli PD-rikas yhdiste) sekd
rakenteeseen kiinnittyneet galloyyliryhmét kasvattavat PPC:t. 161831733
Hydrolysoituvilla tanniineilla suurempi molekyylipaino, notkea rakenne ja
galloyyliryhmien méérdn kasvattaminen vaikuttavat positiivisesti yhdisteen PPC:hen,
kun taas polyolin avoketjuisuus vihentii yhdisteen proteiiniaffiniteettia.”** Molemmilla
tanniinityypeilld tanniinikonsentraation kasvattaminen nostaa havaittua
proteiiniaffiniteettia, mikili proteiinia on vield vapaana liuoksessa.* >’

Tanniinin ja proteiinin véliset sidokset voivat olla joko ei-kovalenttisia tai
kovalenttisia, eli vastaavasti sitoutuminen on tai ei ole reversiibeli. Lisdksi tanniini voi
joko sitoutua proteiiniin ei-spesifisesti sen pinnalle, tai vuorovaikutus voi olla spesifinen,
jolloin tanniini sitoutuu proteiinin rakenteessa olevaan kolmiulotteiseen “taskuun”, 3333
40 Vuorovaikutuksen luonteeseen vaikuttavat tanniinin ja proteiinin rakenteiden liséksi
muun muassa tanniinin ja proteiinin konsentraatiot sekd ympérdivian véliaineen
ominaisuudet kuten ionivoimakkuus, limpdtila ja varsinkin liuoksen pH.*!
Muodostuneet tanniini—proteiini-kompleksit voivat olla liukoisia tai
liukenemattomia.?>*%*? Kompleksinmuodostusmekanismia on myds tutkittu jonkin
verran, ja yhden teorian mukaan liukenemattomien tanniini—proteiinien-kompleksien
muodostus tapahtuisi kolmessa osassa.**™* Ensin tanniinit kiiyttdytyvit monihampaisten
ligandien tavoin ja kiinnittyvdt useampaan sitoutumiskohtaan, saaden proteiinin
kiertymddn niiden ympdérille. Kelatoituminen tiivistdd kompleksia ja kasvattaa samalla
sen proteiiniaffiniteettia liuoksessa vield vapaana olevaan proteiiniin. Téssd vaiheessa
kompleksit ovat vield liukoisia. Liukenemattomien tanniini—proteiini-kompleksien

muodostuminen alkaa, kun kelatoituneet kompleksit muodostavat uusia sidoksia liuoksen

toisten proteiinien seki kompleksien kanssa.*® Kolmannessa vaiheessa muodostuneet



kompleksit aggregoituvat vield enemmin, muodostaen saostumia.** Varsinkin PA:en on
havaittu saostavan proteiineja muodostamalla vetysidoksia kompleksien vélilld, kun taas
pentagalloyyliglukoosi  (engl. pentagalloylglucose, PGG), saostaa proteiinia
muodostamalla hydrofobisen kerroksen proteiinin ympdrille, johtaen saostuman
muodostumiseen, *>474

Ei-kovalenttiset sidokset tanniinien ja proteiinien vélilld ovat yleensd hydrofobisia
vuorovaikutuksia, vetysidoksia ja dispersiovoimia, kun taas ionisidokset ovat
harvinaisempia (Kuva 3).19%%%  Vetysidokset ovat vallitsevia ei-kovalenttisia
vuorovaikutuksia ympérdivin pH:n ollessa ldhelld proteiinin pl:td.!° Sidostyyppien
esiintymisestd erityyppisilld tanniineilla on kuitenkin esitetty ristiriitaista tietoa, ja
rakenteellisia ominaisuuksia ei ole liitetty aukottomasti vallitsevien sidostyyppien
esiintymiseen.” On esitetty ettd HT:t, kuten esimerkiksi PGG, suosivat hydrofobisia
vuorovaikutuksia proteiiniin sitoutuessaan®*”>’, kun taas PA-proteiini-komplekseissa
vetysidokset olisivat pédosassa.>>>* Tanniinit saostavat esimerkiksi proliinirikkaita
proteiineja (engl. proline-rich protein, PRP) hyvin, silld niiden pyrrolidiinirenkaasta ja
karboksyyliryhméstd koostuva rakenne mahdollistaa useamman vetysidoksen
muodostumisen.?>¥’  Lisiksi  pyrrolidiinirenkaat mahdollistavat  hydrofobisten
vuorovaikutusten syntymisen fenolisten renkaiden kanssa.**! Ionisidokset muodostuvat
emiksisissi oloissa (pH > 9) fenolisen renkaan ionisoituessa.!®*%>? Korkean tarvittavan
pH:n vuoksi ionisidosten muodostuminen tanniinien ja proteiinien vélilld nisdkkdiden
ruoansulatuksessa on harvinaisempaa, mutta esimerkiksi hydnteisten suoliston pH:n on

todettu olevan tarpeeksi korkea ionisidosten muodostumiselle.'”
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Kuva 3. Tanniinien ja proteiinien véliset ei-kovalenttiset vuorovaikutukset. Mukailtu
lihteestd Asano et al. 1982.%

Sekd tanniinin ettd proteiinin rakenteet vaikuttavat sithen, kuinka hyvin ne
muodostavat kompleksin toistensa kanssa. Molemmilla rakenteen avoimuus ja notkeus

3336 Esimerkiksi  18ysemmin  pakkautunut

parantavat ~ kompleksinmuodostusta.
globulaarinen proteiini lehmén seerumin albumiini (engl. bovine serum albumin, BSA)
sitoutuu tanniineithin voimakkaammin kuin tiukemmin pakkautunut myoglobiini.
Vastaavasti  kuitumainen gelatiini  sitoutuu tanniineithin kymmenid kertoja
voimakkaammin kuin BSA.?>3**%* Avoin ja notkea rakenne mahdollistaa sen, etti
kompleksoituvat molekyylit pddsevdt lihemmads toisiaan ja kiinnittyvat toisiinsa
voimakkaammin, silld steeriset esteet ovat pienemmét ja kompleksinmuodostus on
energisesti kannattavampaa.’>**>* Lisiksi, koska liukenemattomien tanniini—proteiini-
kompleksien muodostuksessa kelatoituneet kompleksit muodostavat proteiinien vélisid
sidoksia, tanniinin rakenteen notkeus helpottaa ndiden ristiinsitoutumista. Suuri koko on
myds sitoutumisen kannalta suotuisaa, silli se tarjoaa enemmiin paikkoja sitoutua.?>>*
Myo6s viliaine vaikuttaa tanniini—proteiini-sidosten syntymiseen. Kuten
aikaisemmin todettiin, pH:n vaikutus tanniini—proteiini-vuorovaikutuksiin on suuri.
Proteiinin pl:n ldheisyydessd kompleksinmuodostus on voimakkain ja laskee nopeasti
siirryttiessd yli 0,5 yksikkdd pl:std.?>?% Liuoksen pH voi myds vaikuttaa muodostuvien
vetysidosten madrdén, silld pH:n ylittdessé fenolisen hydroksyyliryhméan pKa:n (eli pH >

9) rakenteen hydroksyyliryhmit voivat hapettua ja tanniinien ja proteiinien vilisten
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vetysidosten muodostuminen vihenee.>?* My®s liuottimen valinta voi vaikuttaa PPC:een,
silld vetysidoksia muodostavat liuottimet voivat kilpailla sitoutumispaikoista ja samalla
inhiboida tanniini-proteiini-vuorovaikutusten syntyi.?> My®&s viliaineen limpétila ja
ionivahvuus vaikuttavat tanniinien proteiiniaffiniteettiin.®> Oh et al.>® kuitenkin
huomasivat niitd ominaisuuksia tutkiessaan, ettd eri proteiineilla tulokset poikkesivat
toisistaan.> Esimerkiksi BSA:1la ionivahvuudella ja limpétilalla ei ollut paljoa vaikutusta
PA:n PPC:een, kun taas gelatiinilla ja poly-L-proliinilla ldmpdtilaa ja ionivahvuutta
nostettaessa myods PPC kasvoi. My0s tanniinin rakenne vaikuttaa tdhén: lampdtilan
muutos vaikutti HT:en proteiininsaostukseen BSA:lla, mutta PA-BSA-kompleksien
muodostuminen oli limpétilasta riippumaton.®® Viliaineen vaikutukset riippuvat siis

kéytetystd tanniinista ja proteiinista sekd niiden vélisisti sidostyypeista.

1.3.2. Tanniini—proteiini-kompleksien pysyvyys
Tanniini—proteiini-kompleksin pysyvyydelld arvioidaan sitd, ettd kuinka vaikea on saada
jo muodostunut kompleksi hajoamaan, eli kuinka stabiili kompleksi on. Komplekseista
pysyvampid ovat kovalenttisilla sidoksilla muodostuneet tanniini—proteiini-kompleksit,
mutta ei-kovalenttisilla sidoksilla muodostuneiden kompleksien reversiibeli luonne on
yhdistetty moniin tanniinien terveysvaikutuksiin.*>>> Esimerkiksi mirehtijoilli tanniinien
on osoitettu mm. vdhentdvin metaanipddstdja sekd parantavan niiden
maidontuotantoa.®*>%° Maidontuotantoa parantavan vaikutuksen uskotaan johtuvan
nimenomaan kompleksien reversiibelistd luonteesta, jolloin tanniini voisi sitoutua
marehtijdn ravinnosta saamaan proteiiniin, suojaten proteiinia pdtsifermentaatiolta, ja
tdman jilkeen vapauttaa proteiinin. Muodostunut kompleksi ei saa olla liian pysyvi, silld
silloin ravinnosta saatu proteiini ei vapaudu kompleksista marehtijan hyotykayttoon
ruoansulatuselimiston my6hemmissd osissa fysiologisten olosuhteiden muutoksen
vaikutuksesta.®! Tanniineja voidaan kiyttdd myds luonnollisina ruoan siilontiaineina,
jolloin niiden ja proteiinien muodostamien kompleksien pysyvyyden ymmartiminen on
tairkedd esimerkiksi proteiinien biologisen saatavuuden sekd mahdollisten
hajoamistuotteiden vuoksi.®*%3

Vaikka eri tanniinien rakenteellisia ominaisuuksia on liitetty niiden kykyyn saostaa
proteiineja, muodostuneiden kompleksien pysyvyyttd ja pysyvyyteen vaikuttavia
rakenteellisia ominaisuuksia on tutkittu vain vdhidn. Kompleksinmuodostukseen
osallistuvien vuorovaikutusmekanismien tunteminen on kuitenkin tirkedd kompleksin
pysyvyyden kannalta, silld eri sidostyypit ovat alttiita erilaisille olosuhteiden

muutoksille.”® Aikaisemmin todettiin PA:en ja HT:en sitoutuvan proteiiniin eri
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mekanismeilla?*2347

ja tdimé vaikuttaa ndiden tanniinien muodostamien kompleksien
pysyvyyteen erilaisissa olosuhteissa. Esimerkiksi véliaineen ionivahvuuden on havaittu
vaikuttavan HT:en vuorovaikutuksiin proteiinien kanssa enemmén kuin PA—proteiini-
vuorovaikutuksiin.?*

Korkeassa pH:ssa (eli pH:n ollessa suurempi kuin 9) tanniinien fenoliset ryhmat
ovat alttiita hapettumisreaktioille, jolloin muodostuneet kinonit voivat sitoutua
proteiineihin pysyvimmilla ioni- tai kovalenttisilla sidoksilla sekd useamman tanniini—

proteiini-kompleksin ristiinsitoutumisella.*>¢*

Matalammalla pH-alueella ioni- ja
kovalenttisten sidosten muodostuminen on vdhdisempéd, jolloin kompleksin pysyvyys
saavutetaan suuremmalla maérédlld ei-kovalenttisia sidoksia kuten vetysidoksilla,
hydrofobisilla vuorovaikutuksilla ja ristiinsitoutumisella. Vetysidosten on osoitettu
vaikuttavan eniten ei-kovalenttisten proteiini—ligandi-kompleksien pysyvyyteen, vaikka
kompleksien lopullisen pysyvyyden méédrdd osallistuvien ei-kovalenttisten sidosten

