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Polyfenoleihin lukeutuvat tanniinit ovat kasvien erikoistuneita metaboliitteja, joiden
yhtend perusominaisuutena pidetdin kykyd muodostaa komplekseja makromolekyylien
kanssa. Klassisimpana esimerkkiné tdstd ominaisuudesta voidaan pitdd tanniinien kykya
saostaa proteiineja. Tutkielman kirjallisessa osiossa kisitellddn polyfenolien ja niitd
kompleksoivien ei-proteiinisten  makromolekyylien  vilisten  vuorovaikutusten
tutkimukseen kéytettyjd mittausmenetelmid, ja vertaillaan eri makromolekyylien
soveltuvuutta polyfenolitutkimukseen. Téllaisia makromolekyylejd ovat muun muassa
polyetyleeniglykoli (PEG), polyvinyylipyrrolidoni (PVP) ja sen ristisitoutunut muoto
polyvinyylipolypyrrolidoni (PVPP). Namid yhdisteet pystyvit muodostamaan
polyfenolisten yhdisteiden kanssa liukenemattomia komplekseja, joiden myota
polyfenolit menettidvdat kykynsd sitoutua muihin makromolekyyleihin, kuten
proteiineihin. Tutkielmassa késiteltdvdnd makromolekyylind on myds Coomassie
Brilliant Blue G 250 (CBB), joka kykenee muodostamaan polyfenolien kanssa virillisid
komplekseja.

Tutkielman kokeellisessa osiossa kehitettiin kuoppalevylukijalla mittausmenetelméa
polyfenolien ja  makromolekyylien vilisten vuorovaikutusten  tutkimiseen.
Kayttokelpoisimmaksi yhdisteeksi vuorovaikutusten tutkimiseen osoittautui PEG, jonka
avulla voitiin mitata samanaikaisesti kompleksoitumisen kinetiikkaa ja intensiteettia.
Mittausmenetelméd perustuu kompleksoivan makromolekyylin ja polyfenolindytteen
muodostamien  liukenemattomien kompleksien mittaamiseen turbidimetrisesti
kuoppalevylukijalla. ~ Vuorovaikutuksen = maksimaalisen  intensiteetin  lisdksi
kuoppalevylukijalla pystytddn mittaamaan eri aallonpituuksilla reaktion kinetiikkaa, eli
liukenemattomien kompleksien tuottaman absorbanssin kehitystd ajan funktiona.
Menetelméankehitysvaiheessa optimoitiin - mittauksissa kéytettivien reagenssien
pitoisuudet, mittauksessa kiaytettdviat aallonpituudet sekd reaktion kinetiikan
mittaamiseen kaytettdvat parametrit. Kehitetylld menetelmélld oli mahdollista erilaisten
polyfenolirakenteiden ja makromolekyylin vélisen kompleksoitumireaktion intensiteetin
ja kinetiitkan vertailun perusteella tehdd johtopdatoksid siitd, millaiset erilaiset
polyfenolirakenteet ovat alttiita muodostamaan vuorovaikutuksia makromolekyylien
kanssa.

Asiasanat: Makromolekyyli, tanniini, kuoppalevylukija, PEG, PVP, PVPP, CBB



Sisallys

Lyhenteet.........cccceeeeevrunreccsnnnns i
1. Johdanto..........ccueeeeueeennneee. 1
KIRJALLINEN OSA
2. Polyetyleeniglykoli (PEG) 4
2.1. Molekyylimassan ja pH:n vaikutus kompleksinmuodostukseen ........................... 5
2.2. 'C-leimatun PEG:n vuorovaikutusten tutkiminen eri pH-arvoissa....................... 5
3. Polyvinyylipyrrolidoni (PVP)....iiiiiininiininiiciniccsnicssnnissnnecsssencssssncsssssessssseses 6
3.1. Molekyylimassan ja pH:n vaikutus kompleksinmuodostukseen ..............c..c......... 7
4. Polyvinyylipolypyrrolidoni (PVPP).......iiinriiinriinniicnicssnnncssnnecssnnncsssencsssnncsnnns 8
4.1. pH:n vaikutus kompleksinmuodostukseen.............cccveeriieeeiiiieniee e 8
4.2. Gravimetrinen PVPP-menetelma..............cocooiiiiiiiiiiiieee, 10
4.3. PVPP:n ja polyfenolien vilisen sitoutumisen SpesifiSyys........ccceevverveerreenvennnnns 11
5. Coomassie Brilliant Blue G 250 (CBB) w12
5.1. CBB:n ja polyfenolien vélinen vuorovaikutus..........cccceeeeuveerciieencieeenieeeiee e 13

6. JONTOPAALOKSEL...uuueeierrrrirsreresssnncssercsssnicsssnisssanssssasssssasssssasssssassssssssssssssssssssssnsssssnssssss 14




KOKEELLINEN OSA

7. Materiaalit ja menetelmiit

7.1. Kdytetyt reagenssit ja [TUOHIMEL..........cceeevvieeiiieeiieeeie e
7.2. PolyfenoliNAYtteet ........c.ceevviieiiiieeiie ettt
7.3. Menetelmat.........coooiuiiiiiiiiii e
7.3.1. Kasvindytteiden uuttaminen...........cceecveevveerieeneeenieeneeenieennens
7.3.2. KuoppalevyluKija ........cccoeriiriiiiieeiieiecieeeeee e
7.3.3. Kuoppalevymenetelma.............ccceevvieriienieeniienieeieenie e

7.3.4. UPLC—MS/MS analyysit ......ccccecvervrerrienieeirienieenieenreeieeneneens

8. Kuoppalevymenetelmiin kehittiiminen

8.1, ESTEESTIL.ceuveeuteriieiieiieeitete ettt ettt st
8.2. PEG:n stabiilisuusmittaukset ...........cccoooeiiieniiniiiniiiiieie e
8.3. PEG-polymeerien vertailu...........ccocueveeveriineencniiinecnienicnceeeenen
8.4. Mittausaallonpituuksien vertailt...........cccccveeeeiiieeiieiniie e,
8.5. Kinetiikkamittauksen parametrien optimointi...........ccceeeeveeereveenns
8.6. Optimoitujen mittausparametrien testaaminen ............cceceeeeeneennee.

8.7. Optimoitu kuoppalevymenetelma ............coceveeveniiniineniiencenennne.

9. Tulosten tarkastelu

0.1. ESIteStIEN tULOKSEL . .oeeeeieeeiee ettt e e eeeeeeeeeeeeaeee
9.2. PEG:n stabiilisuustestien tUlOKSEt .....uueeeeeeieeieieeee e eeeeene
9.3. PEG-polymeerien vertailun tulokset............cccccueveviieniiieniieinieens

9.4. Mittausaallonpituuksien vertailun tulokset ...........cccceevvveniieennnnns

9.5. Kinetitkkamittauksen parametrien optimoinnin tulokset

9.6. Optimaalisten mittausparametrien testaamisen tulokset .................

10. Loppupaitelmiit

YA 111 1<) PO

LIitteet o..coeeeeereennnneeceeeeeeeenne

17

17

17

19

19

60

62

iii




Lyhenteet

CBB
HHDP

HPLC

HT

LC-MS

PA

PDA

PEG

PGG

PPC

PVP

PVPP

RDA

DAD

F-C

mDP

Coomassie Brilliant Blue G 250
heksahydroksidifenoyyli
hexahydroxydiphenoyl

korkean erotuskyvyn nestekromatografia
high performance liquid chromatography
hydrolysoituva tanniini

hydrolysable tannin
nestekromatografia-massaspektrometria
liquid chromatography-mass spectrometry
proantosyanidiini

proanthocyanidin

fotodiodirividetektori

photo diode array

polyetyleeniglykoli

polyethyleneglycol
pentagalloyyliglukoosi
pentagalloylglucose
proteiininsaostuskyky

protein precipitation capacity
polyvinyylipyrrolidoni
polyvinylpyrrolidone
polyvinyylipolypyrrolidoni
polyvinylpolypyrrolidone

sateittdinen diffuusiomenetelma

radial diffusion assay

diodirividetektori

diode array detector

Folin-Ciocalteu reagenssi
Folin-Ciocalteu reagent

keskiméardinen polymerisaatioaste

mean degree of polymerization



il

MS

OB

PF

PGG

UPLC

massaspektrometria

mass spectrometry

oenotheiini B

oenothein B

polyfenoli

polyphenol
1,2,3,4,6-penta-O-galloyyliglukoosi
1,2,3,4,6-penta-O-galloyyliglucose
ultrakorkean erotuskyvyn nestekromatografia
ultra performance liquid chromatography
veskalagiini

vescalagin



1. Johdanto

Polyfenoleja (PF) kompleksoivat makromolekyylit ovat polymeerisid yhdisteitd, jotka
kykenevdt muodostamaan komplekseja kasvien erikoistuneiden metaboliittien kanssa.
Tallaisia makromolekyylejd ovat muun muassa polyetyleeniglykoli (PEG, kuva 1A),
polyvinyylipyrrolidoni (PVP, kuva 1B) ja PVP:n ristisitoutunut muoto,
polyvinyylipolypyrrolidoni. Kompleksien muodostumisen my6té polyfenoliset rakenteet
menettdvit kykynsé sitoutua muihin makromolekyyleihin, kuten proteiineihin (Jones &
Mangan 1977). Polyfenoleja kompleksoivia ei-proteiinisia makromolekyyleja on
mahdollista kayttdd biologisissa sovelluksissa. Niitd kdyttdmélld voidaan esimerkiksi
parantaa mérehtijoiden rehussa hyddynnettdvissa olevan proteiinin ravinto-osuutta rehun
kuivapainosta (Silanikove et al. 1994; Tiemann et al. 2007). Liukenemattomia
komplekseja polyfenolien kanssa muodostavia makromolekyylejd on mahdollista kédyttaa
my0s menetelmissd, joilla voidaan poistaa liuoksista polyfenolisia komponentteja
(Makkar et al. 1993). Coomassie Brilliant Blue G 250 (CBB) (kuva 1C) on esimerkki
makromolekyylistd, jonka kompleksoituminen polyfenolisten yhdisteiden kanssa tuottaa
viarinmuutosreaktion, jonka intensiteettid voidaan mitata spektrofotometrisesti

(Kilkowski & Gross 1999).
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Kuva 1. A) Polyetyleeniglykoli (PEG), B) polyvinyylipyrrolidoni (PVP) ja C) Coomassie
Brilliant Blue G 250 (CBB).

Kasvit tuottavat erikoistuneina metaboliitteina laajan kirjon polyfenolisia

yhdisteitd (Haslam 1989). Polyfenolisiin yhdisteisiin lukeutuvat tanniinit, joiden
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perustavana biologisena ominaisuutena on niiden kyky muodostaa vesiliuoksissa
komplekseja makromolekyylien, kuten proteiinien kanssa (Bate-Smith & Swain 1962).
Kompleksinmuodotuskyky erottaa olennaisesti tanniinit muista luonnollisista
polyfenoleista (Hagerman 2012). Tanniniit luokitellaan yhdisteiden rakenteen ja
biosynteesireitin perusteella padluokittain proantosyanidiineihin (PA) ja hydrolysoituviin
tanniineihin (HT), jotka voidaan edelleen jakaa ellagitanniineihin, gallotanniineihin ja
yksinkertaisiin ~ gallushappojohdannaisiin niiden hydrolyysituotteiden perusteella
(Waterman & Mole 1994). Tanniinit ovat rakenteellisesti monimuotoinen ja laaja
yhdisteryhméd, minkd vuoksi yksittdisten tanniinirakenteiden sitoutumisaffiniteetti
erilaisiin makromolekyyleihin ja proteiininsaostuskyky (PPC) eroavat toisistaan
(Hagerman ef al. 1981, 2012). Tanniinien ja erilaisten ei-proteiinisten makromolekyylien
muodostamista komplekseista on saatavilla huomattavasti vdhemmin ajantasaisia
tutkimuksia kuin yleisten malliproteiinin, kuten naudan seerumin albumiinin (BSA) ja
polyfenolien vilisistd vuorovaikutuksista (Kurzbaum et al. 2019; Shi et al. 2017).
Suurin polyfenoleja kompleksoivien yhdisteiden tutkimusta koskeva
ongelma on, ettd moni aihetta kisittelevd tutkimus késittelee tanniineihin lukeutuvia
polyfenoleja homogeenisend yhdisteryhméné. Toisinaan tanniinindytteiksi nimitetdén
kaikkia kasviperdisid néytteitd, joiden todellisesta polyfenolikoostumuksesta ei ole
varmaa tutkimustietoa. Epdtarkan luokittelun vuoksi tutkimuksissa ei usein onnistuta
ottamaan kattavasti kantaa sithen, millaiset erindiset tekijdt ovat aktiivisessa roolissa
polyfenolien ja kompleksoivien makromolekyylien vilisten vuorovaikutusten
muodostumisessa. Yksittdisten rakenteiden vaikutusta polyfenolisten yhdisteiden ja
makromolekyylien viliseen sitoutumiseen usein ylenkatsotaan, vaikka todellisuudessa
osa laajasta polyfenolikirjosta vaikuttaa vuorovaikutusten muodostumiseen toisia
voimakkaammin. Puhdasaineita kdytetddn tutkimuksissa suhteellisen harvoin, minka
vuoksi monissa tutkimuksissa saadaan tietoa vain useista erilaisista, usein
tuntemattomista, yhdisteisti koostuvien polyfenolisten seosten komponenttien
kokonaisvaikutuksesta polyfenoli-makromolekyyli -vuorovaikutukseen. Erilaisten
makromolekyylien kyky tuottaa komplekseja polyfenolisten yhdisteiden kanssa on
polyfenolien rakenteellisten ominaisuuksien liséksi riippuvainen reaktio-olosuhteista,
kuten pH:sta (Makkar et al. 1995; Verza et al. 2008). Useissa tutkimuksissa kdytetdin
erilaisia reaktio-olosuhteita, eikd tdten ei ole olemassa yhtd kattavaa tutkimusta, joka
vertailisi laajaa joukkoa polyfenolisia puhdasaineita standardoidusti keskendén.
Vuorovaikutusta ~ tutkivat ~ menetelmdt  mittaavat ~ useimmiten

turbidimetrisesti kompleksoivien makromolekyylien ja polyfenolien muodostamia
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liukenemattomia komplekseja (Makkar et al. 1993, 1995; Silanikove et al. 1996).

Nestekromatografiaa ja massaspektrometriaa (LC-MS) soveltavia kvantitatiivisia
tutkimuksia tanniineja kompleksoivien yhdisteiden ja erilaisten tanniinien vilisestd
sitoutumisesta on saatavilla niukasti.

Pro gradu -tutkielman kokeellinen osuus keskittyy uudenlaisen
standardoidun ~ mittausmenetelmédn  kehittdmiseen = polyfenoli-makromolekyyli
-vuorovaikutusten tutkimukseen. Tutkimuksen kohteena olivat PEG-polymeerit, joilla on
kirjallisuusldhteisiin perustuen havaittu kyky muodostaa komplekseja kasvien
polyfenolisten erikoistuneiden metaboliittien kanssa (Jones 1965; Makkar et al. 1993,
1995; Silanikove et al. 1994, 1996). PEG:td on kaupallisesti saatavilla eri
molekyylimassaisina yhdisteind polymeerin pituudesta riippuen. Polymeerin nimen
yhteydessd  esiintyvd  numero  ilmaisee  polymeeriketjujen  keskimadrdisen
molekyylimassan. Tutkittaviksi polymeereiksi valittiin PEG 400, PEG 6000, PEG 12000
ja PEG 20000. Makromolekyylien kykyd muodostaa liukenemattomia komplekseja
ndytteiden kanssa mitattiin kuoppalevylukijalla, ja tyossd kehitettiin mittausmenetelma,
jonka avulla mitattiin erilaisten polyfenolisten ndytteiden affiniteettia sitoutua niitd
kompleksoiviin yhdisteisiin. Tietynlaisia polyfenolisia komponentteja siséltivit nédytteet
reagoivat kuoppalevylldi makromolekyylien kanssa tuottaen liukenemattomia
komplekseja, joiden tuottamaa absorbanssia mitattiin  turbidimetrisesti  eri
aallonpituuksilla. Niytteiden maksimiabsorbanssin liséksi kuoppalevylukijalla pystyttiin
mittaamaan reaktion kinetiikkaa, eli muodostuvien liukenemattomien kompleksien
tuottaman absorbanssin muutosta ajan funktiona. Mittausmenetelmien kehitysvaiheessa
optimoitiin mittauksissa kéaytettdvien makromolekyylien pitoisuudet, mitattavat
aallonpituudet sekd reaktion kinetitkan mittaamiseen kéytettdvdt parametrit.
Liukenemattomien kompleksien absorbanssin ja reaktion kinetiikan perusteella tehtiin
johtopddtoksid siitd, millaiset ndytteiden sisdltimit yhdisteet ja rakenteet osoittivat

affiniteettia tutkittavia makromolekyylejd kohtaan.
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2. Polyetyleeniglykoli (PEG)

Polyetyleeniglykoli (PEG) on vesiliukoinen, polymeerinen makromolekyyli, joka
kykenee kompleksoimaan tanniineja pH-alueella 2,0-8,5 (Jones 1965; Makkar et al.
1995). PEG:n yleinen molekyylikaava on H(OCH2CH;),OH, jossa n ilmaisee
etyleenioksidiyksikdiden lukumiidrdn. PEG:1ld on monien kaupallisten sovelluksien
ohessa havaittu my0s potentiaalia biologisissa kéyttosovelluksissa (Zalipsky & Harris
1997), ja PEG-késittelyn vaikutusta on tutkittu mérehtijoilla (Silanikove et al. 1994;
Tiemann et al. 2007; DeGabriel et al. 2008; Windley et al. 2016). PEG:n polyfenoleja
kompleksoivat vuorovaikutukset perustuvat PEG-polymeerin happiatomien ja
polyfenolien hydroksyyliryhmien viliseen vetysitoutumiseen, joka on pitkélti analoginen
polyfenolien ja proteiinien vélisen vuorovaikutuksen kanssa (Jones 1965; Silanikove et
al. 1996). PEG kykenee liséksi sitoutumaan proteiineihin (Atha & Ingham 1981)
vapauttamaan proteiineja muodostuneista proteiini—polyfenoli -komplekseista (Barry &
Forss 1983; Jones & Mangan 1977). PEG kykenee muodostamaan komplekseja niin
proantosyanidiinien kuin hydrolysoituvien tanniinien kanssa (Makkar e al. 1995). PEG:n
affiniteetti yksittdisiin polyfenolirakenteisiin tunnetaan heikosti, eikd sitd ole tutkittu
kattavasti puhdasaineilla.