39,51,64,65

kokonaissumma. Vuorovaikutukset ovat korkeimmillaan kyseessd olevan

proteiinin pl:n ldheisyydessd, jolloin proteiinin liukoisuus on alimmillaan ja
kompleksinmuodostus, varsinkin liukenemattoman sellaisen, tapahtuu herkimmin.”®
PA:en ja HT:en erot vuorovaikutuksissa ndkyviat myos kompleksin stabiilisuudessa
ympirdivin liuoksen pH:n muuttuessa.®’

Yleisesti ottaen saman pitoisuuden PA:a ja HT:a verrattaessa PA:t sitoutuvat
proteiineihin voimakkaammin kuin HT:t, ja syntyneet PA-—proteiini-kompleksit ovat
myds pysyvimpid.®>*” Muodostumista ja pysyvyytti molempia parantavat suurempi
tanniinin madrd proteiiniin ndhden sekd tanniinin suurempi molekyylipaino, kun taas
HT:lla ominaisuudet erosivat toisistaan rakenteen notkeuden ja galloyyliryhmien
kiinnittymisen puolesta (Taulukko 1).*>** Thmisen syljessd esiintyvin IB5-proteiinin
kanssa kompleksoiduilla flavan-3-oli-monomeereilld ja -dimeereilld rakenteen
(epi)gallokatekiiniyksikoiden sekd galloyyliryhmien on osoitettu parantavan tanniini—
PRP-kompleksin pysyvyytti (Kuva 4).>* Myds suurempi tanniinin méird ja koko
parantavat  tanniini—proteiini-kompleksin  pysyvyyttd kasvattamalla  yksittdisen
proteiinimolekyylin pinnalle sitoutuneen tanniinin miédrdd ja samalla mahdollistamalla
useamman sidospaikan kompleksien viliselle ristiinsitoutumiselle.*>%® Lisiksi tanniinien
vuorovaikutuksiin proteiinien kanssa vaikuttavat esimerkiksi vdliaineen pH, jonka ollessa
korkea helposti hapettuvat tanniinit pystyivit muodostamaan pysyvimpid komplekseja
kuin huonosti hapettuvat tanniinit.*” Tdmi tarkoittaisi sitd, etti korkeassa pH:ssa

paremmin hapettuvat HT:t muodostaisivat pysyvampid komplekseja kuin PA:t. Tanniini—

proteiini-kompleksin pysyvyyttd parantamalla voidaan siis vidhentdd kompleksin
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hajoamista viliaineen ominaisuuksien kuten limpétilan®, pH:n®’ ja ionivahvuuden seki

sahkokentin muuttuessa.**%

Taulukko 1. Vertailu tanniinin konsentraation, rakenteellisten ominaisuuksien ja
oksidatiivisen aktiivisuuden vaikutuksesta tanniini—proteiini-kompleksin pysyvyyteen ja
sen muodostukseen. PA = proantosyanidiini, HT = hydrolysoituva tanniini. Koostettu
lihteistd Prigent et al. 2009°4, Canon et al. 2009% ja 201033, Harbertson et al. 20148,
Engstrom et al. 2016* ja Engstrom et al. 20193,

Vaikutus kompleksin Vaikutus kompleksin
pysyvyyteen muodostukseen
PA HT PA HT
konsentraatio + + + +
koko + + + +
rakenteellinen
- - + +
notkeus
prodelfinidiiniyksikot + * + *
prosyanidiiniyksikot + * - *
galloyyliryhmit + - + +
oksidatiivinen
Hk + - -
aktiivisuus

* Ei esiinny tanniiniluokan rakenteessa.

** Ej ole tutkittu.

Tanniini—proteiini-kompleksien pysyvyyttd on tutkittu esimerkiksi tarkastelemalla
niiden entsymaattista toimintaa inhiboivaa vaikutusta ympérdivén véliaineen olosuhteita
muuttamalla.®>®” Tutkimusten menetelmit perustuivat siihen, etti mitd suurempi
entsymaattinen vaikutus oli havaittavissa, sitd enemmin entsyymi—tanniini-kompleksia
oli saatu reversiibelisti uudelleenliukenemaan. Menetelméa havaitsee seké liukoiset ettd
liukenemattomat kompleksit, mutta ei niiden kompleksien uudelleenliukenemista, joissa
tanniini on sitoutuessaan pysyvidsti muuttanut proteiinin rakennetta. Komplekseista
entsyymid on saatu vapautettua mm. pH-muutoksella sekd neutraalien ja kationisten
livottimien sekd  polyvinyylipyrrolidiinin,  polyvinyylialkoholin  sekd suuren
molekyylipainon polyetyleeniglykolin (n. 20 000 Da) kisittelyilli.®>*” Tanniinin ja
proteiinin  kompleksinmuodostukseen voivat vaikuttaa tanniinista ja proteiinin
rakenteesta riippuen eri midrd useamman tyyppisid ei-kovalenttisia sidoksia, joten myds

niiden sidosten reversiibeli luonne on yksilollinen.**>% Esimerkiksi sekundaariset
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vetysidokset parantavat PGG:n ja synteettisen PRP:n muodostamien kompleksien
pysyvyyttd, vaikka hydrofobiset vuorovaikutukset pyrrolidiinirenkaan kanssa ovat
kompleksinmuodostuksessa pidosassa.’”*! Proantosyanidiinifraktioiden muodostamien
kompleksien on osoitettu olevan pysyvampid kuin HT-seosten ja proteiinin muodostamat
kompleksit.®> Pidemmissid PA-polymeereissi voikin olla enemmin sitoutumispaikkoja
tanniinin ja proteiinin valisille sekundaarisille vetysidoksille. My0s proteiinin rakenne
vaikuttaa kompleksien pysyvyyteen, esimerkiksi syljen PRP:en rakenteessa usein

toistuvat aminohapposekvenssit parantavat kompleksin pysyvyyttd mahdollistamalla

51,65

useamman ristiinsidoksen muodostumisen.

100
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Kuva 4. Tanniini—proteiini-kompleksien pysyvyyttd voidaan tutkia myds tarkastelemalla
kompleksin suhteellista méadrad tandemmassaspektrometriassa kdytetyn torméysenergian
funktiona. ToOrmiysenergian on tarkoitus hajottaa muodostunut kompleksi
tormdyskammiossa (engl. collision-induced dissociation, CID), joten mitd suurempi
midrd kompleksia on jéljelld torméysenergian kasvaessa, sitd parempi sen pysyvyys on.
Proteiinina oli ithmisen syljen proliinirikas proteiini. B2-3’-0O-gallaatti (musta), B2
(pun.), epigallokatekiini-3-O-gallaatti (sin.), epikatekiini-3-O-gallaatti (vihr.) ja
epigallokatekiini (viol.) B2 = dimeerinen proantosyanidiini. Mukailtu 1dhteestd Canon et
al. 2010.%

Koska pH:lla on merkittdivd vaikutus tanniini—proteiini-kompleksien
muodostukseen®®’’, Dentinho ja Bessa®’ vertailivat pihkakistuksen (Cistus ladanifer L.),
viinikdynnoksen siementen (Vitis vinifera L.) sekd kebratsopuun (Schinopsis quebracho-
colorado Schlecht) PA:den ja soijarouheen (Glycine max) proteiinin sekd kuitujen
muodostamien kompleksien stabiilisuutta eri pH-arvoissa. Soijarouheen proteiinin pl on
4,2-4,6. Kdytetyt pH-arvot olivat 2, 4, 6 ja 8. Proteiinin hajoamista mitattiin liuenneen

typen madrdd tarkastelemalla, silld sitd pidetdin hyvdnd madreend mittaamaan
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potsifermentaation méirii.>” Alimmalla pH-arvolla typen liukoisuus oli parhaimmillaan,
eikd tanniinikésittelylld saatu aikaan proteiinia suojaavaa kompleksinmuodostusta. Kun
pH:ta kasvatettiin, suurempi miédrd tanniinia sitoutui proteiiniin kaikkien nidytteiden
kohdalla, laskien liuenneen typen méardd (Kuva 5). Kaikki kéytetyt tanniinit pystyivit
muodostamaan proteiinin kanssa komplekseja pH:ssa 68, ja pH:ssa 2 ndimd kompleksit
olivat liuenneena ldhtoaineikseen. Naytteiden valilld oli eroja, esimerkiksi pihkakistuksen
kohdalla pH:n kasvattaminen sai aikaan selvemmin reaktion kuin esimerkiksi
kebratsopuun. Kebratsopuun kokonaisfenoli- ja PA-pitoisuudet olivat suuremmat kuin
pihkakistuksen, mutta pihkakistus taas on PA-rikkaampi. HT-rikkaan kebratsopuun
havaittiin estdvén proteiinin hajoamista huonoiten pH:n kasvaessa kuudesta kahdeksaan

verrattuna PA-rikkaampiin pihkakistukseen ja viinikdynnokseen.

70- A - B
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Kuva 5. Proteiinin yksi hajoamistuotteista on véliaineeseen liuennut typpi. Proteiiniin
kiinnittyneen tanniinin on todettu suojaavan proteiinia hajoamiselta, joten tanniini—
proteiini-kompleksien muodostumista ja pysyvyyttd pH:n suhteen voidaan tarkastella
mittaamalla liuenneen typen pitoisuutta eri pH-arvoissa. (A) Tanniinikésitellystd
proteiinista liuenneen typen pitoisuus pH:n funktiona sekd (B) erot liuenneen typen
pitoisuudessa kontrollindytteen sekd tanniinikésiteltyjen ndytteiden vélilld eri pH-
arvoilla; kontrollindyte (sin.), viinikdynnds (vihr.), kebratsopuu (viol.) ja pihkakistus
(pun.). Mukailtu lihteesti Dentinho & Bessa, 2016.%7
pH-alueella 4-6 PA:t vaikuttavat muodostavan pysyvimpid komplekseja
proteiinien kanssa kuin HT:t.**®>' Tistd korkeammilla pH-arvoilla helpommin
hapettuvien yhdisteiden, eli HT:en, on osoitettu muodostavan pysyvampid komplekseja,
johtuen vallitsevien vuorovaikutusten muuttuessa ei-kovalenttisesta kovalenttiseen pH:n
kasvaessa.*> Engstrom et al.*? tutkivat pH:n ja oksidatiivisten olosuhteiden seki
tanniinirakenteen vaikutusta liukoisten tanniini—proteiini-kompleksien pysyvyyteen.
Kompleksien = muodostumisen ja  pysyvyyden  maédrittimiseen  kéytettiin

geelielektroforeesia sekd matriisiavusteista laserdesorptioionisaatio
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lentoaikamassaspektrometriaa (engl. matrix-assisted laser desorption ionization time of
flight mass spectrometry, MALDI-TOF).

He liittivdt tanniinien oksidatiivisen aktiivisuuden parempaan pysyvyyteen ja
voimakkaampaan tanniini—proteiini-kompleksin muodostumiseen neutraalissa ja
emiksisessi pH:ssa.*> Muodostuneet kompleksit olivat tarpeeksi pysyvid kestimiin
sdhkokentdn muutoksen ja ionisaation (MALDI-TOF) aiheuttaman drsykkeen. Hyvin
hapettuvien yhdisteiden muodostamien kompleksien stabiilisuus parani pH:n noustessa.
Huonommin hapettuvat yhdisteet taas pystyivit muodostamaan pysyvampid komplekseja
happamammissa olosuhteissa (pH 5). Saadut tulokset osoittivat, ettd paremmin
hapettuvien yhdisteiden kohdalla suurempi mééré tanniinia pystyi kiinnittymdan yhteen
BSA-molekyyliin ~ korkeammassa  pH:ssa. = Pysyvimmissd  tanniini—proteiini-
komplekseissa oli siis kiinni useampi tanniinimolekyyli yhtd BSA-molekyylid kohden, ja
tanniini—proteiini-kompleksin pysyvyyden onkin my6s muissa tutkimuksissa havaittu
paranevan proteiiniin kiinnittyneiden tanniinimolekyylien mérin kasvaessa.>!:®8

Oksidatiivisen aktiivisuuden lisdksi tanniini—proteiini-kompleksien ominaisuuksiin
vaikuttivat muun muassa tanniinin koko seki rakenteen notkeus.** Esimerkiksi pH:ssa
6,7 veskalagiinin ja veskavaloniinihapon (yhdisteet 5 ja 6, Kuva 2) muodostamien
tanniini—proteiini-kompleksien pysyvyydessd havaittiin eroja, vaikka tanniinit eroavat
rakenteeltaan vain yhdelld gallushapolla. Veskavaloniinihapon rakenteellista notkeutta
lisddvdn gallushapon todettiin laskevan kompleksin pysyvyyttd. Samanlaisia eroja
pysyvyydessd havaittiin myds oenotheiini A:n ja oenotheiini B:n (yhdiste 4, Kuva 2)
vililld. Jaykemmin oenotheiini B:n muodostamat kompleksit olivat pysyvimpid kuin
notkeamman oenotheiini  A:n, vaikka jidlkimmdisen on todettu sitoutuvan
voimakkaammin proteiineihin.>> Engstrom et al.** epiilivitkin, etti oenotheiini A
muodostaisi sekd pysyvid ettd labiileja komplekseja proteiinin kanssa. Sama havaittiin
myo0s veskavaloniinihapon kohdalla.

Tanniinikdsiteltyjen proteiinien on tutkittu myds olevan vdhemmaén alttiita
lampdtilan aitheuttamalle denaturoimiselle, johtuen muodostuneiden tanniini—proteiini-
kompleksien pysyvyydesti limpotilan funktiona.>*%%6%72 Esimerkiksi lisittdessi teesti
uutettuja flavan-3-oli-monomeerejd ja -dimeerejd rasvattomaan maitoon, maidon
limpdstabiilisuus kasvoi.”> Tanniiniksittelylld on siis mahdollista parantaa ravinnosta
saatavien proteiinien stabiilisuutta esimerkiksi elintarviketeollisuudessa esiintyvén
lampokasittelyn aikana, jonka yksi ongelmista on juuri globulaaristen proteiinien

3

denaturaatio ja saostuminen.”” Tanniinit pystyvdit myds vihentdméin ihmisen

ruoansulatuselimiston entsyymien denaturaatiota 1dmpdtilan funktiona, mutta samalla
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inhiboivat entsymaattista aktiivisuutta kiinnittymailld niiden aktiivisiin keskuksiin ja/tai

muuttamalla proteiinin muotoa sitoutumisen yhteydessi.*

1.3.3. Tanniiniseosten kombinatorinen vaikutus proteiininsaostukseen

Eri tanniinien PPC:4 on tutkittu paljon ja yhdisteiden puhdistusmenetelmien kehittyminen
on mahdollistanut rakenteellisten ominaisuuksien yhdistdmisen bioaktiivisuuteen.!”-!8-3>
Vaikka tiettyjéd rakenteellisia ominaisuuksia on liitetty PPC:een, ndiden ominaisuuksien
systemaattista yhteisvaikutusta puhdistettujen tanniinien seoksilla on tutkittu hyvin
vdhdn. Puhdistamattomilla tanniiniseoksilla  yhteisvaikutusta tanniini—proteiini-
kompleksien muodostumiseen on kuitenkin tutkittu marehtijoilld, ja tulokset
viittasivatkin synergiseen vaikutukseen esimerkiksi metaanipaistdjen
alentamisessa.'®32°%7478 Hydrolysoituvien tanniinien puhdistus yksittiisiksi yhdisteiksi
on mahdollista, joten niiden kohdalla on voitu tarkasti tutkia rakenteellisten

> Suuren

ominaisuuksien vaikutusta tanniini—proteiini-kompleksien muodostukseen.
mDP:n PA:t eluoituvat kuitenkin kromatografisina kumpuina, minké takia suuria
yksittéisid PA-polymeerejd on ollut tdhdn mennessd vaikea puhdistaa. Kirjallisuudessa
mainitut oligo- ja polymeeriset PA:t ovatkin todellisuudessa lihes aina PA-seoksia.!>"
Parhaimmillaan on pystytty puhdistamaan oktameerisia PA:ja*® ja PA-kumpua on voitu

jakaa pienempiin osiin.!”

Yhdisteiden puhtauden kannalta HT:ta pystyttdisiin siis
paremmin tutkimaan niiden kombinatoristen vaikutusten osalta, kun taas PA:lla tutkimus
tapahtuisi joko kiyttdmalld pienid puhtaita oligomeerejd tai puhdistettuja suuremman
mDP:n polymeeriseoksia. Tanniiniseosten ominaisuuksien tutkimiseen olisi hyvé saada
puhdistettua sekoitettavat tanniinit mahdollisimman hyvin, jotta korrelaatio seoksen
PPC:n ja rakenteellisten ominaisuuksien vililli olisi selvi.>

Vaikka tanniinien kombinatorista vaikutusta on tutkittu vain vahan, niiden
yhteisvaikutusta on esiintynyt eniten sekoitettaessa hyvin ja huonosti proteiinia saostavaa
tanniinia,'® ja vaikutus on liitetty proteiinin laskostumisen muutokseen tanniinin
sitoutuessa siihen.”?%3% Myés tanniinin rakenne voi muuttua proteiiniin sitoutuessa.*’
Proteiinin mahdolliseen laskostumisen muutokseen vaikuttavat itse proteiinin rakenne,
kéaytettdva tanniini sekd vallitsevat olosuhteet. On esimerkiksi havaittu, ettd globulaariset

!, kun taas

proteiinit denaturoituvat irreversiibelisti kromatografisissa olosuhteissa®
proteiinin laskostumisen muutos véltettiin muuttamalla olosuhteita vihemmin
kompleksien vilisti ristiinsitoutumista ja proteiinin saostumista suosivaksi.*’
Voimakkaammin proteiiniin sitoutuva tanniini voisi sitoutuessaan muuttaa proteiinin

muotoa niin, ettd uusia sitoutumispaikkoja paljastuisi huonommin proteiinia saostavalle
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tanniinille.'®>* Tdmin jilkeen pienemmiin proteiiniaffiniteetin tanniini voisi kiinnitty3 ei-
kovalenttisesti paljastuneisiin sitoutumispaikkoihin. Tallin havaittu kombinatorinen
vaikutus olisi suurempi kuin jos tanniinit sitoutuisivat proteiiniin erikseen. Eri tanniinien
on myds havaittu inhiboivan toisten tanniinien ominaisuuksia seoksissa, jolloin
tanniiniseosten yhteisvaikutus voi olla tarkastellun ominaisuuden kannalta myos
negatiivinen.**%?

Puhdistetuilla PA:lla yhteisvaikutus PPC:een on yleisesti havaittu olevan
additiivinen, mutta pienemmidn mDP:n PA:ta liséttdessd suuremman mDP:n
puhdistettuun PA:iin on havaittu synergisti vaikutusta (Kuva 6).'® Yhteisvaikutus saattaa
johtua siitd, ettd pienempi tanniini pystyy kayttiméaan hyviksi my0ds ne sitoutumispaikat,
joihin suurempi tanniini ei steeristen esteiden vuoksi pddse sitoutumaan. Toinen
vaihtoehto havaitulle kombinatoriselle vaikutukselle on edelli mainittu proteiinin
laskostumisen muutos. Kyseistd vaikutusta on havaittu etenkin pienimmilld tanniini—
proteiini-moolisuhteilla.'®3*7® Myos PA-seoksen prosyanidiiniyksikdiden on havaittu

edesauttavan uusien vuorovaikutusten syntyi tanniinien ja proteiinien vilill.3>"*
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Kuva 6. Puhdistettujen  proantosyanidiinien = kombinatorinen  vaikutus
proteiininsaostukseen lisdttdessd 500 pg (viol.) ja 1000 pg (vihr.) trimeeristid
prosyanidiinia. 100 % kombinatorinen vaikutus on additiivinen ja yli 100 % vaikutus on
synerginen, eli proteiininsaostus on odotettua suurempi. Mukailtu ldhteestd Harbertson
etal. 2014.'8
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1.4. Tyon tarkoitus

Tédmin tyon tarkoituksena oli tutkia PA—proteiini-kompleksien muodostumista, niiden
pysyvyyttd pH:n funktiona sekd PA:en ja HT:en kombinatorisia vaikutuksia
proteiinikompleksien muodostumiseen. Nédiden tanniinien PPC:ta ja rakenteellisia
ominaisuuksia, kuten mDP:td, PC/PD-suhdetta ja galloyyliryhmien madraa (PA:t) sekd
kokoa ja polyolin avoketjuisuutta (HT:t) verrattiin systemaattisesti saatuun dataan. Saatua
tietoa voitaisiin soveltaa lisddméilld mairehtijoiden rehuun tanniineja, jolloin
optimaalisesti  pystyttdisiin parantamaan maidontuotantoa suojaamalla lehmien
ravinnosta saatuja proteiineja marehtimisprosessissa hajoamiselta muodostamalla
tanniini—proteiini-komplekseja, jotka uudelleenliukenisivat my6hemmin
ruoansulatuskanavassa. Uudelleenliuenneista komplekseista vapautuneet tanniinit
voisivat sen jilkeen toimia luonnollisena matolddkkeend lehmien suoliston haitallisia
loisia vastaan, tarjoten vaihtoehtoisen ldédkitsemiskeinon eldimille. Hydrolysoituvien
tanniinien uudelleenliukenemista on tutkittu jo aikaisemmin®®, mutta PA:lle tillaista
systemaattista rakenteellista tarkastelua ei ole vield tehty. Tanniineilla on aikaisemmin
havaittu  olevan kombinatorista  vaikutusta niiden muodostamien seosten
bioaktiivisuuteen, mutta kombinatorista yhteisvaikutusta ei ole suoraan linkitetty
rakenteellisiin ominaisuuksiin. Luonnossa tanniinit esiintyvit seoksina, joten biologisen
aktiivisuuden kannalta rakenteellisen yhteisvaikutuksen tunteminen on tirkedd tanniinien
hy6tykdyttoon valjastamisessa.

Malliproteiinina tyossd kéytettiin BSA:ta, joka on tanniinianalytiikassa usein
kdytetty globulaarinen kuljetusproteiini (Kuva 7).2>**% BSA:ta kiytetdin sen
saatavuuden lisdksi my0s siksi, ettd se on muodoltaan saman tyyppinen proteiini kuin
lehtimateriaalin yleisin proteiini, ribuloosi-1,5-bisfosfaattikarboksylaasi eli rubisco.®
Kaytetyt PA:t oli puhdistettu semipreparatiivisesti ja edustivat laajaa kirjoa seki mDP:n
ettd PC/PD-suhteen osalta. HT:t oli valittu pddosin niiden PPC:n ja rakenteellisen

monimuotoisuuden perusteella.
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Kuva 7. Globulaarisen lehménseerumin albumiinin kolmiulotteinen rakenne (PDB ID:
3V03).