PEG:n ja polyfenolirakenteiden vélisten vuorovaikutusten tutkiminen
perustuu usein spektrofotometrisiin menetelmiin, joissa tutkitaan turbidimetrisesti
liukenemattomien kompleksien muodostumista (Makkar et al. 1995). Toinen
mahdollinen lihestymistapa PEG:n sitoutumisen tutkimiseen perustuu '*C-leimatun
PEG:n tuottaman radioaktiivisen vasteen mittaamiseen (Silanikove et al. 1996). PEG:ti
sisdltdvid ndytteiden tutkiminen LC-MS -menetelmilld on haastavaa, silld polymeerisen
kemiallisen luonteensa vuoksi PEG hiiritsee tarkkaa kromatografiaa, ja sen poistaminen
LC-MS -laitteiston kolonnista on usein tyoldstd (Keller et al. 2008). Kromatografisten
tutkimusmenetelmien puutteen vuoksi PEG:n ja erilaisten polyfenolirakenteiden

muodostamien kompleksien tarkka rakenne tunnetaan heikosti.



2.1. Molekyylimassan ja pH:n vaikutus kompleksinmuodostukseen

PEG:n kykyd muodostaa komplekseja polyfenolien kanssa on tutkittu mittaamalla eri
molekyylimassaisten PEG-polymeerien ja  polyfenolindytteiden muodostamien
liukenemattomien kompleksien tuottamaa absorbanssia turbidimetrisesti (Makkar et al.
1995). Tutkittavien PEG-polymeerien molekyylimassat olivat vélilla 200035000 Da.
Kéaytetyt polyfenolindytteet olivat parkkihappo, quebracho-tanniini ja erilaiset
kasvinuutteet (Acioa barteri, Dischostachys cinerea, Piliostigma reticulatum, Guiera
senegalensis), joiden polyfenolikoostumusta ei eritelty tutkimuksessa. Niytteiden ja
makromolekyylien vuorovaikutuksen tuottamaa vastetta vertailtiin eri reaktio-
olosuhteissa pH-vililld 3,0—7,0. Mittausmenetelméssa eri pH-arvoihin puskuriliuoksella
sdddettyjen niytteiden vesiliuoksiin lisdttiin  PEG:n vesiliuoksia, minkd jéilkeen
ndytteiden absorbanssia seurattiin turbidimetrisesti aallonpituudella 500 nm. Eri
molekyylimassaisten PEG-polymeerien ja nidytteiden vuorovaikutusta seurattiin pH:n
funktiona. (Makkar et al. 1995).

Tutkimustulosten perusteella PEG 6000:n ja sitd suurempien polymeerien
kyky muodostaa liukenemattomia komplekseja niytteiden kanssa sdilyi tasaisena pH-
valilld 4,7-7,0 lukuun ottamatta quebracho-tanniinia, jonka affiniteetti muodostaa PEG:n
kanssa liukenemattomia komplekseja kasvoi pH:n ldhestyessd arvoa 7,0. PEG 6000:n,
10000:n, 20000:n ja 35000:n tuottamat vasteet olivat kaikissa pH-arvoissa keskenddn
samankaltaiset. PEG 2000:n tuottama absorbanssi oli suurempiin polymeereihin
verrattuna heikompi, ja sen ndytteiden kanssa tuottama absorbanssi laski pH:n noustessa.
Liuoksen pH:n nostaminen alensi myos PEG 4000:n sitoutumiskykyd, muttei yhtd
voimakkaasti kuin PEG 2000:n. Tutkimustulosten perusteella PEG-polymeerin koko
vaikuttaa niiden kykyyn muodostaa komplekseja polyfenolien kanssa. Yleisesti ottaen
pienet  PEG-polymeerit tuottivat suurempia PEG-polymeerejd  heikomman

vuorovaikutuksen tukittujen polyfenolindytteiden kanssa (Makkar ef al. 1995).

2.2. 14C-leimatun PEG:n vuorovaikutusten tutkiminen eri pH-arvoissa

PEG:n sitoutumista erilaisiin kasviuutteisiin on tutkittu '“C-leimatulla PEG:1l4
(Silanikove et al. 1996). Tutkimuksessa leimausmenetelmélld vertailtiin kahta eri
kasvindytettd (Quercus calliprinos ja Pistacia lentiscus) erilaisissa mittausolosuhteissa.
Vertailtavia muuttujia olivat kiinteiden kasvindytteiden massa, liuoksen pH ja

inkubointilimpétila. Niytteet kisiteltiin '*C-leimatulla PEG:114 sekoittamalla tunnettuun
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massaan jauhettua kasvindytettd leimatun PEG:n vesiliuokseen. Kisittely tehtiin kolmelle
eri massalle (0,1; 1,0 ja 2,0 g) kumpaakin kasvindytettd. Vertailun perusteella voitiin
tehdd  johtopddtoksid  siitd, miten nidytteiden massa vaikutti PEG:n
sitoutumiskapasiteettiin. PEG-liuoksen pH:n vaikutusta sitoutumiseen vertailtiin
saatamalla liuoksen pH arvoihin 5,0; 7,0 ja 9,0. Nayteitd inkuboitiin 24 tuntia vertailuksi
kolmessa eri limpétilassa (4, 20, ja 40 °C). Kisittelyn jilkeen niyte sentrifugoitiin ja '4C-
leimatun PEG:n radioaktiivista vastetta mitattiin néyteliuosten supernatantista. Leimatun
PEG:n avulla voitiin mitata kasvindytteisiin sitoutuneen leimatun PEG:n maéaré.
(Silanikove et al. 1996).

Mittaustulosten perusteella sitoutuneen leimatun PEG:n midrd ei ollut
riippuvainen kasvindytteiden massasta massavililld 0,1-2,0 g. Vertailun perusteella pH:n
nostaminen heikensi PEG:n kykyd muodostaa komplekseja. Sitoutuneen leimatun PEG:n
osuus oli suurin neutraaleissa olosuhteissa pH:ssa 7,0 ja pienin pH:ssa 9,0.
Inkubointildmpétilan vaikutusta tutkiessa havaittiin PEG-polymeerin ja kasvindytteiden
vilisen vuorovaikutuksen olevan ldmpdtilariippuvainen. Mittaustulokset indikoivat, etti
inkubointilimpoétilan nostaminen paransi PEG:n kykyd muodostaa komplekseja
tutkittujen kasvindytteiden kanssa, ja suuremmalla inkubointilimpdétilalla sitoutuneen
PEG:n osuus kasvoi (Silanikove et al. 1996). Menetelmdd on mydhemmin sovellettu

kasvindytteiden tanniinipitoisuuden tutkimiseen (DeGabriel et al. 2008).

3. Polyvinyylipyrrolidoni (PVP)

Polyvinyylipyrrolidoni (PVP) on vesiliukoinen yhdiste, joka kykenee muodostamaan
polyfenolisten yhdisteiden kanssa komplekseja vetysidosten vilitykselld (Jones 1965).
PVP:1l4 on sovelluksia esimerkiksi lddketeollisuudessa, jossa sitd kiytetddn alhaisen
toksisuutensa vuoksi esimerkiksi tablettien sidosaineena (Adeyeye & Barabas 1993).
PVP:n yleinen molekyylikaava on (CsH9NO),, ja sitd on kaupallisesti saatavilla eri
molekyylimassaisina polymeereind. PVP:n nimen yhteydessd ilmoitettu numeroarvo
ilmaisee PVP-polymeerin keskiméardisen molekyylimassan. PVP:n sitoutumista kasvien
tuottamiin polyfenolisiin yhdisteisiin ja erilaisiin kasviperdisiin ndytteisiin on tutkittu
(Anderson & Sowers 1968; Garrido ef al. 1991; Makkar et al. 1995). PVP-polymeerien
kykyd muodostaa komplekseja erilaisten polyfenolindytteiden kanssa on vertailtu PEG:n
kanssa (Makkar ef al. 1995). PVP:n kykyd sitoa polyfenolisia yhdisteitd on vertailtu myds
PVP:n ristisitoutuneen muodon, PVPP:n, kanssa (Mitchell ez al. 2005).



3.1. Molekyylimassan ja pH:n vaikutus kompleksinmuodostukseen

PVP-polymeerin molekyylimassan vaikutusta sen sitoutumiskykyyn on vertailtu eri pH-
arvoihin sdddetyissd puskuriliuoksissa (Makkar et al. 1995). Tutkitut PVP-polymeerit
olivat PVP 10000, PVP 40000 ja PVP 360000. Tutkimuksessa kéytetyt ndytteet olivat
parkkihappo, quebracho-tanniini ja erilaiset kasviuutteet (Acioa barteri, Dischostachys
cinerea, Piliostigma reticulatum ja Guiera senegalensis), joiden polyfenolikoostumusta
el tutkimuksessa eritelty. Polyfenolindytteisiin lisdttiin eri molekyylimassaisten PVP-
polymeerien vesiliuosta, ja PVP:n sitoutumista polyfenolindytteisiin mitattiin
turbidimetrisesti  aallonpituudella 500 nm seuraamalla makromolekyylien ja
polyfenolindytteiden muodostamien liukenemattomien kompleksien muodostumista.
PVP:n ja ndytteiden vuorovaikutuksen riippuvuutta pH-olosuhteista tutkittiin pH-vélilla
3,0-7,0. Tutkimuksessa vertailtiin lisdksi rinnakkain PEG:114 (kappale 2.1.) ja PVP:114
tehtyjen mittausten tuloksia. (Makkar et al. 1995).

Kaikki kolme PVP-polymeerid tuottivat parkkihapon ja quebracho-
tanniinin kanssa vastaavanlaiset vasteet. Parkkihapon tuottama vaste oli kaikilla
polymeereilld matalin pH:ssa 7,0 ja suurin pH:ssa 3,0. Quebracho-tanniinilla suurin vaste
mitattiin puolestaan pH-arvossa 7,0. PVP:114 mitatut absorbanssit olivat PEG:114 mitattuja
arvoja pienempid, vaikka kdytetyn PVP:n pitoisuus oli viisinkertainen verrattuna
tutkimuksessa kéytettyihin PEG-liuosten pitoisuuksiin, minkd perusteella PEG kykeni
tuottamaan liukenemattomia komplekseja polyfenolindytteiden kanssa PVP:tad
tehokkaammin. (Makkar et al. 1995). Tutkimuksessa kdytettyjen ndytteiden, quebracho-
tanniinin ja parkkihapon, heikkoutena on se, ettd ne ovat kumpikin tanniiniseoksia, joiden
koostumus ei ole standardoitu. Parkkihapon rakennetta kuvataan usein yleisesti
dekagalloyyliglukoosina, mutta se on todellisuudessa seos, joka sisdltdd eriasteisesti
galloyloituneita galloyyliglukooseja. Quebracho-tanniini on my6s puolestaan nimestdan
poiketen uute, joka todellista koostumusta ei ole eritelty. Koska nédytteiden koostumus ei
ole standardoitu, voi niiden koostumus vaihdella eri niyte-erien vélilld, minkd vuoksi
mittaustulokset eivét vilttimattd ole toistettavia. Heikon toistettavuuden vuoksi
parkkihappo ja quebracho-tanniini soveltuvat huonosti PEG:n ja polyfenolindytteiden

valisten vuorovaikutusten tutkimiseen.



4. Polyvinyylipolypyrrolidoni (PVPP)

Polyvinyylipolypyrrolidoni (PVPP) on makromolekyyli, joka koostuu rakenteeltaan
ristisitoutuneista PVP-molekyyleistd. Ristisitoutunut rakenne tekee PVPP:std veteen
liukenemattoman yhdisteen. PVPP:n ja polyfenolien véliset vuorovaikutukset ja
kompleksien muodostuminen tapahtuvat vetysitoutumisen vélitykselld (Andersen &
Sowers 1967; Doner et al. 1993). PVPP:n kyky sitoa polyfenolisia yhdisteitd eroaa
PVP:std, niitd on vertailtu keskendén kayttimalld niytteind esimerkiksi mallasjuomista
eristettyjd polyfenolipitoisia nidytteitd (Mitchell e al. 2005). Mallasjuomat siséltévit
useita erilaisia polyfenolisia komponentteja, joista proantosyanidiinien tuottamat
polyfenoli—proteiini -kompleksit ovat vastuussa esimerkiksi mallasjuomien vérin
samentumisesta (Siebert et al. 1996; Whittle et al. 1999). PVPP:n on havaittu sitovan
proantosyanidiineja PVP:td tehokkaammin (Mitchell et al. 2005). Makromolekyylin
sitoutumisaffiniteetin polyfenolisiin yhdisteisiin on havaittu kasvavan fenolisten
hydroksyyliryhmien lukuméérian kasvaessa (Loomis & Battaile 1966). PVPP:n kyky
muodostaa polyfenolirakenteiden kanssa komplekseja on pH-olosuhteiden lisdksi
riippuvainen kéytetystd liuottimesta. Polyfenolien ja PVPP:n vilinen vetysitoutuminen
tapahtuu todennikdisemmin vesiliuoksissa kuin orgaanisten liuottimien, kuten metanolin,

lasnd ollessa (Andersen & Sowers 1968).

4.1. pH:n vaikutus kompleksinmuodostukseen

PVPP:n ja fenolisten néytteiden vilisen vuorovaikutuksen pH-riippuvuutta on tutkittu
turbidimetrisesti (Makkar et al. 1995; Andersen & Sowers 1968). Andersenin ja Sowersin
tutkimuksessa vertailtiin spektrofotometrisesti makromolekyylin ja ndytteiden vilisen
vuorovaikutuksen tuottamaa absorbanssia aallonpituusvililli 220-420 nm eri pH-
olosuhteissa. Tutkittuina yhdisteind kéytetyt yhdisteet olivat kahvihappo (kuva 2A),
klorogeenihappo (kuva 2B), skopoletiini (kuva 2C), skopoliini (kuva 2D), kversetiini
(kuva 2E) ja rutiini (kuva 2F). PVPP:n sitoutumista mitattiin vertailemalla PVPP:114
kiasiteltyjen nidytteiden ja késittelemittomien néytteiden absorbansseja keskenddn.
Absorbanssien erotuksena saatiin selvitettyd PVPP:n sitomien komponenttien
suhteellinen madrd, josta pyrittiln paittelemddn, millaiset vertailtavien ndytteiden
rakenteelliset tekijdt vaikuttivat kompleksien muodostumiseen (Andersen & Sowers

1968).
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Tulosten perusteella PVPP sitoutui kaikkiin referenssiyhdisteisiin, joilla oli
rakenteessaan vapaita fenolisia hydroksyyliryhmid. PVPP-kisittely ei tuottanut muutosta
kisitellyn ja késittelemdttomén ndytteiden tuottamien vasteiden vilille esimerkiksi
skopoliinin kanssa, silli sen rakenteessa ei ole vapaata fenolista hydroksyyliryhmaa.
PVPP:n sitoutuminen ndytteisiin oli heikointa pH:ssa 5,5 ja vahvinta happamissa pH-
arvoissa, mikd tukee hypoteesia, jonka mukaan makromolekyylien ja
polyfenolindytteiden vilinen vuorovaikutus tapahtuu vetysitoutumisen vilitykselld.
Happaman pH:n vaikutusta tutkittiin tarkemmin klorogeenihapolla, kversetiinilld ja
skopoletiinilld pH-vélilld 2,5-5,5 ja mittausaallonpituudella 322 nm. Mittausten
perusteella PVPP sitoutui kaikkiin kolmeen ndytteeseen kvantitatiivisimmin pH:ssa 3,0.
PVPP:n ja fenolisten ndytteiden véliset vuorovaikutukset olivat voimakkaampia matalissa
pH-olosuhteissa kuin korkeilla pH-arvoilla. Tutkimustulokset indikoivat lisdksi, etti
PVPP-kisittelyilld olisi mahdollista poistaa tutkittavista niytteistd fenolisia
komponentteja ldhes kvantitatiivisesti. Perdkkéisilla PVPP-késittelyilld saavutettiin paras
tulos, jolloin PVPP:114 onnituttiin sitomaan kisiteltyjen nédytteiden komponentit 1dhes

tiydellisesti (Andersen & Sowers 1968).
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Kuva 2. A) Kahvihappo, B) klorogeenihappo, C) skopoletiini, D) skopoliini, E)

kversetiini ja F) rutiini.