2. Materiaalit ja menetelmit

2.1. Kaytetyt reagenssit ja liuottimet

Yhdisteiden  semipreparatiiviseen  puhdistamiseen  kdytettiin ~ LC-MS-laatuista
asetonitriilid (VWR Chemicals, USA) ja 0,1 % muurahaishappoa (VWR Chemicals, EC,
Ranska). BSA-puskuriliuosten valmistukseen kéytettiin puhtaudeltaan > 99 % BioXltra
L-askorbiinihappoa (Sigma-Aldrich Co., USA) sekd Aa-laatuista etikkahappoa (100 %,
VWR Chemicals, EC, Ranska). Ty0ssé kdytetty BSA oli Cohn Fraction V -jauhetta (66
kDa), joka oli puhdistettu agaroosigeelielektroforeesilla (> 96 %, Sigma-Aldrich Co.,
USA). Uudelleenliukenemisanalyyseissd kaytettyjen pH-puskureiden kantaliuosten
valmistukseen kaytettiin sitraattihappoa (> 99 %, Merck KGaA, Saksa) ja kidevedellistad
natriumvetyfosfaattia (> 98 %, Merck KGaA, Saksa). Naytteiden liuottamiseen ja
laimennussarjojen valmistamiseen kdytettiin Aa-laatuista etanolia (> 99,5 %, ALTIA
Oyj, Suomi). Kaikki tydssd kdytetty vesi oli ultrapuhdasta vettd, joka oli puhdistettu
Millipore Synergy -laitteistolla (Merck KGaA, Saksa).

2.1.1. 12,5 ja 50 mM pH 5 -puskuriliuosten valmistus

12,5 mM pH 5 -puskurilivos valmistettiin sekoittamalla 800 ml:aan ultrapuhdasta vetté
2,65 mg askorbiinihappoa ja lisddmélld sen jdlkeen 0,71 ml 100 % etikkahappoa
liuokseen. Tdmaén jdlkeen liuoksen pH sdddettiin pH 5:een lisdédmalld tipoittain tarvittava
madrd 0,5 M NaOH -liuosta. Liuos siirrettiin 1 1 mittapulloon ja tiytettiin ultrapuhtaalla
vedelld merkkiin. 50 mM puskuriliuos valmistettiin kuten edelld, mutta kaikkien
lisdttdvien reagenssien méérd kerrottiin neljdlla ja pH sdéddettiin kdyttdmalld 2 M NaOH-

livosta.
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2.1.2. Proteiiniliuosten valmistus

Tyossd kiytettiin kahta erilaista 200 uM BSA -liuosta, joiden erona oli kdytetyn pH 5
puskurin molaarisuus (12,5 tai 50 mM). 200 pM BSA -livos valmistettiin punnitsemalla
2,66 g BSA:ta mittapulloon, jonka jélkeen mittapullo tiytettiin merkkiin pH 5 -puskurilla
(kohta 2.1.1). Tadmén jdlkeen liuos siirrettiin lasipulloon ja sitd sdilytettiin
kylmihuoneessa (+ 4 °C). Liuos otettiin huoneenlimpddn aina tuntia ennen analyyseja,

jonka aikana sité sekoitettiin magneettisekoittajalla.
2.1.3. Sitraattifosfaattipuskurilinokset

Uudelleenliukenemisanalyysejd varten valmistettiin sitraattifosfaattipuskureita viidessi
eri pH:ssa siten, ettd lopulliset pH:t olivat kuoppalevylld 3, 4, 5, 6 ja 7. Puskureita varten
valmistettiin ~ kantaliuokset 0,1 M sitraattihappo (A) ja  kidevedellinen
natriumvetyfosfaatti (Na,HPO4-7H20) (B). Sitraattihappoa punnittiin 19,21 g ja
kidevedellistd natriumvetyfosfaattia 53,65 g, jonka jéilkeen ne liuotettiin litran
mittapulloissa ja mittapullot tidytettiin merkkiin. Tdman jélkeen sitraattifosfaattipuskurit
valmistettiin taulukon 2 mukaan, jonka jilkeen puskurit laimennettiin ultrapuhtaalla

vedelld neljdsosaan ja niiden pH sdidettiin 1 M suolahapolla haluttuun arvoon.

Taulukko 2. Uudelleenliukenemisanalyyseissd kéytettyjen sitraattifosfaattipuskurien
valmistus. Kantaliuokset olivat 0,1 M sitraattthappo (A) ja kidevedellinen
natriumvetysulfaatti (B). Puskurit laimennettiin vedelld neljdsosaan ennen pH:n séétoa.

Lopullinen pH pH ennen siatoa Kantaliuos A (ml) Kantaliuos B (ml)
3,0 3,2 44.6 5.4

4,0 4,3 30,7 19,3

5,0 5,3 243 25,7

6,0 6,4 17,9 32,1

7,0 7,5 6,5 43,6

2.2. Kiytetyt niytteet

Tyossd kéytetyt 40 PA-fraktiota oli aikaisemmin puhdistettu kahdeksan PA-rikkaan
kasvin (Taulukko 3) uutteista kdyttden Sephadex LH-20 kromatografiaa sekd PA:en
fraktiointiin kehitettyd semipreparatiivista nestekromatografiamenetelmiid (LC, engl.
liquid chromatography).!” Jokaisen niytteen kromatografinen PA-kumpu jaettiin pinta-
alan mukaan viiteen yhtd suureen osaan TargetLynx -ohjelmalla (V4.1 SCN876 SCN 917
© 2012 Waters Inc.) ja saadut fraktiot yhdistettiin timén mukaisesti.
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Puhdistettujen PA-fraktioiden kvantitatiiviset ominaisuudet (Taulukko 3)
madritettiin Acquity UPLC -laitteistolla (Waters Corp., Milford, MA, USA), joka oli
yhdistetty Xevo TQ kolmoiskvadrupolimassaspektrometriin (Waters Corp., Milford,
MA, USA). Néytteet ionisoitiin séhkdsumutusionisaatiolla (engl. electrospray ionization,
ESI). Kéytetty kolonni oli Waters Acquity UPLC BEH fenyylikolonni (1,7 um; 2,1 x 100
mm). Analyyseissi ajoliuoksina olivat asetonitriili (A) ja 0,1 % muurahaishapon vesiliuos
(B) ja gradientti oli seuraavanlainen: 0-0,5 min A: 0,1 % (isokraattinen gradientti); 0,5—
5,0 min A: 0,1-30 % (lineaarinen gradientti); 5,0-8,0 min A: 30-40 % (lineaarinen
gradientti) ja 8,0—11,5 min kolonnin pesu ja stabilointi. Eluentin virtausnopeus oli 0,50
ml/min ja ndytteiden injektiotilavuus 5 ul. Kapillaarijannitteen arvona kéytettiin 3,4 kV
jaionildhteen lampdtila oli 150 °C. Haihdutus- ja suojakaasuna kdytettiin typped ja niiden
virtausnopeudet olivat 1000 1/h. Néytteet analysoitiin aiemmin kehitetylli MRM-
menetelmilld (Engstrom et al.).** Uudelleenliukenemisanalyyseihin kiytettiin kaikkia 40
PA-fraktioita ja kombinatorisiin analyyseihin valittiin kromatografisen kummun fraktiot
1,2 ja 5 vastaavasti ndytteistd 1676, 1734 ja 1591/1592. Kaikki tanniinindytteet liuotettiin

10 % etanoli-vesi-liuokseen (v/v) ennen analysointia.

Taulukko 3. Yhdistettyjen semipreparatiivisten proantosyanidiinifraktioiden
alkuperdiset kasvilajit sekéd kvantitatiivisesta UPLC-DAD-QqQ-MS/MS-datasta saadut
fraktioiden prodelfinidiiniosuus (PD-%), keskimiirdinen polymerisaatioaste (mDP),
keskimaardinen molekyylipaino (keskim. Da) sekd niiden proteiininsaostuskyvysta
kertova arvo (engl. effective concentration, ECso). Mitd pienempi ECso-arvo on, sitd
paremmin fraktio saostaa proteiinia.

Alkuperi Niyte PD-% mDP keskim. ECso

Da (mmol/l)
Rhododendron 1676 FR 1 33,9 7.1 2096,1 0,22
dichroanthum 1676 FR 2 18,2 7,9 23133 0,19
Diels. 1676 FR 3 13,4 9,0 26203 0,18
1676 FR 4 10,8 10,8 31414 0,16
1676 FR 5 13,8 11,8 34219 0,16
Valkoapila 1628 FR 1 98,4 12,9 3928.9 0,11
(Trifolium repens) 1628 FR 2 97,9 17,7 5388,1 0,07
1628 FR 3 96,4 20,8 6323,8 0,08
1628 FR 4 95,4 21,2 64445 0,08
1628 FR 5 94,4 23,2 70356 0,08
Kiiltolehtipaju 1636 FR 1 84,6 15,4 46359 0,11
(Salix 1636 FR 2 77,8 23,4 7028,7 0,06
phylicifolia) 1636 FR 3 73,8 26,6 79882 0,06
1636 FR 4 73,7 27,5 82484 0,07

1636 FR 5 72,5 26,3 7895,6 0,08



22

keskim. ECso

Alkuperi Nayte PD-% mDP Da (mmol/l)
Taikinamarja 1591 1592FR1 98,0 17,6 5353,5 0,08
(Ribes alpinum) 1591 1592 FR2 97,0 24,2 7361,9 0,06
1591 1592 FR 3 96,0 28,0 8501,2 0,05
1591 1592 FR4 95,0 31,5 9554,3 0,05
1591 1592 FR5 93,6 29,6 8962,2 0,06
Lehtikuusi 605 FR 1 95,9 20,4 61954 0,07
(Larix sp) 605 FR 2 93,7 24,9 7557,9 0,05
605 FR 3 91,4 27,7 8389,7 0,05
605 FR 4 87,1 28,5 8594,8 0,05
605 FR 5 82,4 27,6 83222 0,07
Minnyn kuori 1734 FR 1 1,1 8,3 2391,8 0,21
(Pinus sylvestris) 1734 FR 2 1,2 12,1 3488,0 0,13
1734 FR 3 1,2 13,4 3866,2 0,13
1734 FR 4 1,3 13,7 39452 0,15
1734 FR 5 1,4 13,8 3968,4 0,15
Metséapila 1589 FR 1 1,1 9,2 2660,6 0,18
(Trifolium 1589 FR 2 1,0 13,3 3831,3 0,11
medium) 1589 FR 3 1,0 16,5 47593 0,10
1589 FR 4 1,2 17,3 49740 0,11
1589 FR 5 1,6 16,8 4840,6 0,12
Minty, neulaset 1639 FR 1 85,9 12,6 3811,0 0,14
(Pinus sylvestris) 1639 FR 2 75,8 15,6 4670,6 0,11
1639 FR 3 73,0 16,9 5066,9 0,10
1639 FR 4 77,1 18,9 5684,8 0,10
1639 FR 5 74,7 19,2 5764,5 0,10

Lisdksi tyossd kéytettiin kombinatorisiin analyyseihin kuutta eri puhdistettua HT:a,
jotka on lueteltu taulukossa 4. Hydrolysoituvien tanniinien rakenteet on esitetty kuvassa

2.
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Taulukko 4. Tyossd kdytetyt hydrolysoituvat tanniinit sekd niiden keskimddridiset
molekyylipainot, puhtaudet ja alkuperékasvit.

Hydrolysoituva Molekyyli- Puhtaus Alkupera

tanniini paino (Da) (%)*
1 Gemiini A 1872,2 98,2 Kylédkellukka (Geum urbanum)
2 Sanguiini H-6 1870,2 92,6 Vadelma (Rubus idaeus)
3 Pentagalloyyliglukoosi 940,1 99,8 Kaupallinen parkkihappo
4 Oenotheiini B 1568,2 98,2 Maitohorsma (E. angustifolium)
5 Veskalagiini 934,1 94,1 Rantakukka (Lythrum salicaria)
6 Veskavaloniinithappo 1102,1 95,6 Metsdatammi (Quercus robur)

* Puhtaus maédritettiin UPLC-DAD:1la aallonpituusalueella 280 nm (Engstrom et al.
2019%%),

2.3. Proantosyanidiini—proteiini-kompleksien uudelleenliukenemisanalyysit

Proantosyanidiini-BSA-kompleksien  pysyvyyttd  mitattiin ~ kuoppalevylukijalla
(Labsystems Multiskan Ascent 414 nm) turbidometristd menetelmdd kayttden.
Aallonpituuksilla 370 ja 414 nm mitattiin muodostuvan liukenemattoman tanniini—
proteiini-kompleksin  absorbanssia 16 minuutin ajan 30 sekunnin vilein.
Kuoppalevyohjelmaan kuuluivat minuutin ravistelu ennen ohjelman alkua sekd 10 s
ravistelu ennen jokaista mittauspistettd. Analyysit koostuivat kahdesta osasta:
ensimmadisessd vaitheessa muodostui PA-BSA-kompleksi, joka seuraavassa vaiheessa
uudelleenliuotettiin kdyttdmalld sitraattifosfaattipuskureita viidessd eri pH:ssa. Kéytetty
200 uM BSA -liuos oli valmistettu 12 ,5 mM pH 5 -puskuriliuokseen.