Andersenin ja Sowersin (1968) tutkimuksen tulokset ovat samansuuntaisia
myohempien havaintojen kanssa (Makkar et al. 1995). PVPP:n sitoutumista erilaisiin

ndytteisiin on tutkittu turbidimetrisesti pH-vililld 3,0-7,0. Tutkimuksessa kaytetyt
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ndytteet olivat parkkihappo, quebracho-tanniini ja erilaiset kasviuutteet (Acioa barteri,
Dischostachys  cinerea, Piliostigma  reticulatum ja  Guiera senegalensis).
Kasitteleméattomien néytteiden absorbanssi mitattiin aallonpituudella 280 nm, minka
jélkeen niiden vesiliuoksiin liséttiin PVPP:ti ja niiden annettiin reagoida PVPP:n kanssa
30 minuuttia. Kisittelyn jilkeen niytteet sentrifugoitiin, ja niiden vesiliuoksien
supernatantista mitattuja absorbansseja verrattiin  késitteleméttomistd niytteisti
mitattuihin vasteisiin. Tutkimuksen mukaan PVPP:n sitoutuminen oli vahvimmillaan pH-
arvossa 3,0; minkd jdlkeen PVPP:n sitomien komponenttien osuus laski niytteen pH:n
lahestyessd arvoa 7,0 (Makkar ef al. 1995). Tulokset tukivat Andersenin ja Sowersin
(1968) tekemid havaintoja.

4.2. Gravimetrinen PVPP-menetelma

PVPP:ti on hyddynnetty tanniinien kvantitointiin gravimetriselld menetelmilld (Makkar
et al. 1993). Polyfenolindyte punnittiin ennen ja jédlkeen PVPP-kisittelyn, jolloin
punnituksien erotuksena saatiin madritettyd PVPP:n sitomien komponenttien massa.
Tutkimuksessa kaytettiin ndytteind erilaisia kasviuutteita (Panicum maximum, Dialium
guineense, Acioa barterii, Quercus incana, Cassia sieberiana, Pillostigma reticulatum,
Guiera senegalensis, Cajamus cajan ja Dichonstachys cinerea). Kiintein PVPP:n
annettiin vuorovaikuttaa ndytteiden kanssa vesiliuoksessa, minkd jidlkeen PVPP:n
muodostamat liukenemattomat komponentit poistettiin liuoksesta erottamalla liukoinen
faasi liukenemattomasta PVPP:sté sentrifugoimalla. PVPP-késittelylld pyrittiin saamaan
ndytteen polyfenoliset yhdisteet sitoutumaan kvantitatiivisesti PVPP:hen. PVPP-
kasittelyn jdlkeen ndyte kuivattiin ja punnittiin uudestaan. Punnitustulosta verrattiin
ennen PVPP-kisittelyd punnittuun massaan, ja ndytteiden massojen erotuksena saatiin
médritettyd PVPP:n sitomien polyfenolien massan my6td myds néytteen
polyfenolipitoisuus. Tutkimuksessa verrattiin gravimetriselldi menetelmalld saatuja
tuloksia Folin-Ciocalteu -menetelmélld mitattuihin  kokonaisfenolipitoisuuksiin.
Gravimetrisen menetelmén sensitiivisyys oli yleisesti matalampi kuin kolorimetrisen
Folin-Ciocalteu -menetelméin, mutta eri menetelmien tulosten vélilld oli havaittavissa
korrelaatio. Gravimetrisen menetelmén etuna oli lisdksi se, ettd siind ei tarvittu ulkoisia
standardeja, vaan sitoutuneiden tanniinien massa saatiin mitattua absoluuttisesti (Makkar
et al. 1993).

Menetelmén heikkoutena on se, ettd se on kdytdnnollinen vain néytteiden

kokonaispolyfenolikoostumuksen  kvantitatiiviseen — arviointiin. Siind ei saada



11

mink&énlaista informaatiota siitd, minkélaisia komponentteja PVPP todellisuudessa sitoo,
eikd késittelyn kvantitatiivisuudesta voi olla tdysin varma ilman lisétestejd. Gravimetrisen
madrittdmisen heikkoutena on, ettd mittaukset joudutaan tekeméddn olettaen, ettd kaikki
PVPP:n sitomat yhdisteet ovat polyfenoleja ja ettd kaikki polyfenolit muodostavat
PVPP:n kanssa liukenemattomia komplekseja pitoisuudesta riippumatta. Namé oletukset

saattavat johtaa menetelmin kannalta polyfenolipitoisuuden virhearviointiin.

4.3. PVPP:n ja polyfenolien viilisen sitoutumisen spesifisyys

PVPP:n sitoutumisen spesifisyyttd erilaisiin polyfenolirakenteisiin on tutkittu seké
spektrofotometrisesti, ettd korkean erotuskyvyn nestekromatografialaitteistolla (HPLC),
johon oli liitetty fotodiodirividetektori (PDA) (Verza et al. 2008). Tutkimuksessa
mitattiin PVPP:n sitomien polyfenolisten komponenttien osuutta PVPP-pitoisuuden
kasvattaessa. Tutkimuksessa kéytettiin malliyhdisteind gallushappoa (kuva 3A),
pyrogallushappoa (kuva 3B), katekiinia (kuva 3C), rutiinia (kuva 2F), parkkihappoa ja
guavapuun lehdistd (Psidium guojava) uutettua ndytettd, jonka tiedettiin siséltdvin
runsaasti gallushappoa ja katekiinia. Polyfenolindytteet késiteltiin PVPP:1ld, minka
jilkeen niiden supernatantista kerdttyjen ndytteiden sitoutumattomat yhdisteet
kvantitoitiin ~ turbidimetrisesti,  ja  tuloksia  verrattiin  ké&sitteleméttomien
referenssindytteiden absorbansseihin. Mittaustulosten erotuksena saatiin selvitettyd
PVPP:n sitomien komponenttien méédrd. Yhdisteiden absorbanssit mitattiin
aallonpituuksilla 270 nm (gallushappo ja parkkihappo), 280 nm (katekiini), 352 nm
(rutiini) ja 267 nm (pyrogallushappo). Mittaustulosten perusteella vertailtiin PVPP:n
affiniteettia muodostaa liukenemattomia komplekseja erilaisten polyfenolirakenteiden
kanssa (Verza et al. 2008).

PVPP sitoutui huomattavasti suuremmissa méédrin gallushappoon kuin
pyrogallushappoon, mikd  johtuu oletettavasti gallushapon rakenteen
karboksyyliryhméstd. PVPP sitoutui katekiiniin gallushappoa paremmin, minka
perusteella katekiinin rakenteen viidelld hydroksyyliryhmélla on suurempi yhteisvaikutus
kompleksoitumiseen kuin gallushapon kolmella hydroksyyliryhmélld ja yhdelld
karboksyyliryhmélld. Myds  parkkihappo, jonka rakenteessa on  runsaasti
hydroksyyliryhmid, sitoutui PVPP:hen katekiinin tavoin huomattavasti gallushappoa ja
pyrogallushappoa suuremmissa méérin. (Verza et al. 2008).

Tutkimuksessa selvitettiin lisdksi PVPP:n kompleksoitumisen spesifisyyttad

liuoksissa, joissa oli kahta erilaista komponenttia, joiden kanssa PVPP kykeni
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muodostamaan komplekseja. Katekiini- ja pyrogallushappoliuoksiin liséttiin rutiinia,
minkd jdlkeen ndytteet kisiteltiin PVPP:1ld. PVPP-késittelyn jélkeen niytteiden
sitoutumattomat komponentit kvantitoitiin. Katekiini kvantitoitiin aallonpituudella 280
nm, pyrogallushappo aallonpituudella 267 nm ja rutiini aallonpituudella 352 nm.
Mittaustulosten perusteella PVPP sitoi katekiinia hieman suuremmissa maérin kuin
rutiinia, mutta reaktio ei osoittanut merkittivaa spesifisyyttd, vaan PVPP pystyi sitomaan
liuoksessa kumpaakin komponenttia. PVPP muodosti seoksessa myos pyrogallushapon
ja rutiinin kanssa liukenemattomia komplekseja ldhes samoissa méirin (Verza et al.
2008).

PVPP:n vaikutusta tutkittiin vieli HPLC-PDA -menetelmélld, jossa
mitattiin PVPP-kisittelyn vaikutusta kasviuutteen kromatografiseen
sormenjélkiprofiiliin. Psidium guojava -ndytteen kromatogrammista valittiin gallushapon
ja katekiinin lisdksi kuusi yhdistettd, jotka tunnistettiin UV-spektrien perusteella
flavoneiksi. PVPP:n lisd&dminen vaikutti kaikkiin eri polyfenolisiin yhdisteisiin laskien
niiden tuottamien piikkien pinta-alaa. PVPP sitoutui kaikista néytteen tutkituista
yhdisteistd selkedsti heikoiten gallushappoon, kun taas katekiini sitoutui tdysin (Verza et
al. 2008). Tutkimuksen tulosten perusteella PVPP:n sitoutuminen riippuu polyfenolisten
yhdisteiden rakenteellisista tekijoistd. Néitd eroja olisi tarkkaan tutkittuna mahdollista
soveltaa menetelmiin, joilla pystyttdisiin poistamaan tukittavista néytteistd tietynlaisia

polyfenolisia komponentteja.
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Kuva 3. A) Gallushappo, B) pyrogallushappo ja C) katekiini.

5. Coomassie Brilliant Blue G 250 (CBB)

Myo6s Bradfordin reagenssina tunnettu Coomassie Brilliant Blue G 250 on
makromolekyyli, joka kykenee sitoutuessaan muodostamaan virillisid komplekseja. Alun
perin Bradfordin reagenssia on kéytetty proteiinien maédrittimiseen ja kvantitointiin

ndyteliuoksista (Bradfrod 1976). CBB on vesiliuoksessa neutraalissa muodossaan
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vihredd, kationisessa muodossaan punaista ja kompleksoituessaan anionisessa
muodossaan esimerkiksi polyfenoleihin, se muuttaa véridén siniseksi (Compton & Jones
1985). Kompleksoitumisen tuottamaa vérireaktiota on mahdollista hyodyntda
polyfenoleja sisdltdvien ndytteiden tutkimukseen, silld reagenssin ja polyfenolien vélisten
sinisten kompleksien muodostumista pystytddn seuraamaan spektrofotometrisesti
(Kilkowski & Gross 1999). CBB:n ja polyfenolien vélisen vuorovaikutuksen tutkimiseen
kehitettyjen tutkimusmenetelmien etuja ovat menetelmien sensitiivisyys ja analyysien
nopeus, silld vérireaktio saavuttaa absorbanssimaksiminsa jo noin kahden minuutin
jélkeen ja reaktio pysyy stabiilina ainakin 30 minuuttia (Kilkowski & Gross 1999). CBB
kykenee muodostamaan komplekseja niin polyfenolien kuin proteiinien kanssa, minka

vuoksi yhdisteiden ristivaikutus saattaa johtaa komponenttien médarin virhearviointiin.

5.1. CBB:n ja polyfenolien vilinen vuorovaikutus

CBB tuottaa vesiliuoksessa hydrolysoituvien tanniinien kanssa virireaktion, jonka on
riippuvainen polyfenolisten komponenttien rakenteellisista ominaisuuksista. CBB
kykenee muodostamaan vérillisid komplekseja vain sellaisten hydrolysoituvien
tanniinien kanssa, joiden molekyylimassa on suurempi kuin 750 Da (Kilkowski & Gross
1999). Téstd raja-arvosta johtuen esimerkiksi gallushappo, digalloyyliglukoosi seké
monomeeriset ja dimeeriset flavan-3-olit eivdt tuota CBB:n kanssa merkittdvad
vérireaktiota. Kompleksinmuodostuksen vaatimuksena on lisdksi, ettd kompleksoitavan
yhdisteen rakenne siséltdd aromaattisia ryhmié, joihin CBB:n sitoutuminen voi tapahtua,
minkd seurauksena polyfenolit ovat rakenteensa puolesta teoreettisesti alttiita
muodostamaan vérillisid komplekseja. CBB:n reaktiivisuutta hydrolysoituvien tanniinien
kanssa on vertailtu kdyttden niytteina tetra—nonagalloyyliglukoosia, gallushappoa (kuva
3A), glukogalliinia (kuva 4C) ja tellimagrandin II:a (kuva 4B). Kompleksoituessaan CBB
saa aikaan sinisen vérireaktion, joka tuottaa maksimin aallonpituudella 700 nm ja
olkapdin aallonpituudella 620 nm. Aallonpituuden 660 nm todettiin olevan
kdytannollinen tanniinien kompleksoitumisen mittaamiseen, silld ndytteen pitoisuus ei
vaikuttanut siitd mitattuun tausta-absorbanssiin (Kilkowski & Gross 1999).

Yhdisteiden vilisessd vertailussa huomattava havainto oli lisdksi se, ettd
pentagalloyyliglukoosiin (PGG) (kuva 4A) verrattuna tellimagrandiini II tuotti
merkittdvisti pienemmén vasteen. Tamid johtuu oletettavasti tellimagrandiini Il:n
rakenteen HHDP-ryhmaésté, joka tekee siitdi PGG:td steerisesti jiykemmén rakenteen,

mikd alentaa huomattavasti tellimagrandiini II:n kykyd kompleksoitua CBB:n kanssa.
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Polyfenolindytteiden pitoisuuden ja vérireaktion tuottaman absorbanssin vililld on lieva
epélineaarisuus (Bradford 1976; Kilkowski & Gross 1999). Epilineaarisuus johtuu siité,
ettd CBB:lle ei ole havaittu tutkitulla aallonpituusalueella 190—-750 nm isobestistd
pistettd, minkd seurauksena reagenssin eri varimuotojen spektrit osuvat osittain
padllekkdin (Compton & Jones 1985). Lievdstd epélineaarisuudesta huolimatta
menetelmd sopii  hydrolysoituvien tanniinien kvalitatiiviseen ja kvantitatiiviseen
analyysiin, olettaen ettd tuntemattomien néytteiden analyysit tehdddan kayttden
kalibrointisuoraa (Bradfrod 1976). Monet orgaaniset liuottimet, kuten metanoli, etanoli
ja asetoni hdiritsevdt véarireaktiota, mistd syystd polyfenolindytteet on optimaalisinta

livottaa veteen (Kilkowski & Gross 1999).
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Kuva 4. A) Pentagalloyyliglukoosi, B) tellimagrandin II ja C) glukogalliini.