Yhteensd 40 PA-fraktiota analysoitiin konsentraatioissa 0,05; 0,1 ja 0,2 mM siten,
ettd jokaisesta konsentraatiosta analysoitiin yksi taustandyte, kolme PA-—
BSA-taustakompleksia ja kolme uudelleenliuotettua PA-BSA-kompleksia viidessd eri
pH puskurissa. Ensimmaisessd mittauksessa liséttiin kuoppalevylle 100 ul PA-ndytetta ja
100 pl 10 % etanolia (taustandytteet) tai BSA:ta (kompleksi- ja uudelleenliuotetut
ndytteet).  Toisessa  mittauksessa  sekd  taustandytteisiin  etti =~ PA-BSA-
kompleksindytteisiin lisdttiin 100 ul 10 % etanolia ja uudelleenliuotettuihin PA—
BSA-kompleksindytteisiin liséttiin 100 pl puskuriliuosta.

Uudelleenliukenemisanalyysien jdlkeen jokaiselle fraktiolle laskettiin pH-puskurin
lisdédmisen vaikutus verrattuna taustakompleksiin kolmessa eri konsentraatiossa (0,2; 0,1

ja 0,05 mM) ja saaduista arvoista tehtiin kuvaajat Origin2016-ohjelmalla (© OriginLab
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Corporation, USA) niin, ettd y-akselilla oli PA-BSA-kompleksin maard (%) liuoksessa
pH:n funktiona. Kuvaajille sovitettiin gaussin kdyrdn mukaiset suorat ja suorista laskettiin
pH-arvot, jossa PA-BSA-kompleksia oli uudelleenliukenemisen jilkeen jiljelld 50 %
(pHso) (Kuva 8 ja liitteet 1-7).

2.4. Kombinatoriset proteiininsaostusanalyysit

Hydrolysoituvien tanniinien seosten (HT+HT) kombinatorista vaikutusta tarkasteltiin
mittaamalla ensin jokaisen yksittdisen puhdasaineen liukenemattoman kompleksin
muodostus viidessd eri konsentraatiossa (0,2; 0,4; 0,6; 0,8 ja 1,0 mM) ja sen jdlkeen
pipetoimalla 50 ul kahta eri puhdasainetta kuoppalevylle niin, ettd titrattavan
puhdasaineen konsentraatio oli 0,6 mM ja titraavan (eli jokaista analyysid varten 5 eri
HT:a) konsentraatioalue oli edelld mainittu 0,2—1,0 mM. Yhdisteitd 1 ja 2 jouduttiin liian
suurten absorbanssien vuoksi titraamaan konsentraatiossa 0,2 mM. Rinnakkaisia ndytteita
oli kolme jokaista konsentraatiota ja seosta kohden. Analyyseissd kaytettiin
proteiiniliuoksena BSA:ta, joka oli tehty 50 mM pH 5 -puskuriliuokseen ja mittauksiin
kéytettiin samaa kuoppalevylukijaa samoilla aallonpituuksilla kuin kohdassa 2.3.
Absorbanssia mitattiin 30 s vidlein 30 minuutin ajan ja ohjelmaan kuului minuutin
ravistelu ennen mittauksen alkua seki 10 s ravistelu ennen jokaista mittauspistettd. Ennen
BSA:n pipetointia kuoppalevylle levyd ravisteltiin minuutin ajan puhdasaineiden
sekoittumisen varmistamiseksi.

Lisdksi analysoitiin tanniiniyhdistelmdt HT+PA, PA+PA ja PA+HT. HT+PA-
yhdistelmit mitattiin titraamalla yhdisteitd 3—6 kolmella eri PA-fraktiolla 1676 FR 1,
1734 FR 2 ja 1591/1592 FR 5. Titrattavan HT:n pitoisuus pidettiin vakiona 0,2 mM:ssa
ja PA:n pitoisuudet olivat 0,05; 0,1 ja 0,2 mM. Proantosyanidiineja titrattaessa niiden
pitoisuus pidettiin 0,1 mM:ssa ja titraavat PA:t olivat pitoisuuksissa 0,05-0,2 mM ja HT:t
0,2—-1,0 mM. Analyysit suoritettiin samalla tavalla kuin HT+HT-yhdistelmien kanssa.

Saaduista tuloksista laskettiin seosten teoreettinen absorbanssi summaamalla
puhdasaineiden antamat vasteet samassa pitoisuudessa kuin ne olivat seoksessa, ottaen
huomioon  tanniinikonsentraation  laimenemisen  seoksessa.  Tanniiniseosten
proteiininsaostuksen oletettiin siis olevan additiivinen. Saatuja teoreettisia vasteita

verrattiin tdimén jalkeen seosten mitattuihin absorbanssiarvoihin.
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3. Tulokset ja niiden tarkastelu
3.1. Uudelleenliukenemisanalyysit

Uudelleenliukenemisanalyysien Origin-kuvaajista nihdddn niytteiden viliset erot niiden
BSA:n kanssa muodostamien kompleksien pysyvyydessid. Erot korostuivat etenkin
korkeimmassa konsentraatiossa (0,2 mM), jossa pHse-arvoa ei saatu PA-kummun
loppupéén fraktioilla maaritettyd kaytetylld pH-haarukalla (Kuva 8). Tdma osoittaa, ettd
mitd suurempi moolisuhde tanniinin ja proteiinin vélilld on, sitd vaikeampi kompleksi on
saada uudelleenliukenemaan. Kuvasta 8 ndhddin myds, ettd kuvaajien maksimit ovat
hieman pH 5:n vasemmalla puolella, 1ihelld BSA:n pl:ti pH:ssa 4,9.% Tissd pH:ssa

affiniteetti proteiinin ja tanniinin vélilld on korkein.
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Kuva 8. Uudelleenliukenemisanalyyseisti saadut kuvaajat ndytteen 1636

semipreparatiivisesti erotelluista fraktioista 1 (A), 2 (B), 3 (C), 4 (D) ja 5 (E). Kuvaajat
ndyttavit jdljella olevan liukenemattoman proantosyanidiini—proteiini-kompleksin
méiirédn (%) pH:n funktiona tanniinikonsentraatioissa 0,2 mM (musta), 0,1 mM (pun.) ja
0,05 mM (sin.). Moolisuhteet tanniinin ja proteiinin vélilld olivat vastaavasti 1:1, 1:2 ja
1:4.

Taulukossa 5 on lueteltu kaikkien fraktioiden ja BSA:n muodostamien kompleksien

uudelleenliukenemiseen  vaaditut  pHse-arvot. Joidenkin fraktioiden kohdalla

tanniinipitoisuudessa 0,2 mM, eli tanniini—proteiini-moolisuhteella 1:1, muodostuneen
kompleksin pysyvyys oli niin korkea, ettei pHso-arvoa saavutettu. Suuremman
pitoisuuden on osoitettu parantavan tanniinien proteiininsaostuskykyd sekd tanniini—
tanniinien valisilla

pysyvyytta esimerkiksi

pHso-arvoja ei saatu laskettua niilld PA-fraktioilla, joiden oli

proteiini-kompleksien

ristiinsitoutumisilla.’>%3
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aikaisemmin todettu muodostavan parhaiten liukenemattomia komplekseja BSA:n kanssa
(Taulukko 3). Erityisesti PA-kummun my6hemman retentioajan fraktioilla 4 ja 5, joiden
mDP:t olivat korkeat, muodostuneet kompleksit olivat hyvin pysyvia.

Seuraavaksi pHso-arvoja verrattiin PA-fraktioiden eri ominaisuuksiin. Kuvasta 9A
ndhdddn pHse-arvon ja ndytteen keskimiddrdisen polymerisoitumisasteen eli mDP:n
vilinen korrelaatio. Siitd ndhdéén, ettd mitd suurempi nidytteen mDP on, sitd pysyvimmin
ndytteen PA:t sitoutuvat proteiiniin ja sitd suurempi pH-muutos tarvitaan kompleksin
uudelleenliukenemiseksi. Tutkimuksessa ei pystytty suoraan vertaamaan PC/PD-suhteen
vaikutusta muodostuneen kompleksin pysyvyyteen, silli PD-rikkaat ndytteet olivat
suurimmaksi osaksi korkeamman mDP:n néytteitd kuin PC-rikkaat fraktiot. Kuitenkin
mDP-alueella 12—17 havaittiin pientd jakaumaa PC- ja PD-rikkaiden néytteiden vélilla
siten, ettd  PC-rikkaiden  proantosyanidiinien = muodostamien  kompleksien
uudelleenliukenemiseen vaadittiin hieman suurempi pH:n muutos kuin PD-rikkaiden
(Kuva 9B). Proantosyanidiinindytteessd 1676 oli kiinnittyneind galloyyliryhmid, joten
myos galloyloitumisen vaikutusta verrattiin toiseen samansuuruisen mDP:n yhdisteeseen
(Kuva 9C). Vaikkakin vaikutus ei ollut niin suuri kuin mDP:n, huomattiin
galloyloitumisen hieman kasvattavan uudelleenliukenemiseen tarvittavaa pH:n muutosta.

Tanniini—proteiini-kompleksin muodostus ja uudelleenliukeneminen myo6téilivét
toisiaan niin, ettd BSA:n kanssa parhaiten liukenemattomia komplekseja muodostavat
PA-fraktiot olivat myds niitd, joilla tarvittiin suurempi pH-muutos PA-BSA-kompleksin
uudelleenliukenemiseksi (Kuva 10). Tamé voitiin pédételld myds tanniini—proteiini-
moolisuhteen sekd mDP:n vaikutuksesta pHso-arvoon, silld mitd suurempi ndytteen mDP
oli, sitd kauempana pHso-arvo oli proteiinin isoelektrisestd pisteestd (4,9). Moolisuhde
vaikuttaa kompleksin pysyvyyteen niin, ettd suurempi tanniinin médrd mahdollistaa
useamman kompleksin vélisen ristiinsidoksen ~muodostumisen, jolloin sekd
liukenemattoman tanniini—proteiini-kompleksien méadrd ettd kompleksien pysyvyys
kasvaa. Suurempi mDP taas mahdollistaa useamman sitoutumispaikan proteiinille ja
pidemmin molekyylin vapaa “hidntd” pystyy sitoutumaan proteiiniin heikoilla
vuorovaikutuksilla Karonen et al.’* ellagitanniineilla esittimilli tavalla, johtaen seki
voimakkaampaan proteiininsaostuskykyyn ettd parempaan kompleksin pysyvyyteen.
PA:en galloyloitumisasteen on my®ds todettu parantavan niiden proteiininsaostuskykyi®!,
ja tdmid edelleen tukee johtopddtostd, ettd mitd voimakkaammin tanniini saostaa

proteiineja, sitd pysyvampi muodostunut kompleksi on.