6. Johtopaatokset

Polyfenoleja kompleksoivien makromolekyylien tutkimus on onnistunut tuottamaan
mittausmenetelmié, joita voidaan soveltaa makromolekyyli—polyfenoli
-vuorovaikutusten  tutkimukseen.  Suurin  osa  viimeaikaisesta  polyfenoleja
kompleksoivien makromolekyylien tutkimuksesta on keskittynyt tutkimaan tanniinien
toteutetaan usein esimerkiksi vertailemalla méarehtijoiden metaboliasta perdisin olevaa

kaasuntuottoa (Khosravi et al. 2015; Windley et al. 2016; Giridhar ef al. 2018). Tamén
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kaltaisilla tutkimuksilla saadaan tietoa polyfenolien ja makromolekyylien muodostamien
kompleksien muodostumisesta mirehtijoiden metabolian viélitykselld. Vastaavilla
tutkimuksilla on kuitenkin haastavaa tuottaa standardoitua dataa muodostuvien
kompleksien todellisesta luonteesta ja siitd, millaiset polyfenoliset komponentit
marehtijoille syotetyssd rehussa ovat aidosti niitd, jotka muodostavat polyfenolien ja
makromolekyylien vilisen kompleksoitumisreaktion. Polyfenoli-makromolekyyli
-kompleksien tutkimukseen olisi tirkedd kehittdd in vitro -menetelmid, joilla
polyfenolitutkimusta voitaisiin suorittaa tunnetuilla ja standardoiduilla néytteilla.
Tutkielmassa kasitellyistdi makromolekyyleistd vain PVPP:114d ja CBB:lla
oli puhdasaineita néytteind kayttdmilld onnistuttu tuottamaan tutkimusdataa erilaisten
polyfenolien rakenteiden ja kompleksien muodostumisen vilisestd riippuvuudesta.
CBB:n heikkoutena PVPP:hen verrattuna oli sen taipumus muodostaa virillisid
komplekseja my0s proteiinien kanssa, minkd vuoksi se ei sovellu yhtd hyvin erilaisten
tuntemattomien nidyteseosten tutkimukseen. PEG oli makromolekyyleistd selvésti
laajimmin tutkittu, mutta erilaisia PEG:n ja polyfenolien vilisid vuorovaikutuksia
mittaavia menetelmid késittelevat tutkimukset eivit myoskddn kyenneet nykyisilld
menetelmilld ottamaan kantaa sithen, millaiset erilaiset rakenteelliset tekijédt vaikuttavat
vuorovaikutuksen muodostumiseen. PEG:n tutkimusta tulisi laajentaa kayttden
polyfenolindytteind joko puhdasaineita, tai tunnetun polyfenolikoostumuksen siséltévia
ndytteitd, jolloin mitatun makromolekyyli—polyfenoli -vuorovaikutuksen komponenttien
rakenne ja voimakkuus voitaisiin linkittdd toisiinsa. PVP:114 tehdyt tutkimukset karsivét
samasta ongelmista kuin PEG, ja PVP:1ld on yleisesti ottaen tehty PEG:t4 vihemmén
tutkimusta. PEG:n ja PVP:n vilisten vertailujen perusteella PEG soveltuu yleisesti
PVP:td paremmin polyfenolien tutkimukseen, silla merkittdvin kompleksoitumisreaktion
aikaansaamiseksi tarvittavan PEG:n méaira on huomattavasti vaadittavaa PVP-pitoisuutta
alhaisempi. Tdméan perusteella PEG:n affiniteetti polyfenolisia rakenteita kohtaan on
PVP:td voimakkaampi, ja se on herkempi muodostamaan vuorovaikutuksia
polyfenolisten komponenttien kanssa (Makkar ef al. 1995). Témian lisdksi PEG:11a
tehtyjen alustavien rakenne—aktiivisuus -vertailujen perusteella se kykenee
muodostamaan komplekseja sellaisten polyfenolisten komponenttien kanssa, jotka
osoittavat aktiivisuutta myds perinteisissd proteiininsaostuskykyéd mittaavissa testeissa,
joissa kdytetddn kompleksoivana makromolekyylind BSA:ta (Piirtola et al,
julkaisematon havainto). PEG:td olisi siis mahdollista hyddyntdd menetelmissé, joissa
pyritddn sekd mallintamaan néytteiden proteiininsaostuskykya ettd selvittdméén erilaisten

polyfenolisten rakenteiden affiniteettia muodostaa komplekseja polymeeristen
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makromolekyylien kanssa, mikd tekee PEG:std hyvin potentiaalisen makromolekyylin
polyfenolitutkimuksessa kdytettaviksi tyokaluksi.

Tutkielman kirjallisessa osassa késitellyt mittausmenetelmét pyrkivét usein
kvantitoimaan makromolekyylien sitomien komponenttien maddrdd ottamatta kantaa
kokeellisen osuuden tavoitteena oli luoda kuoppalevylukijaa hyodyntiva
mittausmenetelmd, jossa polyfenoleja kompleksoivien —makromolekyylien ja
polyfenolindytteiden vilisten vuorovaikutusten tutkimukseen hyddynnettdisiin
makromolekyylien ja polyfenolien kykyd muodostaa liukenemattomia komplekseja.
Mittauksissa kiytettyjen polyfenolindytteiden koostumus ja pitoisuudet selvitettiin
hyodyntdmadlla LC-MS -tekniikoita, mikd mahdollisti mittausmenetelmailld tuotetun
datan linkittdmisen néytteiden yhdistekoostumukseen. Tunnetun yhdistekoostumuksen
sisédltivilld naytteilld oli mahdollista selvittdd kompleksoivien yhdisteiden spesifinen
affiniteetti  erilaisiin  polyfenolirakenteisiin, ja  lisdksi  vertailla  erilaisten
polyfenolirakenteiden  rakenteellisten  tekijoiden  vaikutusta  vuorovaikutusten
muodostumisen  voimakkuuteen. Makromolekyylien ja  polyfenolien vilisen
vuorovaikutuksen  analogisuutta  polyfenolien ja  proteiinien = muodostamien
vuorovaikutusten kanssa hyddynnettiin mittausmenetelmissd polyfenolindytteiden
proteiininsaostuskyvyn arvioimiseen. Kehitetyn mittausmenetelmén avulla oli
mahdollista seuloa useita polyfenolindytteitd samanaikaisesti, ja silld voitiin tehda
nopeasti arvioita siitd, sisiltdvitko néytteet yhdisteitd, jotka osoittivat kykyd muodostaa
polyfenoleja  kompleksoivien = makromolekyylien, kuten proteiinien kanssa
liukenemattomia komplekseja. Koska liukenemattomien kompleksien muodostumisen
mittaamiseen riitti yksinkertainen spektrofotometrinen laitteisto, tarjoaisi tutkimuksessa
kehitetyn kaltainen mittausmenetelmd monille polyfenolitutkimuksesta kiinnostuneille
tutkimusryhmille edullisen ja tehokkaan tydkalun polyfenolien ja makromolekyylien

vuorovaikutusten tutkimukseen.
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7. Materiaalit ja menetelmat

7.1. Kaytetyt reagenssit ja linottimet

Menetelménkehityksessd kéytettyji makromolekyyleja olivat eri molekyylimassaiset
PEG-polymeerit. Kdytettyjd liuottimia olivat asetoni, etanoli ja ultrapuhdas MilliQ vesi
(Synergy Water Purification System, Merck KGaA, Saksa). UPLC-MS -analyysissa

kiytettiin eluentteina asetonitriilid (ACN) ja 0,1 % muurahaishapon vesiliuosta (v:v).

Taulukko 1. Analyyseissa kédytetyt reagenssit.

Reagenssi Valmistaja Laatu Puhtaus
Asetoni VWR BDH prolabo chemicals, Ranska  Analyysi >99,8 %
Etanoli Altia Oyj, Suomi Aa >99,5 %
Asetonitriili VWR BDH prolabo chemicals, USA LC-MS  >99.9 %
Muurahaishappo Sigma-Aldrich, Saksa LC-MS 100 %
Muurahaishappo Sigma-Aldrich, Saksa HPLC >98 %
PEG 400 Sigma-Aldrich, Belgia
PEG 6 000 Sigma-Aldrich, Saksa
PEG 12 000 Sigma-Aldrich, Saksa
PEG 20 000 Sigma-Aldrich, Saksa BioUltra

7.2. Polyfenoliniytteet

Tyossd kaytettiin ndytteind eri kasvilajeista valmistettuja kasviuutteita, fraktioita ja
puhdasaineita. Kasvilajeiksi valittiin ranta-alpi (kukinto), maitohorsma (kukinto),
hieskoivu (lehdet), vaahtera (vihredt lehdet), vaahtera (punaiset lehdet), paju (punaiset
lehdet), rantakukka (kukinto), metsitammi (lehdet), kyldkellukka (kukinto),
ukkomansikka  (lehdet), lehtokuusama lehdet), peltotaskuruoho  (lehdet),
kadrmeenpistoyrtti (lehdet), jalava (lehdet) ja haapa (lehdet), jotka wuutettiin
kvantitatiivisesti  kylmdkuivatuista kasvijauheista kappaleessa 7.3.1. esitetyn
uuttoprotokollan mukaisesti. Kasviuutteiden UPLC-MS -kromatogrammit on esitetty
liitteissd 1-5. Kasvien raakauutteiden lisdksi ndytteind kdytettiin maitohorsman
(kukinto), kiiltolehtipajun (lehdet) ja kuningasatsalean (lehdet) raakauutteista tuotettuja

Sephadex LH-20 -fraktioita. Tutkimuksessa kdytettivit kasviuutteet valittiin siten, etti
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ne edustivat yhdistekoostumukseltaan mahdollisimman monimuotoisesti erilaisia
luonnollisia polyfenolikoostumuksia. Tutkittavat puhdasaineet olivat 1,2,3,4,6-penta-O-
galloyyli-B-D-glukoosi (PGG, kuva 5A), veskalagiini (V, kuva 5B) ja oenotheiini B (OB,
kuva 5C). Tutkimuksessa kdytetyt puhdasaineet valittiin siten, ettd niiden rakenne
tunnettiin hyvin, ja niiden rakenteet erosivat toisistaan yhdisteiden rakenteellisten
tekijoiden vélisen vertailun toteuttamiseksi. TyOssd kéytetyt nédytteet ja niistd kdytetyt

lyhenteet on listattu taulukossa 2.

OH

HO OH
0% o OH

HO
A) o&owo oH
o

Kuva 5. Tyd6ssd kdytetyt puhdasaineet ja niiden lyhenteet. A) Pentagalloyyliglukoosi (PGG),
B) veskalagiini (V) ja C) oenotheiini B (OB).
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Taulukko 2. Menetelménkehityksessd kaytetyt polyfenolindytteet ja niistd kéytetyt

lyhenteet.

Polyfenoliniyte Lyhenne
Ranta-alpi (kukinto) RA
Maitohorsma (kukinto) MH
Hieskoivu (Iehdet) HK
Vaahtera (vihreit lehdet) \A%
Vaahtera (punaiset lehdet) VP
Paju (punaiset lehdet) PP
Rantakukka (kukinto) RK
Metsidtammi (lehdet) MT
Kylédkellukka (kukinto) KK
Ukkomansikka (Iehdet) UM
Lehtokuusama (lehdet) LK
Peltotaskuruoho (Iehdet) PT
Kéaarmeenpistoyrtti (Iehdet) KP
Jalava (lehdet) JA
Maitohorsman fraktio (kukinto) MH F2
Kiiltolehtipajun fraktio (lehdet) PAA3
Kuningasatsalean fraktio (Iehdet) PAA17
1,2,3,4,6-penta-O-galloyyliglukoosi PGG
Veskalagiini A%
Oenotheiini B OB

7.3. Menetelmit

7.3.1. Kasvinaytteiden uuttaminen

Kasvindytteet uutettiin punnitsemalla 0,1 mg tarkkuudella 19,5-20,5 mg kylmékuivattua
kasvijauhetta 2 ml eppendorfputkeen ja lisddmalld ndytteeseen ensimméinen 1400 pl erd
80:20 asetoni/vettd (v:v). Ndytettd ravisteltiin 5 min Vortexissa ja varmistettiin, ettd niyte
oli tdysin liuennut. Témén jélkeen ndytettd maseroitiin vuorokausi kylméhuoneessa
(4 °C). Maseroinnin jdlkeen eppendorfputkea ravisteltiin tasoravistelijassa 3 tuntia
nopeudella 280 rpm, minkd jidlkeen ndyte sentrifugoitiin 10 minuuttia nopeudella
14000 rpm (21913 x g). Kasviuute dekantoitiin varovasti uuteen 2 ml eppendorfputkeen,
joka suljettiin reikékorkilla ja ndytteestd haihdutettiin asetoni eppendorfkonsentraattorilla
(Eppendorf AG, Hampuri, Saksa). Alkuperdiseen eppendorfputkeen jddneeseen
kasvimateriaaliin liséttiin toinen 1400 pl erd 80:20 asetoni/vettd (v:v) ja niytettd

ravisteltiin Vortexissa 5 min. Tdmén jilkeen eppendorfputkea ravisteltiin jélleen



20

tasoravistelijassa 3 tuntia nopeudella 280 rpm 3 tuntia ja sentrifugoitiin 10 minuuttia
nopeudella 14 000 rpm (21913 x g). Uuton toinen erd yhdistettiin ensimmaiisen
uuttokierroksen haihdutettuun néytteeseen dekantoimalla, minkd jdlkeen yhdistetystd
ndytteestd haihdutettiin uudestaan asetoni eppendorfkonsentraattorilla. Haihdutuksen
jilkeen néyte jaddytettiin pakastamisessa ja kylmékuivattiin. Kylmédkuivattu nidyte
livotettiin 1 ml:aan ultrapuhdasta vettd, ravisteltiin noin 10 minuuttia Vortexissa ja
suodatettiin uuteen 1,5 ml eppendorfputkeen kdyttden 1 ml muoviruiskua ja 0,20 um

PTFE-suodatinta.

7.3.2. Kuoppalevylukija

Tyossé kaytetty kuoppalevylukija oli Multiscan Ascent (Labsystems), johon oli asennettu
kaytettdviksi aallonpituuksiksi 340 nm, 405 nm, 415 nm, 492 nm, 520 nm, 550 nm, 650
nm ja 742 nm. Kuoppalevylukijan operointiin kdytetty ohjelmisto oli Ascent Software

Version 2.6. Kiytetyt 96-paikkaiset kuoppalevyt olivat malliltaan SpectroPlate™ - 96 MB.

7.3.3. Kuoppalevymenetelmi

Polyfenolindytteistd valmistettiin kuoppalevylukijalle vesiliuokset liuottamalla tunnettu
massa kylmikuivattua ndytettd tunnettuun tilavuuteen vettd. PGG liukeni heikosti
puhtaaseen veteen, joten sen liuottamiseen kéytettiin 10:90 etanoli/vettd (v:v).

PEG:n vuorovaikutusta néytteiden kanssa tutkittiin kuoppalevylukijalla
turbidimetrisesti eri aallonpituuksilla mittaamalla vesiliuoksessa makromolekyylien ja
ndytteiden liukenemattomien kompleksien muodostumista. PEG:std valmistettiin
vesiliuokset liuottamalla tunnettu massa makromolekyylejd veteen mittapullossa,
sekoittamalla liuos homogeeniseksi ja tdyttdmélld mittapullo lopulliseen tilavuuteen.
Kustakin makromolekyylistd valmistettiin 5 mg/ml kantaliuos liuottamalla mittapullossa
500 mg materiaalia 100 ml:aan ultrapuhdasta vettd. Kantaliuoksia kéytettiin mittauksissa
kéytettdvien laimennosten valmistamiseen. Kuoppalevyanalyysit tehtiin pipetoimalla 100
ul polyfenolindytettd kuoppalevylle, minké jdlkeen néytteeseen liséttiin 100 pul PEG-
livosta. Mittaus kuoppalevylukijalla aloitettiin vilittdomésti makromolekyylin lisddmisen
jilkeen, jotta reaktion kinetitkkaa kyettiin mittaamaan mahdollisimman tarkasti
vuorovaikutuksen alusta ldhtien. Néytteiden tausta-absorbanssit mitattiin lisddmalla
erillisiin néytteisiin PEG-liuoksen sijaan vastaava tilavuus ultrapuhdasta vetta.

Mittauksissa optimoitavia parametreja olivat kaytettdvien ndytteiden ja

makromolekyylien  pitoisuudet, mittausaallonpituudet ja  kinetitkkamittauksen
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maksimaalisen kulmakertoimen madrittdminen. Tuloksissa esitetyt absorbanssit ovat
mittausten  maksimiabsorbansseja.  Kinetiikkamittausten  tulokset on esitetty
maksimaalisena kulmakertoimena, joka on médritetty laskemalla perdkkiisten
mittauspisteiden  kautta  kulkevien  suorien  kulmakertoimia.  Optimoitujen
mittausparametrien perusteella kehitettiin lopullinen mittausmenetelma.

Kuoppalevymenetelmén kehittiminen aloitettiin  esitesteilld, joissa
kartoitettiin eri molekyylimassaisten PEG-polymeerien vuorovaikutuksia erilaisia
ndytetyyppejd edustavien polyfenolindytteiden kanssa, ja niiden vaikutusta mitattuun
absorbanssiin. Néytteiksi valittiin maitohorsman raakauute (MH), maitohorsman
Sephadex LH-20 -fraktio (MH F2) ja oenotheiini B (OB). Valitut niytteet edustivat
raakauute-, fraktio- ja puhdasainetasoilla néytteitd, joissa kaikissa oli yhteinen tunnettu
komponentti. Esitesteissd kédytettyjen ndytteiden molaariset pitoisuudet laskettiin
kayttdimdlla OB:n molekyylimassaa (1569,08 g/mol), jota esiintyi yhteisend
komponenttina kaikissa kolmessa ndytetyypissa. Jotta kaikkia kolmea tutkittavaa niytettad
olisi mahdollisimman yksinkertaista vertailla keskenddn, kidytettiin raakauutetta ja
Sephadex LH-20 -fraktiota yhtd suuria pitoisuuksia kuin puhdasainetta, jonka pitoisuus
tunnettiin tarkasti. Raakauutteesta, fraktiosta ja puhdasaineesta valmistettiin 10 mg/ml
kantaliuokset liuottamalla 20 mg kutakin ndytettd 2 ml:aan ultrapuhdasta vettd 2 ml:n
eppedorfputkissa.