Taulukko 5. Proantosyanidiinifraktioiden pH-arvot, joissa proantosyanidiini—proteiini-kompleksia oli jéljelld 50 %. Korkeimmalla tanniini—proteiini-
moolisuhteella (1:1) tanniinikonsentraatiossa 0,2 mM affiniteetti tanniinin ja proteiinin vililld oli niin korkea, ettei kaikkien fraktioiden pHso-arvoa tilla
moolisuhteella saavutettu. Affiniteetti oli korkeimmillaan proteiinin isoelektrisessd pisteessd (4,9), joten pHse-arvot on laskettu timdn maksimin
molemmin puolin. Tulosten luottamusvilit jokaista pHso-arvoa kohden (pH1 < pH 4,9 ja pH2 > pH 4,9) on laskettu niin, ettd yldindeksi ’a” tarkoittaa
luottamusviélin alarajaa ja ”’b” yldrajaa. Kaikkia luottamusvéliarvoja ei saatu laskettua.

0,2 mM 95 % luottamusviilit 0,1 mM 95 % luottamusvailit 0,05 mM 95 % luottamusvailit
Niiyte ?35;’) ?54153) pH1* pHI® pH2* pH2" ?35;’) ?353) pHI* pHIP pH2* pH2 ?35;) ?35;’) pHI* pHI® pH2* pH2b
1676 FR 1 420 538 (4,15 426 532 544 447 522 (443 4,52 518 525 |4,60 533 453 4,68 525 540
1676 FR 2 394 572 3,88 3,99 5,66 5,77 [4,13 551 (4,10 4,17 546 556 [426 550 (422 430 545 555
1676 FR 3 3,81 6,03 3,76 3,86 597 6,08 (4,11 568 |4,07 4,14 565 571 423 554 (419 426 551 5,58
1676 FR 4 3,12 6,77 |3,03 322 6,65 6,86 (3,50 6,30 |341 3,59 620 6,40 [3,85 592 (3,79 391 586 598
1676 FR 5 3,02 6,92 3,69 6,15 [3,57 3,80 6,04 6,27 (3,95 581 390 399 5,777 585
1628 FR 1 3,89 5,79 3,80 3,98 5,70 5,88 (4,21 548 |4,16 427 542 553 443 541 (439 448 537 545
1628 FR 2 330 6,40 |3,21 3,39 6,29 6,51 (3,83 5,78 |3,75 3,90 5,71 586 [4,12 5,59 (4,07 4,17 554 5,64
1628 FR 3 3,05 6,71 3,14 6,80 3,54 6,00 |3,45 3,64 590 6,10 (3,94 573 3,90 3,98 5,68 5,77
1628 FR 4 6,95 332 6,22 |3,22 342 6,12 6,33 (3,84 5,72 |3,77 3,92 5,65 5,80
1628 FR 5 6,92 3,25 6,18 [3,20 3,30 6,12 6,24 (3,76 5,72 |3,70 3,82 5,66 5,79

LT



0,2 mM 95 % luottamusviilit 0,1 mM 95 % luottamusvilit 0,05 mM 95 % luottamusvilit

?25;) gl;ls;) pHI* pHI® pH2* pH2 pHso pHso pHI® pHI® pH2* pH2 pHso pHso pHI* pHI® pH2* pH2’

Niyte (<4,9) (>4.,9) (<4,9) (>4,9)

1636 FR 1 3,80 5,83 |3,71 3,89 5,74 592 4,20 5,52 |4,15 4,24 547 5,57 |443 5,29 (439 4,48 525 5,33

1636 FR 2 6,77 6,66 685 (3,64 591 (3,56 3,772 5,83 599 (4,07 5,57 |4,02 4,12 5,52 5,62
1636 FR 3 6,97 347 6,14 |3,38 3,56 6,03 6,25 |3,87 5,78 [3,80 3,93 5771 5,85
1636 FR 4 3,22 6,37 |3,12 332 6,25 6,48 |3,71 5,81 |3,63 3,79 5,773 5,89
1636 FR 5 3,31 6,38 |3,24 3,39 6,30 6,47 |3,73 5,89 |3,68 3,77 5,84 5,94
11:;9}/1592 3,31 3,65 599 637 |3,84 581 |3,75 3,93 571 590 |4,10 5,54 4,06 4,14 550 5,59
11:;9;/1592 3,00 6,86 |3,08 6,93 |3,71 6,05 |3,60 3,81 595 6,17 [3,96 5,69 (3,89 4,02 5,62 5,75
11:;9;/1592 343 6,30 |3,32 3,54 6,16 644 |3,79 5,93 |3,69 3,88 583 6,04
11:;9}‘/1592 3,18 6,37 |3,06 3,31 6,21 6,51 |3,68 5,93 |3,60 3,76 585 6,02
11:;9;/1592 3,06 6,76 |3,06 6,90 |3,41 6,25 (3,33 349 6,14 6,35
605 FR 1 3,17 6,60 |3,08 326 647 6,70 |3,77 5,87 |3,70 3,84 5,779 595 |4,01 5,62 |3,97 4,05 5,57 5,66
605 FR 2 344 6,23 333 3,54 6,10 635 |3,82 5,83 |3,75 3,88 5,776 5,90

605 FR 3 321 6,44 |3,16 3,27 6,36 6,50 (3,71 598 [3,66 3,776 593 6,04

8¢C



0,2 mM 95 % luottamusviilit 0,1 mM 95 % luottamusvilit 0,05 mM 95 % luottamusvilit

. pHso pHso a b a » |PHso pHso a b a » | PHso pHso a b a b
Nayte (<4.9) (>4.9) pH1* pH1"* pH2* pH2 (<4.9) (>4.9) pH1* pH1® pH2* pH2 (<4.9) (>4.9) pH1* pH1" pH2* pH2
605 FR 4 3,17 6,56 |3,08 326 644 6,66 (3,64 6,05 |3,58 3,70 599 6,11
605 FR 5 3,05 6,62 3,12 6,69 3,52 6,03 |3,46 3,57 597 6,09

1734 FR 1 4,10 5,52 (4,08 4,13 5,50 5,55 (4,36 537 (433 4,40 533 541 (4,50 532 (443 4,58 525 5,40
1734 FR 2 3,63 6,15 |3,55 3,70 6,07 6,23 3,99 5,80 [3,94 4,03 5,776 5,84 4,04 553 [3,99 4,08 549 5,58
1734 FR 3 3,18 6,37 |3,03 3,33 6,20 6,52 |3,63 6,04 |3,52 3,775 592 6,17 |3,85 5,83 |3,80 3,90 5,777 5,89
1734 FR 4 322 6,69 |3,12 334 6,56 6,79 |3,67 6,06 |3,55 3,778 594 6,18 3,92 5,79 |3,83 4,02 5,770 5,89
1734 FR 5 6,61 6,54 6,66 (3,47 6,07 (342 352 6,02 6,12 |3,81 5,776 |3,75 3,87 5,69 5,82
1589 FR 1 3,85 5,86 |3,79 391 580 593 |4,16 5,52 |4,13 4,20 548 5,55 |423 548 420 4,27 545 5,52

1589 FR 2 342 6,25 |3,30 3,53 6,11 6,39 |3,93 5,777 |3,88 3,96 5,73 581 4,09 5,62 [4,06 4,12 559 5,65

1589 FR 3 3,04 6,68 3,13 6,77 |3,66 6,10 |3,59 3,773 6,03 6,18 393 584 |3,88 3,97 5,779 5,89
1589 FR 4 6,77 6,66 6,85 |3.42 640 |3,28 3,56 6,25 6,55 |3,75 592 |3,70 3,80 5,87 5,97
1589 FR 5 6,69 6,78 3,53 6,06 |3,47 3,58 6,00 6,11 (3,84 5,71 |3,79 3,88 5,66 5,76

1639 FR 1 3,73 5,84 |3,68 3,78 5,779 590 (4,03 5,58 |4,00 4,06 555 5,61 (422 549 (419 425 546 5,52

6¢C



0,2 mM 95 % luottamusviilit 0,1 mM 95 % luottamusvilit 0,05 mM 95 % luottamusvilit
Niyte ?541,5;) ?Efg) pH1® pH1® pH2* pH2® ?3’53) ?3153) pH1® pH1® pH2* pH2® ?:15;) ?:15;) pH1* pHI1® pH2* pH2P
1639 FR 2 3,38 6,20 3,31 345 6,12 6,28 (3,85 574 |3,81 3,89 570 5,778 4,11 5,54 (4,09 4,13 551 5,56
1639 FR 3 3,16 642 |3,07 3,25 630 6,52 (3,66 594 |3,63 3,68 591 597 398 5,63 (3,95 4,01 560 5,66
1639 FR 4 6,69 3,01 6,76 |3,52 6,03 |3,46 3,57 597 6,09 (3,85 568 [3,82 3,87 5,65 5,71
1639 FR 5 6,65 6,60 6,70 |3,49 6,01 |3,42 3,56 593 6,08 |3,80 5,74 |3,77 3,83 571 5,77

0¢
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Kuva 9. pH-arvoja, joissa tanniini—proteiini-kompleksia oli jiljelld 50 % (pHso)
verrattiin ~ proantosyanidiinifraktioiden  rakenteellisiin  ominaisuuksiin.  (A)
polymerisaatioasteen (mDP) ja pHseo-arvon korrelaatio  tanniini—proteiini-
moolisuhteilla 1:2 (pun.) ja 1:4 (sin.). (B) prodelfinidiini- (vihr.) ja
prosyanidiinirikkaiden (viol.) fraktioiden jakautuminen niytesetin sisélld. (C)
galloyyliryhmien vaikutus pHso-arvoon néytteelld 1676 (musta) verrattuna
samansuuruisten mDP:n néytteisiin 1734 (pun.) ja 1589 (sin.).
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Kuva 10. Proantosyanidiinindytteiden aikaisemmin mééritetyn proteiininsaostuskyvyn
(engl. effective concentration, ECso) korrelaatio prosyanidiini-BSA-kompleksin
pysyvyydesti kertovaan arvoon (pHso) tanniini—proteiini-moolisuhteilla 1:2 (viol.) ja 1:4
(vihr.). Mitd pienempi ECso-arvo on, sitd paremmin ndyte saostaa proteiinia ja mité
kauempana pHso-arvo on BSA:n isoelektrisestd pisteestd (4,9), sitd parempi kompleksin
pysyvyys on.

Saatujen tulosten perusteella korkealla mDP:1l4, korkealla tanniini—proteiini-
moolisuhteella ja PA:en galloyyliryhmilld oli selked PA—BSA-kompleksien pysyvyytti
kasvattava vaikutus, kun taas tutkituilla PA-fraktioilla PC/PD-suhteen vaikutus
liukenemattomien kompleksien pysyvyyteen oli pienempi. Virtanen et al.** tarkastelivat
vastaavasti  hydrolysoituvien  tanniinien = muodostamien  proteiinikompleksien
uudelleenliukenemista. Tutkimuksessa kidytetyt HT-BSA-moolisuhteet olivat 2:1-5:1 ja
pH-alue oli 5,25-6,75. Téssd tyossd tutkitut PA—BSA-kompleksit olivat vihemmin
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alttiita uudelleenliukenemiselle pH:n muuttuessa, vaikka kédytetyt tanniini—proteiini-
moolisuhteet olivat pienemmit kuin Virtanen et al.®® tekemissi tutkimuksessa. Tulokset
viittaavat sithen, ettd pH:n ollessa hapan tai neutraali PA:t pystyvdt muodostamaan
proteiinien kanssa pH-olosuhteiden muutosta paremmin kestédvid komplekseja kuin
HT:t.42658 Erot pysyvyydessi voivat johtua ndiden tanniinien eri sitoutumistavoista, silli
HT:en in aikaisemmin todettu suosivan hydrofobisia vuorovaikutuksia, kun taas PA:lla
vetysidokset tanniinin ja proteiinin vililli ovat yleisempii. >

Tutkimuksessa kdytetyn proteiinin pl oli 4,9 ja pHse-arvo saavutettiin pidemmilla
polymeereilld vasta 1,5-2 pH-yksikon muutoksella. Runsaimman kasviproteiinin
rubiscon pl:n on arvioitu olevan noin kuusi.®> Tarpeeksi pitkit PA-ketjut voisivat siis
muodostaa maérehtijoiden ravinnosta saatujen proteiinien kanssa komplekseja, jotka
suojaisivat proteiineja hajoamiselta potsin ja verkkomahan alueella (pH 6-7). Tdmén
jélkeen tanniini—proteiini-kompleksit uudelleenliukenisivat my6hemmin
ruoansulatuskanavassa (pH on satakerran ja juoksutusmahan alueella 2-5 ja suolistossa
7-8). Uudelleenliuenneet PA:t pystyisivét timéan jilkeen toimimaan luonnollisena lisdni

jo kiiytdssi oleville loisldikkeille.?’

3.2. Kombinatoriset analyysit

Kombinatorisissa analyyseissd tutkittiin eri HT:en (Kuva 2, Taulukko 4) ja PA:en
(Taulukko 3) seosten kykyd muodostaa liukenemattomia komplekseja BSA:n kanssa.
Teoreettisesti laskettuja absorbanssiarvoja verrattiin mitattuihin absorbansseihin, jolloin
saatiin kombinatorisesta vaikutuksesta kertova arvo. Jos arvo oli yksi, ei kombinatorista
vaikutusta ollut. Arvon ollessa yli yksi havaittiin synerginen vaikutus ja jos arvo oli alle
yksi, kombinatorinen vaikutus oli antagoninen.

Kaytetyt HT:t valittiin siten, ettdi mukana oli heikkoja proteiinin saostajia
(avoketjuiset ET:t veskalagiini ja veskavaloniinihappo), hyvid proteiinin saostajia
(oenotheiini ja PGQG) seka erittdin hyvid proteiinin saostajia (ET-dimeerit gemiini A ja
sanguiini H-6). Tarkasteltaessa HT-yhdistelmien (HT+HT, Kuva 11) kombinatorista
vaikutusta HT-BSA-kompleksien muodostukseen havaittiin, ettd avoketjuisilla ET:1la
synerginen vaikutus oli suurimmillaan 0,4 mM konsentraatiossa titrattuna, kun taas
muilla yhdisteilld kombinatorinen vaikutus laski konsentraation noustessa. Avoketjuisia
yhdisteita titrattaessa positiivinen kombinatorinen vaikutus oli suurempi muihin HT+HT-
yhdistelmiin verrattuna. Tuloksia tarkasteltaessa on hyva pitdd mielessd, ettd alhaisilla

konsentraatioilla teoreettinen vaste voi olla epdtarkka, kun taas liian suurilla
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konsentraatioilla havaittu kombinatorinen vaikutus voi saturoitua mitattujen

absorbanssien kasvaessa litan suureksi.

B 17, C
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Kuva 11. Hydrolysoituvien tanniinien yhdistelmien kombinatoristen vaikutusten vertailu
eri pitoisuuksissa. Titrattavina yhdisteind olivat gemiini A (A), pentagalloyyliglukoosi
(B), veskalagiini (C), sanguiini H-6 (D), oenotheiini B (E) ja veskavaloniinihappo (F).
Titraavina yhdisteind olivat gemiini A (musta), pentagalloyyliglukoosi (viol.),
veskalagiini (pun.), sanguiini H-6 (sin.), oenotheiini B (orans.) ja veskavaloniinihappo
(vihr.). Titrattavan yhdisteen pitoisuus pidettiin vakiona.

Testattaviin HT+PA-yhdistelmiin (Kuva 12) valittiin kolme PA-fraktiota, joista
yksi oli PD-rikas suuren mDP:n fraktio (1591/1592), yksi PC-rikas (1734) ja yksi fraktio
sisélsi galloyloituja PA:ta ja sen PC/PD-arvo oli noin yksi (1676). HT+PA- ja PA+HT-
yhdistelmilld kombinatorisissa vaikutuksissa havaittiin selkeitd eroja huolimatta niiden
kanssa yhdistetystd HT:sta. Proantosyanidiinifraktio 1676 sai aikaan selvésti paremman
kombinatorisen vaikutuksen kuin fraktio 1591/1592, jonka laskettu kombinatorinen
vaikutus oli noin yksi kaikissa kédytetyissd konsentraatioissa. Fraktion 1734
kombinatorinen vaikutus oli jokaisella HT:lla edellisten PA-fraktion valilta.
Proantosyanidiinifraktioiden kombinatorinen vaikutus nayttéisi laskevan niiden mDP:n
kasvaessa ja PA:en galloyyliryhmit ndyttdisivdt hieman kasvattavan kombinatorista
vaikutusta. Lisdksi avoketjuisten ET:en yhdistelmilldi kombinatoriset vasteet olivat
jélleen kerran yhdistelmistd suurimmat, vastaten HT+HT-yhdistelmien kohdalla
havaittua trendid. HT+PA-yhdistelmien kombinatorisissa testeissd oli kaytettiva
pienempid tanniinikonsentraatioita kuin HT+HT-yhdistelmilli PA:en korkeamman

PPC:n vuoksi, joten tulokset eivdt ole tdysin verrattavissa toisiinsa. HT+PA-
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yhdistelmissd titrattavan HT:n pitoisuus pidettiin 0,2 mM:ssa, kun taas HT+HT-
yhdistelmillé se oli 0,6 mM kaytetyilld tanniineilla.
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Kuva 12. Pentagalloyyliglukoosin (A), veskalagiinin (B), oenotheiini B:n (C) ja
veskavaloniinihapon (D) titraus proantosyanidiinifraktioilla 1676 (musta), 1734 (pun.)
ja 1591/1592 (sin.). Hydrolysoitavien tanniinien pitoisuudet olivat 0,2 mM.

Testattaessa PA+PA-seosten kombinatorista vaikutusta yhdisteltiin aikaisemmin
mainittuja PA-fraktioita (Kuva 13). Proantosyanidiinien synerginen vaikutus oli selvésti
alhaisempi kuin HT:lla, eli y-akselin arvo oli noin yksi kaikilla yhdistelmilla.
Samankaltaisuuksia havaittiin HT+PA- ja PA+PA-yhdistelmien vililld: PA-fraktioiden
jéarjestys kombinatorisissa vaikutuksissa parhaimmasta huonoimpaan oli 1676, 1734 ja
1591/1592. Jérjestys vastasi fraktioiden kasvavaa mDP:ta.

Analysoitaessa PA+HT-yhdistelmid, aiemmin kdytettyjd PA:ta titrattiin PGG:ll4,
oenotheiini B:lld, veskalagiinilla ja veskavaloniinihapolla (Kuva 14). Yhdistelmilld
havaittiin  yhdenmukaisuutta HT+HT-yhdistelmien kanssa: avoketjuiset ET:t eli
veskalagiini ja  veskavaloniinithappo antoivat suurimmat absorbanssivasteet.
Samankaltaisuutta  havaittiin =~ my6s  HT+PA-yhdistelmiin  vertaillessa,  silld
galloyloituneen PA-fraktion 1676 (Kuva 14A) kombinatorinen vaikutus oli suurin
kolmesta kéytetystd PA-fraktiosta, kun taas fraktion 1591/1592 kombinatorinen vaikutus

oli pienimmalldkin tanniini—proteiini-moolisuhteella ldhelld yhta.
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Kuva 13. Proantosyanidiinien yhdistelmien kombinatoriset analyysit. Titrattavina
proantosyanidiinifraktioina olivat 1676 (A), 1734 (B) ja 1591/1592 (C). Titraavina
fraktioina olivat 1676 (musta), 1734 (pun.) ja 1591/1592 (sin.). Kuvaajat esittdvét
kombinatorisen vaikutuksen pitoisuuden funktiona. Titratun fraktion pitoisuus
pidettiin vakiona pitoisuudessa 0,1 mM.

>
prg
S

-

IS

B C

") : 0
3 A = S 1.1
5 VAN 5134 \ 5
=16 / N = N = —N
T /N T12- T10 \N
> o« / \ > H \, > \ \
c14 \/ \ c N\ c ;
¥ N\ 1.14 : \ AN

g A N Bl N\ 2091 N\
S12] =\ s 1:01 A N S N\ ‘
T ) ~ 5 ‘ —. o8 O\ o
= N — £09 \\ £ N T~
210 P ——— o S 257 S .
§ e, 508 S § B
= —t x =

081 — ! . . . 0.7+— . : . 0.6— : : : !

0.2 04 06 0.8 1.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0 0.2 04 06 0.8 1.0
pitoisuus (mM) pitoisuus (mM) pitoisuus (mM)

Kuva 14. Proantosyanidiinifraktioiden 1676 (A), 1734 (B) ja 1591/1592 (C) titraus
pentagalloyyliglukoosilla (viol.), oenotheiini B:1ld (orans.), veskalagiinilla (pun.) ja
veskavaloniinihapolla (vihr.). Kuvaajissa on esitetty fraktioiden kombinatorinen
vaikutus hydrolysoituvien tanniinien pitoisuuden funktiona. Titrattavan tanniinin
pitoisuus pidettiin vakiona pitoisuudessa 0,1 mM.

Kuten kuvissa 11-14 ndhddan, kombinatorisessa vaikutuksessa havaittiin selvi
lasku tanniinikonsentraation noustessa. Tdma voi johtua siitd, ettd tanniinikonsentraation
kasvaessa vapaita sitoutumispaikkoja proteiinin pinnalla ei ole enédé kiytettavissé, jolloin
kombinatorinen vaikutus vdhenee. Toinen mahdollinen syy on, ettei mitattu absorbanssi
kasva, kun tietty saostuneen kompleksin pitoisuus on saavutettu, jolloin kombinatorinen
vaikutus pienenee. Toisessa tutkimuksessa kivi ilmi, ettd absorbanssivasteen noustessa
yli kahden ei tanniinikonsentraation kasvattaminen endd kasvattanut mitattua
absorbanssia kyseiselld proteiinipitoisuudella.

Saatuja tuloksia tarkasteltiin my0s vertaamalla seoksen mitattua absorbanssia
laskettuun kombinatoriseen vasteeseen (Kuva 15). Selvédn synergisen kombinatorisen
vaikutuksen raja oli 1,25. Yhdistelmid tanniiniryhmittdin vertailemalla (Kuva 15A)
havaittiin, ettd HT:en titraaminen PA:lla (HT+PA) antoi parhaan kombinatorisen vasteen,

kun taas PA+PA-yhdistelmilld vaste oli alhaisin. HT+HT- ja PA+HT-yhdistelmilld ei
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havaittu selkeitd eroja niiden antamissa kombinatorisissa vasteissa. Tehty vertailu antoi
samanlaisia tuloksia kuin vertailu kombinatorisen vasteen ja titraavan tanniinin
pitoisuuden vililld, eli positiivista vaikutusta havaittiin avoketjuisten ellagitanniinien
veskalagiinin ja veskavaloniinihapon ja/tai galloyloituneen pienen mDP:n PA-fraktion

1676 yhdistelmilld (Kuva 15B).
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Kuva 15. Tanniiniyhdistelmien kombinatorista vaikutusta verrattiin mitattuun
absorbanssiin. Alle 2 absorbanssivasteen tuloksia pidettiin luotettavina ja rajana
synergiselle kombinatoriselle vaikutukselle pidettiin arvoa 1,25. (A) Eri
tanniiniluokkien kombinatorista vastetta vertailtiin; HT+HT (viol.), HT+PA (vihr.),
PA+PA (sin.) ja PA+HT (pun.). (B) PA-fraktion 1676 (pun.) ja/tai avoketjuisten
ellagitanniinien (sin.) yhdistelmét antoivat hyvdt kombinatoriset vasteet. HT =
hydrolysoituva tanniini, PA = proantosyanidiini.