Menetelménkehityksen esitesteissé kartoitettiin ndytteiden ja PEG-liuosten
pitoisuuksien  védlisen  suhteen vaikutusta  kuoppalevylukijalla  mitattavaan
maksimiabsorbanssiin. Testissd selvitettiin, millaisilla PEG- ja polyfenolindytteiden
molaarisilla suhteilla saavutettiin riittdvén suuri turbidimetrinen vaste makromolekyylin
ja ndytteiden vélisten vuorovaikutusten tuottaman vasteen lineaarisen alueen
selvittimiseksi. Niytteiden tuottamia maksimiabsorbansseja tutkittiin erilaisilla
ndytteiden ja PEG-polymeerien pitoisuussuhteilla kiinnittimélla joko PEG- tai PF-
pitoisuus vakioarvoon. Eri PEG-polymeerien pitoisuudet laskettiin niiden keskimééraisen
molekyylimassan avulla, minkd jdlkeen niiden pitoisuus suhteutettiin nédytteiden

pitoisuuksiin laskettujen aineméérien perusteella.

7.3.4. UPLC-MS/MS analyysit

Kasviuutteet analysoitiin Xevo kolmoiskvadrupolimassaspektrometriin (TQ, Waters
Corp., Milford, MA, USA) sdhkosumutusionisaatioldhteelld (ESI) yhdistetylld
ultrakorkean erotuskyvyn nestekromatografialaitteistolla (UPLC, Waters Corp., Milford,



22

MA, USA). UPLC koostui pumpusta, niytteensyottdjastd, kolonnista ja
diodirividetektorista. Kaytetty kolonni oli Acquity UPLC BEH Phenyl 1,7 um, 100 mm
x 2,1 mm (Waters Corp., Wexford, Ireland). Kéytetty injektiotilavuus oli 5 um ja
virtausnopeus oli 0,5 ml/min. Gradienttiohjelman parametrit on esitetty taulukossa 3. UV-
detektorin aallonpituusalue oli 190-500 nm. UV-data kerittiin aikavaliltd 0-9,5 min ja
MS-data aikavililld 0—6,0 min. Full scan MS-analyysi tehtiin negatiivisella ionisaatiolla
massavalilld 150-1200 m/z. Néytteet analysoitiin useilla SRM- ja MRM-menetelmilla,
jotka detektoivat ndytteiden komponentteja yhdiste- ja yhdisteryhméspesifisesti
(Engstrom et al. 2014, 2015). Kasviuutteiden UPLC-analyyseissd kidytetyn MS-laitteiston
parametrit on esitetty taulukossa 4. Ndytteet suodatettiin ennen analyysid 0,20 um PTFE-

suodattimilla.

Taulukko 3. UPLC-MS/MS analyyseissa kéytetty eluointigradientti.

A = asetonitriili, B=0,1 % muurahaishapon vesiliuos (v:v).

Aika A B

(min) % %
alku 0,10 99,9
0,5 0,10 99,9
5,0 30,0 70,0
6,0 35,0 65,0
6,1 90,0 10,0
8,1 90,0 10,0
8,2 0,10 99,9
9,5 0,10 99.9

Taulukko 4. UPLC-MS/MS analyyseissé kédytetyt MS-parametrit.

Kapillaarijannite 3,4kV
Ohjausjinnite 3V

Ionildhteen 1ampotila 150 °C
Desolvaatiolampétila 650 °C

Desolvaatiokaasun virtaus 1000 I/h
Kartiokaasun virtaus 100 I/h
Torméayskaasun virtaus 0,15 ml/min
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8. Kuoppalevymenetelméan kehittaiminen

8.1. Esitestit

Esitestit aloitettiin kolmiosaisella kokeella, joissa kéytettiin niytteend OB:ta. Testin
ensimmaisessd osassa testattaviksi [PF]:[PEG] -suhteiksi valittiin 10:1, 70:1 ja 200:1.
Kokeen toisessa osassa OB:n pitoisuus kolminkertaistettiin, ja PEG:n vaikutusta
absorbanssiin tutkittiin pitoisuussuhteilla 30:1, 210:1 ja 600:1. Kolmannessa osassa
molempien testattavien yhdisteiden pitoisuudet kolminkertaistettiin, jolloin
pitoisuussuhteiksi maardytyivat 30:3, 210:3 ja 600:3. Testeissd kiytettyjen PF- ja PEG-
ndytteiden pitoisuudet on esitetty liitteessd 6. Absorbanssit mitattiin aallonpituudella 340
nm, ja mittausten tulokset on esitetty mittausten maksimiabsorbansseina. Testien tulokset

on esitetty kuvassa 6.
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Kuva 6. Polyfenolindytteiden maksimiabsorbanssit kolmella eri [PF]:[PEG] -suhteella
[PEG]:n ollessa vakio. A) Alkuperiiset PF- ja PEG-pitoisuudet, B) kolminkertaistettu PF-
pitoisuus ja C) kolminkertaistetut PF- ja PEG-pitoisuudet Kéytetty ndyte oli oenotheiini
B (OB). Absorbanssit mitattiin aallonpituudella 340 nm.
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Puhdasainetta edustavan OB -ndytteen testaamisen jélkeen tehtiin vastaava
testi, jossa ndytteind olivat MH ja MH F2. Testissd tutkittiin edellisten testien tapaan
ndytteiden tuottamaa maksimiabsorbanssia erilaisilla [PF]:[PEG] pitoisuussuhteilla.
Kasviuutteiden PF-pitoisuudet rinnastettiin edellisessd testissd kéytettyithin OB-
pitoisuuksiin. Alustavien tulosten perusteella MH ja MH F2 tuottivat yleisesti OB:ta
alhaisempia absorbansseja vastaavissa pitoisuuksissa, joten vahvemman absorbanssin
tuottamiseksi testissd kédytetyt MH- ja MH F2 -pitoisuudet olivat kaksi kertaa
vikevammait kuin puhdasaineella tehdyissd testeissd kidytetyt OB-pitoisuudet.
Testattaviksi [PF]:[PEG] -pitoisuussuhteiksi valittiin 20:1, 140:1 ja 400:1. Naytteiden ja
kiytettyjen PEG-liuosten pitoisuudet on esitetty liitteessd 7. Niytteiden absorbanssit

mitattiin ~ aallonpituudella 340 nm ja tulokset on esitetty mittausten

maksimiabsorbansseina. ~ Mittausten  tulokset on  esitetty = kuvassa 7.
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Kuva 7. Polyfenolindytteiden maksimiabsorbanssit mitattuna kolmella eri [PF]:[PEG] -
suhteella aallonpituudella 340 nm. A) Maitohorsman raakauute (MH) ja B) maitohorsman

Sephadex LH-20 -fraktio (MH F2).
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PEG-pitoisuuden  vaikutuksen testaamista ndytteiden tuottamaan
maksimiabsorbanssiin jatkettiin kédyttdmilld ndytteindi MH:ta ja MH F2:ta. PEG-
pitoisuuden sijaan PF-pitoisuus kiinnitettiin vakioarvoon ja PEG:n vaikutusta
absorbanssiin testattiin neljdlld eri PEG-pitoisuudella. Testattaviksi PEG-pitoisuuksiksi
valittiin 0,25; 0,50; 0,75 ja 1,00 mg/ml. MH:n pitoisuus oli 1 mg/ml ja MH F2:n pitoisuus
oli 3 mg/ml. Absorbanssit mitattiin aallonpituudella 340 nm ja mittausten tulokset on

esitetty mittausten maksimiabsorbansseina kuvassa 8.
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Kuva 8. Polyfenolindytteiden maksimiabsorbanssit eri PEG-pitoisuuksilla mitattuna
polyfenolindytteiden pitoisuuden ollessa vakio. A) Maitohorsman raakauute (MH) ja B)
maitohorsman Sephadex LH-20 -fraktio (MH F2). Absorbanssit mitattiin aallonpituudella
340 nm.

8.2. PEG:n stabiilisuusmittaukset

PEG-livosten stabiilisuutta testattiin mittaamalla valikoidun PEG-polymeerin ja
polyfenolindytteen tuottamaa vastetta kymmenen viikon ajan. PEG-polymeereja
edustamaan valittiin PEG 12000. PEG:sté valmistettiin 1 mg/ml kantaliuos, joka jaettiin
kahteen osaan. Liuosten stabiilisuutta vertailtiin sdilyttimilld yhtd PEG-liuosta
huoneenlimmossd (20 °C) ja toista liuosta kylméhuoneessa (4 °C). Kylmédhuoneessa
sdilytetyn kantaliuoksen annettiin lidmmetd huoneenldmpdon ennen mittausten
suorittamista. Kéytettdviksi ndytteeksi valittiin MH, jonka havaittiin tuottavan PEG:n
kanssa vahvan mittausvasteen, joka erosi selvdsti ndytteen tausta-absorbanssista.
Naytteestd valmistettiin 1 mg/ml kantaliuos, joka jaettiin kymmeneen osaan.

Polyfenolindytteet sdilytettiin mittauksien vililld pakastimessa. Mittaukset tehtiin
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aallonpituudella 340 nm kayttden kuutta rinnakkaisnédytettd. Mittaustuloksena kéytettiin
tunnin kestdneen mittauksen maksimiabsorbanssia. Stabiilisuusmittausten tulokset on

esitetty kuvassa 9.
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Kuva 9. Limpimissd (20 °C) ja kylmissd (4 °C) olosuhteissa sdilyttyjen PEG 12000
vesiliuosten aallonpituudella 340 nm mitattu vaste. Polyfenolindytteend kaytettiin
maitohorsman raakauutetta (MH). A) Viikoittaisten stabiilisuusmittausten tulokset ja B)

kymmenen viikon mittausten keskiarvot.

8.3. PEG-polymeerien vertailu

PEG-polymeerien vélisen vertailun tavoitteena oli tutkia eri molekyylimassaisten PEG-
polymeerien ja niiden pitoisuuksien vaikutusta liukenemattomien kompleksien
muodostumiseen. Kéytettdvien néytteiden pitoisuudet pyrittiin  valitsemaan
kuoppalevymittauksissa siten, ettd mitattu vaste pysyisi mahdollisimman hyvin
kuoppalevylukijan  lineaarisella  mittausalueella  luotettavien  mittaustulosten
tuottamiseksi. [PF]:[PEG] -suhteen vaikutusta mitattavaan vasteeseen tutkittiin erilaisilla
[PF]:[PEG] -suhteilla pitdmidllda PEG-pitoisuus vakiona. Testattaviksi [PF]:[PEG]
-pitoisuussuhteiksi valittiin 1:1, 2:1, 5:1, 10:1 ja 15:1. Naytteind kidytettyjen MH-,
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MH F2- ja OB-niytteiden pitoisuudet ja PEG-polymeerien pitoisuudet on esitetty
liitteessd 8. Absorbanssit mitattiin aallonpituudella 340 nm ja mittausten tulokset on

esitetty maksimiabsorbansseina. Mittaustulokset on esitetty kuvassa 10.
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Kuva 10. Polyfenolinédytteiden eri [PF]:[PEG]-suhteilla aallonpituudella 340 nm mitatut
maksimiabsorbanssit PEG-pitoisuuden ollessa vakio. A) Maitohorsman raakauute (MH),

B) maitohorsman Sephadex LH-20 -fraktio (MH F2) ja C) oenotheiini B (OB).

Edellista pitoisuusvertailua tdydennettiin tutkimalla absorbanssin kayttaytymistd suurilla
[PF]:[PEG] -suhteilla  sdilyttimélli ~ PEG-pitoisuus  vakiona.  Testattaviksi
pitoisuussuhteiksi valittiin 25:1, 50:1, 100:1, 200:1, 600:1, 800:1 ja 1200:1. Néytteiden

pitoisuudet on esitetty liitteessd 9. Kuoppalevymittauksessa kdytetty mittausaallonpituus
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oli 340 nm ja mittausten tulokset on esitetty mittausten maksimiabsorbansseina.

Mittaustulokset on esitetty kuvassa 11.
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Kuva 11. Polyfenolindytteiden tuottamat maksimiabsorbanssit suurilla [PF]:[PEG]

-suhteilla PEG-pitoisuuden ollessa vakio. A) Maitohorsman raakauute (MH), B)
maitohorsman Sephadex LH-20 -fraktio (MH F2) ja C) oenotheiini B (OB). Absorbanssit

mitattiin aallonpituudella 340 nm.

PEG-pitoisuuden

vaikutusta

polyfenolindytteen

kanssa

mitattuun

vasteeseen testattiin kiinnittdimalla PF-pitoisuus tunnettuun vakioarvoon ja testaamalla eri

[PF]:[PEG] -suhteita PEG-pitoisuutta muuttamalla. Tavoitteena oli 16ytdd PEG-pitoisuus,
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jolloin sitoutuminen tutkittavan nidytteen kanssa olisi maksimissaan. Polyfenolinédytteeksi
valittiin MH:n raakauute. Testattaviksi pitoisuussuhteiksi valittiin 1:1, 2:1, 5:1, 25:1,
50:1, 100:1, 200:1, 400:1, 600:1, 800:1 ja 1200:1. MH:n pitoisuus oli 2,00 mg/ml. Eri
[PF]:[PEG] -suhteita vastaavat PEG-pitoisuudet on esitetty taulukossa 9. Absorbanssit
mitattiin aallonpituudella 340 nm, ja mittaustuloksista véhennettiin ndytteen tuottama

tausta-absorbanssi. Mittaustulokset on esitetty mitattuina maksimiabsorbansseina

kuvassa 12.
3,0
€ 25
2
o 2,0
I
§' 1,5 W PEG 400
[%2]
(%2}
_{E 10 B PEG 6000
o) PEG 12000
80,5
< I B PEG 20000
0’0 [ ] - [ | T P e e m_ B E_lm
L} i i i L i i i L} i L} i
- N Ih O 1B O ©o © o o o o
4 N I O 6 o6 o o o
- N ¥ © ® «
Ll
[PF]:[PEG]

Kuva 12. Eri [PF]:[PEG] -suhteilla mitatut maksimiabsorbanssit PF-pitoisuuden ollessa
vakio. Niytteend kidytettiin maitohorsman raakauutetta (MH). Absorbanssit mitattiin

aallonpituudella 340 nm.

PEG-polymeerien vilistd vertailua jatkettiin PEG-pitoisuuksilla 0,5; 1,0; ja
2,0 mg/ml, joiden vililld edellisen testin perusteella arvioitiin PEG:n saavutettavan
maksimaalisen sitoutumiskapasiteettinsa. Naytteiksi valittin MH, MH F2, PAA3 ja
PAA17. Naytteiden pitoisuudet on esitetty liitteessd 10. Mittauksessa ndytteiden
absorbanssia seurattiin kuoppalevylukijalla tunnin ajan, minkd jilkeen mittausten
maksimiabsorbanssit sovitettiin kuvaajaan niitd vastaavien PF-pitoisuuksien funktiona.
Absorbanssit mitattiin aallonpituudella 340 nm. Mittausten tulokset on esitetty kuvissa

13 ja 14.
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Kuva 13. Polyfenolindytteiden ja PEG-polymeerien vilisen vuorovaikutuksen maksimiabsorbanssit mitattuna kolmella eri PEG-pitoisuudella. A)

Maitohorsma (MH) ja B) maitohorsman Sephadex LH-20 -fraktio (MH F2). 1) PEG 400, 2) PEG 6000, 3) PEG 12000 ja 4) PEG 20000. PF =

polyfenoli.
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Kuva 14. Polyfenolindytteiden ja PEG-polymeerien vilisen vuorovaikutuksen maksimiabsorbanssit mitattuna kolmella eri PEG-pitoisuudella. A)

Kiiltolehtipajun (PAA3) ja B) kuningasatsalean (PAA17) Sephadex LH-20 -fraktiot. 1) PEG 400, 2) PEG 6000, 3) PEG 12000 ja 4) PEG 20000. PF =

polyfenoli.
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Edellistd testid laajennettiin vertailemalla PEG-polymeerejd kayttamalla
ndytteind 15 kasvilajin kvantitatiivisesti uutettuja raakauutteita. Vertailtaviksi PEG-
polymeereiksi valittiin PEG 6000, PEG 120000 ja PEG 20000. Testissé vertaillut PEG-
pitoisuudet olivat 0,5; 1,0 ja 2,0 mg/ml. Kasviuutteet laimennettiin ultrapuhtaalla vedella
alkuperdisistd kvantitatiivisesti uutetuista ndytteistd (7.3.1) siten, ettd niistd mitattu
absorbanssi ei ylittinyt kuoppalevylukijan luotettavuusrajaa. Kasviuutekohtaiset
laimennoskertoimet on esitetty taulukossa 11. Mitatusta maksimiabsorbanssista
viahennettiin kasvinuutteiden tuottama tausta-absorbanssi, minké jilkeen absorbanssit
kerrottiin ndytekohtaisella laimennoskertoimella, jotta eri kasviuutteiden mittaustulokset
olivat vertailukelpoisia keskenddn. Mittaustulos ilmoitettiin suhteellisena absorbanssina,
joka on esitetty kolmen rinnakkaisndytteen keskiarvona. Mittaukset tehtiin

aallonpituudella 340 nm ja mittausten tulokset on esitetty kuvassa 15.