Harbetson et al.'® tutkivat PA:en kombinatorista vaikutusta niiden PPC:hen, ja
havaitsivat vaikutuksen olevan yleisesti additiivinen ja kombinatorisen vaikutuksen
kasvavan, kun PA-pitoisuus sekd molekyylikoko pieneni. Pitoisuuden pienentdmisen
vaikutus voi selittyd esimerkiksi proteiinin vapaiden sitoutumispaikkojen méaralla;
isompi tanniini sitoutuu voimakkaammin proteiiniin, mutta ei pysty steeristen esteiden
takia kdyttdimaddn hyvékseen kaikkia sitoutumispaikkoja, jolloin pienempi PA pystyy
sitoutumaan niihin. Toinen vaihtoehto kombinatoriselle vaikutukselle voisi olla se, ettd
suurempi ja voimakkaammin sitoutuva PA muuttaisi proteiinin kolmiulotteista rakennetta
ja samalla paljastaisi uusia sitoutumispaikkoja, joihin pienemmin proteiiniaffiniteetin
tanniini pystyisi sitoutumaan. '8

Edelld mainitut tulokset tukivat téssd tyossd tehtyjd havaintoja PA-puolelta, silla
suurimman mDP:n  PA:ta tanniiniseokseen lisddmaillda ei havaittu synergistd
kombinatorista vastetta, kun taas polymeerikokoa pienentimalld kombinatorinen vaste oli
suurempi. My0s tanniinin pitoisuuden pienentyessd havaittiin suurempi kombinatorinen

vaste molemmissa tutkimuksissa. Harbetson et al.'® tutkivat vain polymeerikoon
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vaikutusta PA-seosten PPC:een, mutta tissd tydssa tarkasteltiin pienelld mittakaavalla
myos  galloyloituneiden PA:den yhteisvaikutusta tanniini—proteiini-kompleksin
muodostukseen. Proantosyanidiinin galloyloitumisasteen kasvattamisen havaittiin
parantavan kombinatorista vaikutusta ndiden yhdisteiden seoksissa.

Tyossd kiytetty kuoppalevymenetelmd soveltui liukenemattomien tanniini—
proteiini-kompleksien  tutkimiseen, silld muodostuneet kompleksit  pystyttiin
havaitsemaan valkeana sakkana, jonka absorbanssia mitattiin. Kuten aikaisemmin
mainittiin, kdytetyn analyysimenetelmén detektiokyky ei kuitenkaan soveltunut parhaalla
mahdollisella tavalla kombinatorisille analyyseille. Tdmé paljastui toisen tutkimuksen
ohessa, jossa havaittiin absorbanssivasteen pysyvén tietyn rajan jilkeen samansuuruisena
tanniinikonsentraatiota nostettaessa. Tdméd raja oli 1,5-2 ja sen takia osa téssd
tutkimuksessa saadusta datasta jouduttiin rajaamaan pois. Proteiinin konsentraatio
pidettiin tutkimuksessa vakiona, jolloin havaitut tulokset voivat johtua siitd, ettd hyvin
proteiineja saostavat ndytteet olivat jo pienemmilld pitoisuuksilla saostaneet 1dhes kaiken
vapaana olevan BSA:n, jonka jidlkeen tanniinikonsentraation kasvattaminen ei endi

kasvattanut mitattua absorbanssia.

4. Johtopaatokset

Uudelleenliukenemisanalyyseistd saadut tulokset osoittivat pH:n vaikuttavan PA—
proteiini-kompleksien pysyvyyteen. Liukenematon PA-proteiini-kompleksi
uudelleenliukeni  liuvoksen  pH:n  siirtyessd  kauemmas  proteiinin  pl:sti.
Proantosyanidiineilla suurin muodostuneen kompleksin pysyvyyteen vaikuttava
rakenteellinen ominaisuus oli PA-seoksen mDP. Lisdksi PA-rakenteeseen liittyneilld
galloyyliryhmilld  sekd suuremmalla  prosyanidiiniosuudella  havaittiin ~ pieni
proteiinikompleksin pysyvyyttd parantava vaikutus.

Uudelleenliukenemisanalyyseistd saadut tulokset vahvistavat hypoteesia, ettd
marehtijéiden ravinnosta saatavat tanniinit voisivat ensin kompleksoitua kasviproteiinien
kanssa, suojaten niitd mérehtimisprosessissa hajoamiselta ja siten parantaa proteiinien
hyotykayttod. Tamaén jalkeen kompleksit uudelleenliukenisivat myohemmin mérehtijan
ruoansulatuskanavassa. Vapautuneet tanniinit voisivat tilloin toimia esimerkiksi
luonnollisina loislddkkeind haitallisia loisia vastaan. Seuraava askel tanniinien
hyotykédyttoon valjastamisessa olisikin niiden loislddkkeen kaltaisten vaikutusten
yhdistdminen saatuun tietoon tanniini—proteiini-kompleksien pysyvyydestd. Tdmén

jélkeen selvitettdisiin, miten saatua tietoa voidaan hyddyntdd maataloudessa.
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Kombinatoriset analyysit osoittivat, ettd tanniiniseoksilla oli yleisesti additiivinen
vaikutus niiden proteiininsaostuskykyyn, mutta tietyilld yhdistelmilld saatiin aikaan
suurempi kombinatorinen vaikutus. Avoketjuisten ellagitanniinien sekd galloyloituneen
proantosyanidiinin seokset kasvattivat seoksen proteiininsaostuskykya kaikkein eniten.
Néiden tanniinien proteiininsaostus oli puhdasaineina keskiméddrdisti huonompi, mutta
tanniiniseoksina ne voivat sitoutua proteiinin niihin sitoutumispaikkoihin, joihin
voimakkaammin sitoutuva tanniini ei esimerkiksi steeristen esteiden takia pysty
sitoutumaan. Suurin vaikutus havaittiin pienimmilla tanniini—proteiini-moolisuhteilla.

Tieto yksittdisten tanniinien rakenteellisten ominaisuuksien vaikutuksesta niiden
bioaktiivisuuteen on lisdéntynyt viime vuosien aikana puhdistus- ja analyysimenetelmien
kehittyessd. Tdhén asti onkin keskitytty vertailemaan yksittdisten tanniinirakenteiden
eroja esimerkiksi niiden PPC:ssd. Tarkkaa tietoa tanniiniseosten yhteisvaikutuksesta
bioaktiivisuuteen ei kuitenkaan vield ole, ja tdimé olisikin seuraava mielenkiintoinen
tutkimusaihe. Tanniinien valjastamisessa hyotykayttoon tanniiniseosten
vaikutusmekanismin tunteminen on tarkeéa, silld harva kasvi tuottaa vain yhté tanniinia,
vaan luonnontuotteissa kyse on aina seoksista. Yhteisvaikutuksen tuntemisesta olisi
hy6tyd myds optimoinnissa, jolloin esimerkiksi mérehtijoiden ruokavalioon liséttdvien
kasvien tanniinikoostumuksella olisi positiivinen kombinatorinen vaikutus pelkin
additiivisen vaikutuksen sijaan.

Téssd tyossa verrattiin kombinatorista vaikutusta melko pienelld tanniiniotannalla,
ja kdytetyt PA-nidytteet olivat jo itsessdin seoksia. Suhteellisen helposti puhdistettavien
hydrolysoituvien tanniinien kohdalla seuraava askel olisi selvittdd suuremmalla
tanniinien lukuméérdlld rakenteellisia vaikutuksia menetelmélld, joka pystyisi
havaitsemaan herkemmin vapaan tanniinin tai proteiinin mééran. Proantosyanidiinien
kohdalla ei olla vield pddsty samaan puhtausasteeseen kuin hydrolysoituvissa
tanniineissa, joten tdlld saralla voidaan joko keskittyd pienemmdn mDP:n

puhdasaineisiin® tai suuremman mDP:n puhdistettuihin PA-seoksiin'”.
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Liitteet

Liite 1. Uudelleenliukenemisanalyyseisti saadut kuvaajat ndytteen 1676 kromatografisen
kummin semipreparatiivisesti erotelluista fraktioista 1 (A), 2 (B), 3 (C), 4 (D) ja 5 (E).
Kuvaajat ndyttévit jdljelld olevan proantosyanidiini—proteiini-kompleksin mééran (%)
pH:n funktiona tanniinikonsentraatioissa 0,2 mM (musta), 0,1 mM (pun.) ja 0,05 mM
(sin.). Moolisuhteet tanniinin ja proteiinin vélilld olivat vastaavasti 1:1, 1:2 ja 1:4.
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Liite 2. Uudelleenliukenemisanalyyseistd saadut kuvaajat ndytteen 1628 kromatografisen
kummun semipreparatiivisesti erotelluista fraktioista 1 (A), 2 (B), 3 (C), 4 (D) ja 5 (E).
Kuvaajat nayttivit jiljelld olevan proantosyanidiini-BSA-kompleksin méiéirin (%) pH:n
funktiona tanniinikonsentraatioissa 0,2 mM (musta), 0,1 mM (pun.) ja 0,05 mM (sin.).
Moolisuhteet tanniinin ja proteiinin vélilld olivat vastaavasti 1:1, 1:2 ja 1:4.
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Liite 4. Uudelleenliukenemisanalyyseistd saadut kuvaajat ndytteen 605 kromatografisen
kummun semipreparatiivisesti erotelluista fraktioista 1 (A), 2 (B), 3 (C), 4 (D) ja 5 (E).
Kuvaajat ndyttavét jdljelld olevan proantosyanidiini-BSA-kompleksin méérin (%) pH:n
funktiona tanniinikonsentraatioissa 0,2 mM (musta), 0,1 mM (pun.) ja 0,05 mM (sin.).
Moolisuhteet tanniinin ja proteiinin vililld olivat vastaavasti 1:1, 1:2 ja 1:4.
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Liite 3. Uudelleenliukenemisanalyyseistd saadut kuvaajat ndytteen 1591/1592

kromatografisen kummin semipreparatiivisesti erotelluista fraktioista 1 (A), 2 (B), 3 (C),
4 (D) ja 5 (E). Kuvaajat néyttavat jiljelld olevan proantosyanidiini-BSA-kompleksin
méiirédn (%) pH:n funktiona tanniinikonsentraatioissa 0,2 mM (musta), 0,1 mM (pun.) ja
0,05 mM (sin.). Moolisuhteet tanniinin ja proteiinin vililld olivat vastaavasti 1:1, 1:2 ja
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Liite 6. Uudelleenliukenemisanalyyseisti saadut kuvaajat ndytteen 1589 kromatografisen
kummun semipreparatiivisesti erotelluista fraktioista 1 (A), 2 (B), 3 (C), 4 (D) ja 5 (E).
Kuvaajat ndyttavét jdljelld olevan proantosyanidiini-BSA-kompleksin méérin (%) pH:n
funktiona tanniinikonsentraatioissa 0,2 mM (musta), 0,1 mM (pun.) ja 0,05 mM (sin.).
Moolisuhteet tanniinin ja proteiinin vililld olivat vastaavasti 1:1, 1:2 ja 1:4.
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Liite 5. Uudelleenliukenemisanalyyseisti saadut kuvaajat ndytteen 1639 kromatografisen
kummun semipreparatiivisesti erotelluista fraktioista 1 (A), 2 (B), 3 (C), 4 (D) ja 5 (E).
Kuvaajat ndyttavit jiljelld olevan proantosyanidiini-BSA-kompleksin méérin (%) pH:n
funktiona tanniinikonsentraatioissa 0,2 mM (musta), 0,1 mM (pun.) ja 0,05 mM (sin.).
Moolisuhteet tanniinin ja proteiinin vélilla olivat vastaavasti 1:1, 1:2 ja 1:4.
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Liite 7. Uudelleenliukenemisanalyyseisti saadut kuvaajat ndytteen 1734 kromatografisen
kummun semipreparatiivisesti erotelluista fraktioista 1 (A), 2 (B), 3 (C), 4 (D) ja 5 (E).
Kuvaajat ndyttavét jdljelld olevan proantosyanidiini-BSA-kompleksin méérin (%) pH:n
funktiona tanniinikonsentraatioissa 0,2 mM (musta), 0,1 mM (pun.) ja 0,05 mM (sin.).
Moolisuhteet tanniinin ja proteiinin vililld olivat vastaavasti 1:1, 1:2 ja 1:4.
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