Taulukko 5. Polyfenolindytteind kéytetyt kasviuutteet ja niiden alkuperdisistd uutteista

(7.3.1) valmistettujen ndytteiden laimennoskertoimet.

- Laimennos-
Polyfenoliniiyte Kerroin
Ranta-alpi (RA) 5
Maitohorsma (MH) 5
Hieskoivu (HK) 5
Vaahtera (vihred, VV) 5
Vaahtera (punainen, VP) 10
Paju (PP) 10
Rantakukka (RK) 5
Metsdatammi (MT) 5
Kylédkellukka (KK) 5
Ukkomansikka (UM) 5
Lehtokuusama (LK) 5
Peltotaskuruoho (PT) 5
Kéddrmeenpistoyrtti (KP) 5
Jalava (JA) 5
Haapa (HA) 5
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Kuva 15. Testeissd kiytettyjen polyfenolindytteiden lyhenteet ja niiden suhteellinen
absorbanssi mitattuna aallonpituudella 340 nm. PEG-polymeerit A) PEG 6000, B) PEG
12000 ja C) PEG 20000.
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8.4. Mittausaallonpituuksien vertailu

Lopullisessa menetelmédssd kéytettdvien mittausaallonpituuksien vertailu aloitettiin
tutkimalla viiden valikoidun ndytteen tuottamaa absorbanssia kaikilla kahdeksalla
kuoppalevylukijaan asennetuilla mittausaallonpituuksilla kdyttden makromolekyylinid
PEG 6000:ta. Tarkoituksena oli kartoittaa, miten eri mittausaallonpituudet vaikuttivat
muodostuvista liukenemattomista komplekseista mitattuun vasteeseen, ja 10ytdd eri
vaihtoehdoista se, joka soveltuisi parhaiten polyfenolisten niytteiden vasteen
mittaamiseen. Tutkitut mittausaallonpituudet olivat 340 nm, 405 nm, 415 nm, 492 nm,
520 nm, 550 nm, 650 nm ja 742 nm. Kéaytetty PEG-pitoisuus oli 1 mg/ml. Néaytteiksi
valittiin OB, MH, VP, PT ja HA edustamaan erilaisia niytteiden yhdistekoostumuksia.
OB-pitoisuus oli 1 mg/ml. Kvantitatiivisesti uutetuista MH-, VP-, PT- ja HA-uutteista
valmistettiin testiin taulukon 5. mukaiset vesilaimennokset. Naytteiden tuottama tausta-
absorbanssi mitattiin ennen PEG:n lisdystd erikseen, jotta saatiin selvitettyd
liukenemattomien kompleksien osuus mitatusta vasteesta. Testin tulokset ilmoitettiin
makromolekyylin ja eri nidytteiden muodostamien liukenemattomien kompleksien
prosentuaalisena osuutena kokonaisabsorbanssista kaikilla eri mittausaallonpituuksilla.

Testin tulokset on esitetty kuvassa 16.
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Kuva 16. Polyfenolindytteiden ja PEG 6000:n muodostamien liukenemattomien
kompleksien  prosentuaalinen  osuus  mitatusta  kokonaisabsorbanssista  eri

mittausaallonpituuksilla.
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Mittausaallonpituuden optimointia jatkettiin laajentamalla tutkittavaa
ndytekirjoa  ja  rajaamalla  testistd  pois  selvdsti  kdyttokelvottomimmat
mittausaallonpituudet. Néytteind kéytettiin 15 kasviuutetta, jotka laimennettiin taulukon
5. mukaisesti. Néytteiden maksimiabsorbanssia ja muodostuneiden liukenemattomien
kompleksien prosentuaalista osuutta kokonaisabsorbanssista mitattiin kuudella eri
aallonpituudella kayttdméalld kompleksoivana makromolekyylind PEG 6000:a. Kaytetty
PEG-pitoisuus oli 1 mg/ml. Mitattavat aallonpituudet olivat 340 nm, 405 nm, 415 nm,
492 nm, 520 nm ja 550 nm. Mittauksissa kéytettiin kolmea rinnakkaisnéytettd ja tulokset
on esitetty niiden keskiarvona. Mitatuista maksimiabsorbansseista on vdhennetty
kasviuutteiden vérin tuottama tausta-absorbanssi. Testin tulokset on esitetty kuvassa 17.

Kuva 17. Testissd kéytettyjen ndytteiden lyhenteet ja niiden PEG 6000:n kanssa
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tuottamat vasteet eri aallonpituuksilla mitattuina. A) Mitattu maksimiabsorbanssi ja B)
muodostuneiden liukenemattomien kompleksien prosentuaalinen osuus mitatusta

kokonaisabsorbanssista.
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Lopulliseen vertailuun valittiin aallonpituudet 340 nm ja 415 nm.
Vertailussa tutkittiin rinnakkain ndiden kahden aallonpituuden tuloksia. Vertailtavat
mittaustulokset olivat muodostuvien liukenemattomien kompleksien absorbanssin osuus
kokonaisabsorbanssista ja lisdksi nidytteiden tuottama suhteellinen absorbanssi, joka
saatiin kertomalla mitattu maksimiabsorbanssi niytekohtaisella laimennoskertoimella.
Kaytetty PEG 6000 -pitoisuus oli 1 mg/ml. Mittauksissa kéytetyt nédytteet ja niiden
laimennoskertoimet on esitetty edelld taulukossa 5. Mittausten tulokset on esitetty

kolmen rinnakkaisndytteen keskiarvona. Tulokset on esitetty kuvissa 18.
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Kuva 18. Testissi kiytetyt polyfenolindytteet, niiden A) mitatut suhteelliset absorbanssit
ja B) muodostuneiden liukenemattomien kompleksien prosentuaalinen osuus mitatusta

kokonaisabsorbanssista. Mittaustulokset mitattiin aallonpituuksilla 340 nm ja 415 nm.
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8.5. Kinetiikkamittauksen parametrien optimointi

Kinetiikkamittauksen optimoinnissa tarkasteltiin maksimiabsorbanssin sijaan naytteiden
absorbanssin muutosta ajan funktiona. Kinetiikkamittausten parametrien optimoinnin
aluksi tutkittiin  maksimiabsorbanssin mittaamiseen optimoitujen parametrien
soveltuvuus kinetiikkamittauksiin, jotta parametreilla olisi kaytdnnollisistd syistd
mahdollista  suorittaa  samanaikaisesti  kinetitkkamittauksia ~ samanaikaisesti
maksimiabsorbanssin mittaamisen kanssa. Taémén vuoksi mittauksissa vertailtiin aluksi
uudestaan PEG-polymeerejd 6000, 12000 ja 20000.

Kinetiikkamittausten néytteiksi valittiin OB, MH, PAA3 ja PAALl7
edustamaan erilaisia ndytteitd puhdasaine-, raakauute- ja fraktiotasolla. Niytteiden
pitoisuudet olivat 0,5; 1,0; 1,5 ja 2,0 mg/ml. Kéytetyt PEG-pitoisuudet olivat 0,1; 1,0 ja
2,0 mg/ml. Kinetiikkamittaukset tehtiin mittaamalla reaktion absorbanssi aluksi
aallonpituudella 340 nm minuutin vélein tunnin ajan, ja reaktiolle laskettiin eri
pitoisuuksissa maksimikulmakerroin. Maksimikulmakerroin laskettiin kdyttden kolmea
perakkdistd mittauspistettd. Testien tulokset on esitetty kuvissa 19 ja 20 eri PEG-

pitoisuuksien vilisend vertailuna.
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Kuva 19. Polyfenolindytteiden reaktion kulmakertoimet mitattuna eri PEG-polymeerilld kolmessa eri PEG-pitoisuudessa aallonpituudella 340 nm. A)

Oenotheiini B (OB) ja B) maitohorsman raakauute (MH). 1) PEG 6000, 2) PEG 12000 ja 3) PEG 20000. PF = polyfenoli.
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Kuva 20. Polyfenolindytteiden reaktion kulmakertoimet mitattuna eri PEG-polymeerilld kolmessa eri PEG-pitoisuudessa aallonpituudella 340 nm. C)

Kiiltolehtipajun (PAA3) ja D) kuningasatsalean (PAA17) Sephadex LH-20 -fraktio. 1) PEG 6000, 2) PEG 12000 ja 3) PEG 20000. PF = polyfenoli.
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Edeltdvdd testid tdydennettiin tutkimalla néytteiden kinetiikkaprofiileja

tarkemmin neljélld eri aallonpituudella kéyttden kompleksoivana makromolekyylind
PEG 6000:ta kahdessa eri pitoisuudessa. Mitattaviksi aallonpituuksiksi valittiin 340, 405,
415 ja 492 nm. Tutkittaviksi naytteiksi valittiin MH, PAA3 ja PAA17. Néytteiden
pitoisuudet olivat 0,5; 1,0; 1,5 ja 2,0 mg/ml. Kéytetty PEG-pitoisuus oli 1,0 mg/ml.
Testissd oli tarkoituksena havainnollistaa absorbanssin  kdyttdytymistd koko
mittausvililld mittaamalla néytteiden absorbanssia minuutin vélein tunnin ajan.
Muodostuvista  kinetiikkakdyristd ~ pystyttiin ~ visuaalisesti  havainnollistamaan
liukenemattomien kompleksien muodostumisen nopeutta eri PF-pitoisuuksissa.
Kinetiikkakuvaajien lisdksi kaikille neljdlle eri PF-pitoisuudelle laskettiin reaktion
maksimaalinen kulmakerroin eri pitoisuuksissa kolmen perdkkéisen pisteen avulla.
Mittaustulokset on esitetty kuvassa 21 reaktion kulmakertoimen ja ndytteiden pitoisuuden
vélisend funktiona neljdlld eri aallonpituudella mitattuna. Kuvissa 22 ja 23 on esitetty

kinetiikkamittausten mittausprofiilit eri aallonpituuksilla neljélld eri PEG-pitoisuudella

mitattuna.
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D - .
< #0003 Mittaus-
E 3,00E-03 aallonpituus
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>
v -
5 R % —o—1415nm
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& 0,5 1,0 1,5 2,0
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B) _ C)
. 2
_ -] _
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£ 8,00E-04 £ 5,00E-03
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Kuva 21. Polyfenolindytteiden kinetiikan kulmakertoimia vertailtiin eri pitoisuuksissa
neljilld eri aallonpituudella [PEG 6000] ollessa vakio. A) Maitohorsman raakauute (MH),
B) kiiltolehtipajun (PAA3) ja C) kuningasatsalean (PAA17) Sephadex LH-20 -fraktiot.
PF = polyfenoli.
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Kuva 22. Polyfenolindytteiden kinetiikkaprofiilin vertailu PEG 6000:11a, kahdella eri mittausaallonpituudella neljédssé eri pitoisuudessa. A) 340 nm ja

B) 405 nm. 1) Maitohorsman raakauute (MH), 2) kiiltolehtipajun (PAA3) ja 3) kuningasatsalean (PAA17) Sephadex LH-20 -fraktiot.
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Kuva 23. Polyfenolindytteiden kinetiikkaprofiilin vertailu PEG 6000:11a, kahdella eri mittausaallonpituudella neljissa eri pitoisuudessa. A) 415 nm ja
B) 492 nm. 1) Maitohorsman raakauute (MH), 2) kiiltolehtipajun (PAA3) ja 3) kuningasatsalean (PAA17) Sephadex LH-20 -fraktiot.
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8.6. Optimoitujen mittausparametrien testaaminen

Kuoppalevymenetelmén lopullisia parametreja testattiin kvantitatiivisesti uutetuilla
kasviuutteilla, joista valmistettujen laimennosten laimennoskertoimet on esitetty
taulukossa 5. Menetelmissd kdytetyn PEG 6000:n pitoisuus oli 1 mg/ml ja mitattavat
aallonpituudet olivat 340 nm ja 415 nm. Eri aallonpituuksilla saatuja tuloksia vertailtiin
keskenddn. Mittaukset tehtiin 20 sekunnin vélein tunnin ajan. Kinetiikkamittauksissa
reaktionopeuden maksimaalinen kulmakerroin laskettiin kolmen perdkkiisen pisteen
avulla. PEG-mittausten tulokset on esitetty kolmen rinnakkaisndytteen keskiarvona
taulukossa 6. Eri aallonpituuksien vélisen vertailun tulokset on esitetty kuvassa 24.
Mittausten tuloksia verrattiin UPLC-MS/MS:114 tehtyihin kasviuutteiden polyfenolisten
komponenttien kvantitointituloksiin, joiden perusteella pyrittiin tekeméién johtopaatoksia
siitd, minkélaisia polyfenolisia komponentteja sisdltdvit nidytteet aiheuttivat PEG:11a
suurimman vasteen. Kasviuutteiden polyfenolisten komponenttien kvantitointitulokset on

esitetty taulukossa 7.

Taulukko 6. Lopullisilla mittausparametreilla mitatut suhteelliset absorbanssit (suht
abs.) ja kinetitkkamittauksen maksimaaliset kulmakertoimet (max kk.) aallonpituuksilla
340 nm ja 415 nm. Vihred véri merkitsee muihin tuloksiin verrattuna suurta arvoa ja

punainen véri pientd arvoa.

PEG 6000 PEG 6000 PEG 6000 PEG 6000
340 nm 340 nm 415 nm 415 nm
suht abs. max kk. suht abs. max kk.

RA 2,74 1,02E-02 1,30 3,27E-03
MH 5,06 2,46E-02 1,90 6,88E-03
K008 R0y om0t
\'AY 10,86 5,59E-02 5,4 2,08E-02
W eEel e sseo
PP 027 AGE0S | 016 | 3ME04

RK 10,65 4,85E-02 5,40 1,98E-02
MT 2,31 1,45E-02 1,25 4,86E-03
KK 3,84 1,71E-02 1,87 7,61E-03

UM 3,49 1,74E-02 1,65 6,34E-03
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Taulukko 7. Kasviuutteiden polyfenolisten komponenttien kvantitoinnin tulokset. Vihred véri merkitsee kasviuutteen muihin komponentteihin suhteessa
suurta ja punainen véri pientd arvoa. Kokonaisupitoisuudessa polyfenolisten komponenttien summa on esitetty vertailuna eri kasviuutteiden valilla.

Vihred viri merkitsee muihin kasviuutteisiin verrattuna suurta ja punainen viri pienté arvoa.

Galloyyli HHDP Kviini- Kemferoli Kversetiini Myrisetiini Katekiini Gall?.- . K(.)k(-)nals-
mgy) (mgn) 0P (mgy)  (mgn  (mgy  (mgy e MOT | PROmS
(mg/e) (mg/g) (mg/g)

?

1,58 2,04 2,82 2,93 21,03

3,34 8,89
1,64 0,34 1,08 0,52 1,01 _-- 31,15
2,10 0,65 0,85 1,22 1,01 _-

1514 |

<
o

PP 177021 | 000 @ 048 3,59 3,37

KK o [JRIEEN o6 DNOSONN  oss  [NO00N 000N
UM 1o 8814 105 [ 029 069 0,49

LK 0,13 0,18

g5

1 o

KP -~ 000 4 4,61

2 -- 0,31
_ 000 3

2,29
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Kuva 24. Kasviuutteiden suhteellinen absorbanssi ja reaktion kulmakerroin
aallonpituuksilla 340 nm ja 415 nm kéyttden kompleksoivana makromolekyylind PEG

6000:ta. A) Suhteellinen absorbanssi ja B) reaktion maksimaalinen kulmakerroin.

Kasviuutteiden jélkeen lopullisen mittausmenetelmédn optimoituja
parametreja testattiin kolmella puhdasaineella, olisi mahdollista vertailla eri tyyppisten
polyfenolirakenteiden affiniteettia PEG:hen. Testattaviksi puhdasaineiksi valittiin
oenotheiini B (OB), pentagalloyyliglukoosi (PGG) ja veskalagiini (V). Testissé kéytettiin
kompleksoivana makromolekyylinda PEG 6000:a, jonka affiniteettia erilaisiin
polyfenolisiin rakenteisiin tutkittiin mittaamalla naytteiden maksimiabsorbanssit ja
reaktion kulmakertoimet aallonpituuksilla 340 nm ja 415 nm. Puhdasaineista valmistettiin
0,1;0,2; 0,4; 0,6; 0,8 ja 1,0 mM laimennokset kdyttdmalla liuottimena 10:90 etanoli/vetti,
mikd paransi esimerkiksi PGG:n liukoisuutta huomattavasti vaikuttamatta kuitenkaan
merkittavisti mittaustuloksiin. Kaytetty PEG:n pitoisuus oli 1 mg/ml ja puhdasaineiden
absorbanssi mitattiin tunnin ajan 20 sekunnin vélein. Mittaustuloksista vdhennettiin
erikseen ennen PEG:n lisdystd mitatut nédytteiden tausta-absorbanssit. Néytteiden

kinetiikkaprofiilit eri pitoisuuksissa on esitetty kuvissa 25 ja mittaustulokset kuvassa 26.
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Kuva 25. Puhdasainendytteiden kinetiikkaprofiilien vertailu kuudessa eri pitoisuudessa aallonpituuksilla 1) 340 nm ja 2) 415 nm vakio PEG-
pitoisuudella. A) Pentagalloyyliglukoosi (PGG), B) oenotheiini B (OB) ja C) veskalagiini (V). PF = polyfenoli.
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Kuva 26. Puhdasainendytteiden maksimiabsorbanssien ja reaktion kulmakerrointein vertailu aallonpituuksilla 340 nm ja 415 nm vakio PEG-

pitoisuudella. 1) Maksimiabsorbanssi ja 2) reaktion kulmakerroin A) Pentagalloyyliglukoosi (PGG), B) oenotheiini B (OB) ja C) veskalagiini (V). PF =

polyfenoli.
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8.7. Optimoitu kuoppalevymenetelmé

Lopulliseen mittausmenetelmddn koottiin kaikki optimoidut mittausparametrit, joiden
perusteella luotiin  kuoppalevymenetelmd polyfenolindytteiden ja PEG:n vilisten
vuorovaikutusten  tutkimiseksi. Alkuperdisistdi ~ neljastd ~ PEG-polymeerista
kuoppalevymenetelméin kayttoon valikoitui PEG 6000, josta valmistettiin 1 mg/ml
vesiliuos. Mittaukset tehtiin aallonpituuksilla 340 nm ja 415 nm. Aallonpituus 415 nm oli
varsinainen mittausaallonpituus, kun taas aallonpituus 340 nm toimi ldhinnd mittausten
referenssind, jolla tarkasteltiin ndytteen vérin vaikutusta mittaustuloksiin.

Menetelmilld mitattavasta niytteestd valmistettiin laimennokset (0,1; 0,2,
0,4; 0,6; 0,8 ja 1,0 mg/ml), jotka valmistettiin samasta kantaliuoksesta kayttdmalla
liuottimena 10:90 etanoli/vettd. Mittausmenetelmin aluksi tutkittavien ndytteiden tausta-
absorbanssi mitattiin kaikissa kuudessa eri pitoisuuksissa ennen PEG:n lisdysta lisddmélla
kuoppalevyllda 100 pl:aan nédytettd 100 pl 10:90 etanoli/vettd. Mittauksissa tausta-
absorbanssi mitattiin kdyttden kahta rinnakkaisniytettd, mika mahdollisti sen, ettd kaikki
mitattavat pitoisuudet voitiin pipetoida kuoppalevyn samalle mittausriville. Tamén
jédlkeen varsinaisen ndytteen vaste mitattiin samoilla kuudella pitoisuudella lisdaméalla
100 pul PEG-liuosta 12—kanavaisella pipetilld 100 pl:aan naytteitd. PEG-liuos lisdttiin
kuoppalevylld riveittidin mittaus kerrallaan vasta juuri ennen mittauksen aloittamista ja
mittaus kéynnistettiin vélittdmasti PEG:n lisdyksen jidlkeen. Varsinaisten ndytteiden
tuottama vaste PEG:n kanssa mitattiin kahdella rinnakkaisndytteelld kolmella eri
mittausrivilld, jolloin nédytteen jokainen pitoisuus mitattiin yhteensd kuusi kertaa.
Tulosten kisittelyssd ensimmaiselld rivilld mitattu nédytteen tausta-absorbanssi
viahennettiin PEG:n lisdyksen jdlkeen mitatusta absorbanssista, jolloin minimoitiin
ndytteiden virin vaikutus mittaustulokseen.

Lopullista menetelmdd nopeutettiin  huomattavasti  testivaiheeseen
verrattuna. Naytteiden absorbanssia mitattiin yhdelld kuoppalevyn rivilld 10 minuutin
ajan 20 sekunnin vilein. Tdssd ajassa onnistuttiin kerddmidn oleellinen informaatio
tukittavan nidytteen ja PEG:n muodostamien liukenemattomien kompleksien
muodostumisnopeudesta ja intensiteetisti. Mittaustulokset esitettiin ndytteiden
tuottamana maksimiabsorbanssia ja liukenemattomien kompleksien muodostumisen
kinetiikan maksimaalisena kulmakertoimena. Maksimaalinen kulmakerroin mééritettiin
kolmen perdkkdisen mittauspisteen kautta laskettujen suorien kulmakertoimista.

Kuoppalevymittausten tuloksien késittelyyn luotiin tulospohja, jota kéytettiin
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mittaustulosten graafiseen havainnollistamiseen ja mittaustulosten automatisoituun
prosessointiin. Tulospohjassa maksimiabsorbanssin ja maksimikulmakertoimet esitettiin
erikseen molemmilla aallonpituuksilla tehdyille mittauksille néytteiden pitoisuuden
funktiona. Tuloksissa on my0s laskettu korrelaatiokerroin laimennossarjan

mittauspisteiden vilille, minké ansiosta voitiin tarkastella mittaustulosten lineaarisuutta.

9. Tulosten tarkastelu

9.1. Esitestien tulokset

PEG:1lda  tehtyjen esitestien tarkoituksena oli pohjustaa  varsinaista
menetelminkehitysprosessia. Alkutestien keskeisend tuloksena kartoitettiin minkélaisia
pitoisuuksia erityyppisid niytteitd (OB, MH ja MH F2) tulisi kéyttd4 tarvittavan suuren
absorbanssin aikaansaamiseksi, jotta mittaustuloksista olisi mahdollista tehdi
johtopditoksid erilaisten PF- ja PEG-pitoisuuksien vaikutuksesta absorbanssin
kayttaytymiseen. Kdytetyn kuoppalevylukijan mittaaman absorbanssin alarajana pidettiin
absorbanssiarvoa 0,1 ja yldrajana arvoa 3,0. Mikéli mitattu absorbanssi ei pysynyt
maidritettyjen raja-arvojen vélissd, ei tulosta pidetty tdysin luotettavana, vaan ainoastaan
suuntaa antavana. Esitestien ndytteet valittiin siten, ettd ne edustivat polyfenolindytteita
raakauute-, fraktio- ja puhdasainetasolla. MH, MH F2 ja OB sisélsivét kaikki yhteisend
merkittdvana polyfenolisena komponenttina oenotheiini B:td mink& vuoksi niitd pidettiin
vertailtuun soveltuvina ndytteind. Raakauutteessa ja Sephadex LH-20 fraktiossa oli OB-
ndytteeseen verrattuna myos muita polyfenolisia komponentteja, joilla oli potentiaalinen
vaikutus liukenemattomien kompleksien muodostumiseen.

OB-néytteelld vakio PEG-pitoisuuksilla tehdyissd testeissd [PF]:[PEG]
-suhteiden muuttamisen havaittiin tuottavan eroja eri molekyylimassaisten PEG-
polymeerien tuottamaan maksimiabsorbanssiin. Mitattu absorbanssi oli [PF]:[PEG]
-suhteen liséksi luonnollisesti riippuvainen kiytettavastd PF-pitoisuudesta, joka vaikutti
vahvasti ndytteiden tausta-absorbanssiin. Kuvassa 6 PEG 400:n havaittiin tuottavan
systemaattisen absorbanssin nousun PF-pitoisuuden noustessa, mikd johtui ndytteen
tausta-absorbanssin noususta pitoisuuden kasvaessa. Muilla PEG-polymeereilld
[PF]:[PEG] -suhteella 10:1 saavutettiin suuremmat vasteet kuin suuremmilla PF-
pitoisuuksilla, mistd péddtellen pienelld [PF]:[PEG] -suhteella makromolekyylien
affiniteetti sitoutua ndytteisiin ja tuottaa liukenemattomia komplekseja oli suurempi kuin

suuremmilla pitoisuussuhteilla. PF-pitoisuuden merkitys korostuu kuvassa 6B, jossa OB-
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pitoisuuden kolminkertaistaminen johti tilanteeseen, jossa kaikilla neljdlla PEG-
polymeerilld mitattava vaste nousi identtisesti ja systemaattisesti pelkdstiin OB-
pitoisuuden ja sen aiheuttaman tausta-absorbanssin kasvaessa. Ilmid toistui kuvassa 7
samanlainen MH ja MH F2 -néytteilld. Suurella PF-pitoisuudella kaikki PEG-polymeerit
muodostivat liukenemattomia komplekseja samankaltaisesti, ja mitattu absorbanssi oli
perdisin niytteiden tausta-absorbanssista.

Testeissd, joissa PF-pitoisuus pidettiin vakiona, saatiin tehtyd tarkempia
alustavia havaintoja eri molekyylimassaisten PEG-polymeerien vaikutuksesta mitattuun
vasteeseen. PEG-pitoisuuden nostaminen ei vaikuttanut PEG 400:n tuottamaan
vasteeseen kummallakaan néytteelld, kun taas muilla molekyylimassoilla PEG-
pitoisuuden nostaminen pddasiassa nosti my0s mitattua maksimiabsorbanssia. PEG-
pitoisuuden nostamisella vaikutti toisaalta olevan myds jonkinlainen ylédraja, jonka
jélkeen liukenemattomien kompleksien muodostuminen heikentyi, eikd pitoisuuden
nostaminen enéé tuottanut liséé liukenemattomia komplekseja tai merkittivaa mitattavan
absorbanssin nousua. Esimerkiksi kuvassa 8 A MH-niytteelld PEG 6000:n tuottama vaste
kasvoi selvésti 0,25-0,50 mg/ml vililld, mutta 0,50—-1,00 mg/ml vililld absorbanssi ei
endd kasvanut. Kuvassa 8B puolestaan MH F2 -nidytteelld samankaltainen absorbanssin
nousu PEG 6000:1la havaittiin  0,75-1,00 mg/ml vélilli, kun taas alemmissa
pitoisuuksissa absorbanssi pysyi muilla molekyylimassoilla ldhes muuttumattomana.

Esitesteissd, joissa PF- ja PEG-pitoisuudet pidettiin vakiona, havaittiin, ettd
niin PF- kuin PEG-pitoisuudella vaikutti siis olevan jonkinlainen yldraja, minka ylityttya
makromolekyylien ja néytteiden muodostumien liukenemattomien kompleksien

muodostuminen hidastui merkittavisti, tai sitd ei tapahtunut ollenkaan.

9.2. PEG:n stabiilisuustestien tulokset

PEG:n stabiilisuutta vesiliuoksessa tutkittiin stabiilisuustestilld, jossa valitun PEG:n
vastetta polyfenolindytteen kanssa mitattiin viikoittain 10 viikon ajan. Testissd kaksi
samasta kantaliuoksesta valmistettua PEG-liuosta sdilytettiin joko ldmpimissd tai
kylmissa olosuhteissa, ja sdilytysolosuhteiden vaikutusta tutkittiin mittaamalla niytteiden
vaste MH-ndytteen kanssa kéyttden kuutta rinnakkaisndytettd. Kuvassa 9A kylmissd
olosuhteissa sdilytetty PEG-liuos tuotti ldhes systemaattisesti marginaalisesti pienemmén
mittaustulokset kuin 1dmpimissd olosuhteissa sdilytetty PEG-liuos. Kummastakin PEG-
liuoksesta mitattu absorbanssi noudatti sdilytysolosuhteista riippumatta samanlaista

trendid. Havainto viittasi siithen, ettd mittaustulosten viikoittainen variaatio oli
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todenndkodisemmin perdisin  kuoppalevylukijan suorituskyvystd kuin PEG-liuoksen
sdilytysolosuhteista. Kuvassa 9B, jossa on esitetty kaikkien yhteensd 60 mittauksen
keskiarvo ja keskihajonta, huomattiin, ettd sdilytysolosuhteiden mittaustulosten
keskiarvojen viélinen ero oli marginaalinen. Tulosten keskihajonnan perusteella PEG:n
todettiin pysyvén stabiilina vesiliuoksessa siilytysolosuhteista riippumatta vahintdan 10

viikkoa. PEG:std valmistettuja kantaliuoksia paddyttiin sdilyttiméén kylméhuoneessa.

9.3. PEG-polymeerien vertailun tulokset

Eri PEG-polymeerien vertailun tarkoituksena oli 10ytdad eri molekyylimassaisista PEG-
polymeereistd se, joka soveltuisi parhaiten polyfenolisia komponentteja sisdltdvien
nédytteiden ja makromolekyylien vélisten vuorovaikutusten tutkimiseen. Optimaalisesti
PEG:n tulisi pystyd tuottamaan kéytettyjen néytteiden kanssa liukenemattomia
komplekseja ja  mahdollisimman vahva vaste mitatulla pitoisuusvélilla.
Kuoppalevymenetelméssd kiytettdvien pitoisuuksien optimoinnissa laajennettiin
esitesteissd  tutkittua pitoisuusvilid, ja tutkittiin esitestejd kattavammin PEG-
pitoisuuksien  vaikutusta  mitattavaan  vasteeseen.  Tavoitteena oli  lOoytdd
optimaalinen PEG-polymeerin lisdksi PEG-pitoisuus, jota kéytettdisiin lopullisessa
menetelmissd. Kéyttokelpoisen PEG-pitoisuuden tulisi olla riittdvdn  suuri,
jotta  liukenemattomia  komplekseja  kykenisi muodostumaan, muttei niin
suuri, ettd  liukenemattomien  kompleksien =~ muodostuminen  héiriintyisi.

Kun vakio PEG-pitoisuudella tehtyja testejd laajennettiin kayttdmalla
matalia [PF]:[PEG] -suhteita, eri molekyylimassaisten PEG-polymeerien vililld
havaittiin eroja. Kuvassa 10 [PF]:[PEG] -suhteilla 10:1 ja 15:1 kolme suurinta PEG-
polymeerid tuottivat suuremman vasteen kuin PEG 400 vastaavalla pitoisuussuhteella.
Erityisesti kuvassa 10C PEG 6000:n, 12000:n ja 20000:n tuottamat vasteet poikkesivat
huomattavasti PEG 400:n tuottamasta vasteesta vastaavissa pitoisuuksissa, mika tarkoitti
sitd, ettd ne kykenivit muodostamaan enemmin liukenemattomia komplekseja kuin PEG
400. Kuvissa 10B ja 10C PEG 12000 tuotti pitoisuussuhteella 10:1 poikkeavan suuren
vasteen, minkd jidlkeen [PF]:[PEG] -suhteella 15:1 vaste on jilleen huomattavasti
pienempi. Kuvassa 10B myds PEG 6000:1la on havaittavissa samankaltainen ilmid.
Kyseinen ilmid saattaa johtua siitd, ettd matalilla PF-pitoisuuksilla muodostuvat
liukenemattomat kompleksit ovat epéstabiileja, ja ne voivat vapautua takaisin liuokseen
PF-pitoisuuden noustessa. Kuvassa 10C puolestaan PEG 6000:n mitattu vaste pysyi

suurena suhteen 10:1 lisdksi myos suhteella 15:1 ja PEG 20000:n vaste puolestaan jatkoi
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nousuaan edelleen. Suurempi absorbanssi merkitsi siitd, ettd PF-pitoisuus niytteissd nousi
tarpeeksi suureksi, minkd jdlkeen stabiileja liukenemattomia komplekseja kykeni
muodostumaan. Kolmesta tutkitusta ndytteestd puhdasaineena kédytetty OB tuotti
suurimmat  vasteet ja  suurimmat erot eri  molekyylimassojen  vilille.

Kuvassa 11 vakio PEG-pitoisuudella tehdyissd testeissd havaittiin, ettd
suurilla [PF]:[PEG] -suhteilla ndytteen pitoisuuden nostaminen vaikutti ldhinnid sen
tuottamaan tausta-absorbanssiin, ja kaikki nelja PEG-polymeerid tuottivat toisiaan
vastaavia mittaustuloksia. Kuvassa 11A kahden suurimman [PF]:;[PEG] -suhteen
tuottamat vasteet ylittdviat kuoppalevylukijan luotettavuusrajan, mistd syystd niiden
tuloksia ei voitu pitdd tdysin luotettavina.

Eri [PF]:[PEG] -suhteita testattiin myos kiinnittdmilld PF-pitoisuus
tunnettuun arvoon. Kuvassa 12 havaittiin jilleen, ettdi PEG 400 ei tuottanut erilaisilla
pitoisuussuhteilla toisistaan eroavia tuloksia, vaan mitattu absorbanssi pysyi néytteen
tuottaman tausta-absorbanssin tasolla. Kolmella suurimmalla makromolekyylilld
huomattavimmat vaikutukset absorbanssiin havaittiin alhaisissa pitoisuussuhteissa.
Suurilla pitoisuussuhteilla mitattu absorbanssi ei eronnut néytteen tausta-absorbanssista.
Absorbanssit saavuttavat maksimiarvonsa suhteella 10:1, minkd perusteella
liukenemattomien = kompleksien = muodostuminen  olisi  siis  maksimissaan
pitoisuussuhteiden 25:1 ja 5:1 vililla. Tulosten perusteella optimaalinen PEG-pitoisuus
olisi valilld 0,306—1,530 mg/ml. Maksimiarvon saavuttamisen jidlkeen PEG:n lisddminen
laski absorbanssia, mika tarkoitti sité, ettd PEG:n lisddminen yliméérin suhteessa ndytteen
pitoisuuteen atheuttaa muodostuneiden liukenemattomien kompleksien
takaisinliukenemisen tai polyfenolisten komponenttien vapautumisen takaisin liuokseen.
Kiytettivin PEG-pitoisuuden tulisi siis olla tarpeeksi suuri pitoisuus, jotta
liukenemattomia komplekseja saatiin muodostumaan, mutta toisaalta tarpeeksi pieni, ettd
PEG:n sitoutumiskapasiteetti ei ylittyisin, jolloin liukenemattomien kompleksien
muodostuminen ei hiiriintyy.

Kuvien 13 ja 14 tuloksista havaittiin, ettd PEG 400 tuotti jilleen kaikista
PEG-polymeereistd heikoimman vasteen kaikilla néytteilld ja PEG-pitoisuuksilla. PEG
400 ei siis selvistikddn kyennyt muodostamaan liukenemattomia komplekseja néytteiden
kanssa toivotulla tavalla, mutta sitd hyO0dynnettiin testissd kayttdmalld sitd
vertailukohtana muille PEG-polymeereille. Kuvissa 13A2—4 havaittiin kaikkien kolmen
suurimman PEG-polymeerin tuottavan huomattavasti vahvemman vasteen kuin PEG
400:n  kuvassa 13Al. Kolme suurinta molekyylimassaa kykeni siis selvésti

muodostamaan merkittdvdn madrdn liukenemattomia komplekseja. Kuvissa 13A2—4
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PEG 6000 erottui kahdesta muusta polymeeristd edukseen siten, ettd se tuotti kaikilla
kolmella PEG-pitoisuudella hyvin samankaltaisen ja suhteellisen lineaarisen tuloksen.
Kaikilla kolmella suurimmalla PEG-polymeerilld havaittiin absorbanssin laskevan
suurimmalla PEG-pitoisuudella PF-pitoisuuden noustessa. Tdmaé toistuva havainto johtui
siitd, ettd liukenemattomien kompleksien muodostumiseen vaikuttaa jonkinlainen
kompleksien pysyvyyteen vaikuttava tasapaino, ja PF-pitoisuuden nostaminen liian
suureksi aiheuttaa liukenemattomien kompleksien takaisinliukenemisen. Samankaltainen
ilmié havaittiin my6s kuvissa 13B2—4, joissa PEG 6000:n vaste erosi muista
polymeereistd, silld sen kohdalla seka 1,0 ettd 2,0 mg/ml kykenevét tuottamaan selvisti
mitattavan vasteen, vaikka se ei olekaan koko mittausvalilld lineaarinen. Kuvassa 13B2
suurimalla PEG-pitoisuudella kahden viimeisen mittauspisteen kohdalla tapahtuva
lineaarisuuden katkeaminen johtuu siitd, ettd mitatut vasteet ylittivit osin
kuoppalevylukijan lineaarisen alueen, eikd niiden tuloksia voida pité4 tdysin luotettavina.
Kuvassa 14 havaittiin, ettdi PAA17 tuotti PEG:n kanssa huomattavasti vahvemman
vasteen kuin PAA3. Molemmat ndytteet ovat proantosyanidiinipitoisia Sephadex LH-20
-fraktioita, joiden merkittdvimpéni erona on se, ettd PAA17 oli yhdistekoostumukseltaan
prosyanidiinipitoinen, kun taas PAA3 sisdlsi komponentteinaan runsaasti
prodelfinidiineja. Kaikilla kolmella suurimmalla PEG:114 viimeinen mittauspiste selvisti
ylittdd kuoppalevylukijan luotettavuusrajan, eikd niiden antamaa tulosta voida pitdd
luotettavana. PEG 6000 antoi molemmilla ndytteilld hieman vahvemman vasteen kuin
kaksi suurempaa PEG-polymeerié.

PEG-polymeerien vertailua jatkettiin tutkimalla 15 kasvin raakauutteita.
PEG 400:n tuottamien heikkojen tuloksien vuoksi se jitettiin jatkossa pois PEG-
polymeerien vilisestd vertailusta. Kuvassa 15 on esitetty PEG 6000:n, PEG 12000:n ja
PEG 20000:n kasviuutteiden kanssa tuottama vaste, josta on vidhennetty ndytteiden
tuottama tausta-absorbanssi, ja mitatut vasteet on tehty vertailukelpoisiksi keskendin
kertomalla mitattu maksimiabsorbanssi ndytekohtaisilla laimennoskertoimilla. Kuvassa
15A PEG 6000:11a kaikki kolme pitoisuutta tuottivat useimmilla niytteilld hyvin
samankaltaisen absorbanssin, minkéd lisdksi mitatut absorbanssit olivat yleisesti ottaen
suurempia kuin PEG 12000:11a ja PEG 20000:11a mitatut vasteet. Esimerkiksi Kuvissa
15B ja 15C PEG 12000:11a ja PEG 20000:1la VP-néyte tuotti pitoisuudella 0,5 mg/ml
huomattavasti heikomman vasteen kuin vahvemmilla pitoisuuksilla. Kaikilla PEG-
polymeereilld MT-ndytteen tuottama vaste laski PEG-pitoisuuden noustessa. Testien
perusteella kolmesta PEG-polymeeristda PEG 6000 tuotti samankaltaisimmat tulokset

kaikilla kolmella pitoisuudella, minkd perusteella se valittiin optimaaliseksi PEG-
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polymeeriksi  kasviuutteilla  tehtdviin  mittauksiin.  Tutkituista  pitoisuuksista
kayttokelpoisimmaksi valittiin 1 mg/ml, silld se oli tarpeeksi suuri pitoisuus tuottamaan
selkedsti kasviuutteiden tausta-absorbanssista eroava vaste, mutta se ei ollut liian vikeva
aitheuttamaan merkittdvissd madrin liukenemattomien kompleksien vapautumista takaisin

livokseen.

9.4. Mittausaallonpituuksien vertailun tulokset

Lopullisessa menetelméssd kaytettdvin mittausaallonpituuden optimointi aloitettiin
testaamalla kaikki kuoppalevylukijaan asennetut aallonpituudet wvalitulla joukolla
nidytteitd, jotka edustivat yhdistekoostumukseltaan erilaisia néytteitd. Tavoitteena oli
16ytdd aallonpituus, jolla muodostuneet liukenemattomat kompleksit voitaisiin mitata
parhaiten ilman niytteiden tausta-absorbanssin tuottamaan hdiri6td. Testien tulokset
esitettiin liukenemattomien kompleksien aiheuttaman absorbanssin prosentuaalisena
osuutena ndytteiden tuottamasta kokonaisabsorbanssista, mink4 avulla saatiin vertailtua,
kuinka suuri vaikutus ndytteiden virin aiheuttamalla tausta-absorbanssilla oli mitattuun
absorbanssiin. Kuvassa 16 esitetyistd tuloksista huomattiin, ettd verrattuna muihin
mitattuihin aallonpituuksiin aallonpituudella 340 nm mitattu vaste korosti selvédsti eniten
nidytteiden tausta-absorbanssia, mikd nikyi mittaustuloksissa siten, ettd muodostuneiden
liukenemattomien kompleksien prosentuaalinen osuus kokonaisabsorbanssista oli
kaikilla naytteilld alhaisin. Aallonpituutta 340 nm kéytettiin vertailukohtana muille
mittausaallonpituuksille arvioimaan, kuinka paljon néytteen oma véri vaikutti
mittaustuloksiin. Muista mittausaallonpituuksista 650 ja 742 nm tuottivat muita
aallonpituuksia  alhaisemman  mittaustuloksen, minkd vuoksi ne todettiin
kayttokelvottomiksi ja jitettiin pois jatkotesteista.

Kun kéytettdvissd olevista aallonpituuksista oli karsittu pois selkedsti
hyodyttomét aallonpituudet, jiljelle jadneitd aallonpituuksia vertailtiin kdyttamalla
ndytteind 15 kasviuutetta. Vertailtaviksi aallonpituuksiksi jaivat 340 nm, 405 nm, 415
nm, 492 nm, 520 nm ja 550 nm. Vaikka 340 nm aallonpituus ei alustavien mittausten
perusteella  antanut informaatiota niinkd&n  liukenemattomien  kompleksien
muodostumisesta, sitd kdytettiin edelleen muilla aallonpituuksilla tehtyjen mittausten
vertailukohtana. Kuvassa 17A havaittiin aallonpituuksien 405 nm, 415 nm, 492 nm, 520
nm ja 550 nm tuottavan hyvin samankaltaisia tuloksia, kun mitattiin muodostuvien
kompleksien osuutta kokonaisabsorbanssista. Kuvassa 17B kuitenkin néhtiin selkeiti

eroja eri aallonpituuksilla mitattujen maksimiabsorbanssien viilld. Selvésti suurimman



55

mittaustuloksen tuotti vertailtuaallonpituus 340 nm, jota seurasivat aallonpituudet 405 ja
415 nm. Aallonpituudet 492, 520 ja 550 nm tuottivat kaikilla ndytteilld huomattavasti
pienemmain maksimiabsorbanssin. Aallonpituuksien 405 ja 415 nm suurimpana erona
huomattiin 405 nm tuottavan vasteen myos LK, PT, KP, JA ja HA-ndytteiden kanssa,
jotka olivat kontrollindytteind. Kontrollindytteiden kanssa liukenemattomia komplekseja
ei odotettu muodostuvan, joten mitattujen vasteiden oletettiin olevan vééarid positiivisia
tuloksia, joiden absorbanssi oli perdisin jostain musta ldhteestd kuin muodostuneista
liukenemattomista komplekseista. Téstd tuloksesta johtuen 415 nm arvioitiin 405 nm:aa
luotettavammaksi mittausaallonpituudeksi.

Kuvassa 18 on esitetty vield tarkempi vertailu aallonpituuksien 340 ja 415
nm vililld. Vertailussa toistuu havainto, jonka mukaan 340 nm tuottaa suuremmat
suhteelliset absorbanssit, mutta aallonpituudella 415 nm muodostuneiden
liukenemattomien kompleksien osuus mittaustuloksesta on selvdsti suurempi. Koska
kuoppalevylukijalla pystyttiin sisédllyttimidin samaan mittaukseen kaksi eri mitattavaa
aallonpituutta, siséllytettiin mittausmenetelmédn molemmat aallonpituudet 340 ja 415
nm. 340 nm tuotti informaatiota néytteen vérin vaikutuksesta mittaustuloksiin, kun taas
415 nm puolestaan tuotti informaatiota itse liukenemattomien kompleksien

muodostumisesta.

9.5. Kinetiikkamittauksen parametrien optimoinnin tulokset

Kinetiikkamittausten tuloksiin  merkittivimmin vaikuttavia parametreja olivat
mittausintervalli ja absorbanssin kulmakertoimen laskemiseen kéytettdvien perdkkiisten
mittauspisteiden lukumaiird. Kinetitkkamittausten parametrien optimoinnin tavoitteena
oli tutkia mahdollisimman tarkasti ja viiveettomdsti makromolekyylien ja néytteiden
vélisten liukenemattomien kompleksien muodostumista. Seuraamalla absorbanssin
kehittymistd ajan funktiona voitiin tarkastella ndytekohtaisia kinetiikkaprofiileja, joita
vertailemalla voitiin tehdd alustavia johtopddtoksid siitd, mitkd néytteet osoittivat
affiniteettia tutkittuja makromolekyyleja kohtaan. Kinetiikkamittauksissa pyrittiin
médrittdmadn  reaktion maksimaalinen  kulmakerroin, joka antaisi tietoa
liukenemattomien kompleksien muodostumisen nopeudesta. Ilmoitetut kulmakertoimet
ovat kolmen perdkkéisen mittapisteen avulla laskettujen kulmakerrointen maksimiarvo.
ndytteen ja makromolekyylin vilisten vuorovaikutusten ja mittauksen alkamisen vilisen
viiveen minimoimiseksi kuoppalevymittaus aloitettiin vélittdmésti makromolekyylin

lisdyksen jélkeen.
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Kuvissa 19 ja 20 on esitetty ndytteiden ja PEG-polymeerien vilisen reaktion
absorbanssin kulmakerroin kolmen eri PEG-pitoisuuden vertailuna neljdssd eri PF-
pitoisuudessa. Testissd selvitettiin samalla, soveltuivatko maksimiabsorbanssin
mittaamiseen kidytetyt parametrit myos kinetitkan mittaamiseen. Kuvista 19 ja 20
huomattiin, ettd 0,1 mg/ml pitoisuus antaa kaikilla PEG-polymeereilld hyvin heikon
vasteen. Pitoisuudet 1,0 ja 2,0 mg/ml tuottavat samankaltaisia tuloksia. Varsinkin MH- ja
PAA 3 -néytteilld reaktion kulmakertoimen nousu korreloi ldhes lineaarisesti nédytteen
pitoisuuden nousun kanssa. PEG 6000:1la 1 mg/ml pitoisuus tuotti kaikilla naytteilla
suurimmat vasteet. MH-néytteellda PEG 12000 ja 20000 tuottivat 1 mg/ml pitoisuudella
epélineaarisia tuloksia, mika johtui todenndkdisesti siitd, ettd suurimalla PF-pitoisuudella
PEG:n sitoutumiskapasiteetti ylittyi ja liukenemattomien kompleksien polyfenolisia
komponentteja vapautui takaisin liuokseen, mistd johtuen mitattavien kompleksien
muodostumisnopeus hidastui huomattavasti.

Edellisen testin perusteella 1 mg/ml pitoisuus PEG 6000:ta todettiin
soveltuvan maksimiabsorbanssin mittaamisen lisdksi kinetiikan mittaamiseen, minka
johdosta se walittiin kéytettdviksi pitoisuudeksi liukenemattomien kompleksien
kinetiitkan tarkempaan tarkasteluun. Kinetiikkamittausten parametrien optimointia
jatkettiin mittaamalla néytteiden kinetiikkaa aallonpituuksilla 340, 405, 415 ja 492 nm.
Edellisen testin tapaan polyfenolindytteitd testattiin neljdssd eri pitoisuudella
vakiopitoisuudella ~ PEG:td. Kuvassa 21  esitetyistd kuvaajista  havaittiin
mittausaallonpituuden  selked  vaikutus  mitattuithin ~ maksimikulmakertoimiin.
Aallonpituudella 340 nm mitatut maksimikulmakertoimet olivat selvasti suurempia kuin
suuremmilla aallonpituuksilla mitatut tulokset. Aallonpituuksilla 405 ja 415 nm mitatut
tulokset olivat keskenddn odotetusti ldhes identtiset, kun taas 492 nm tuotti kaikilla
ndytteilld matalimmat tulokset. Suurimmista vasteista huolimatta aallonpituuden 340 nm
el kuitenkaan todettu olevan kinetitkkamittausten kannalta alustavasti oleellisin
vaihtoehto, silld se vaikutti kuvassa 21C havaittavan epélineaarisuuden perusteella olevan
altis kuoppalevylukijan detektorin saturoitumiselle suurissa PF-pitoisuuksissa. Kuvissa
22A ja 22C esitetyissd kuvaajissa havaittiin samanlainen ilmid, jossa mittaustulos ylitt4a
kuoppalevylukijan luotettavuusalueen, ja mittaustulos heittelehtii. Mitattujen nédytteiden
kinetiikkaprofiileista havainnollistuu myds selkeésti erot nédytteiden affiniteetissa PEG:ti
kohtaan. MH ja PAA17 -néytteet tuottavat kaikilla pitoisuuksilla huomattavasti PAA3:ta
suuremmat absorbanssit ja suuremmat reaktion kulmakertoimet. Tastad pdédtellen MH:n ja
prosyanidiinipitoisen PAA17:n siséltimédt polyfenoliset komponentit olivat mitatuissa

pitoisuuksissa huomattavasti alttiimpia tuottamaan liukenemattomia komplekseja PEG:n
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kanssa kuin prodelfinidiinipitoinen PAA3. Neljélld eri aallonpituudella tehdyn vertailun
perusteella aallonpituudet 405 ja 415 nm osoittautuivat kinetiikkamittausten kannalta
kayttokelpoisimmiksi. Lopulliseen menetelméén valittiin maksimiabsorbanssimittauksen

tavoin aallonpituudet 340 ja 415 nm.

9.6. Optimaalisten mittausparametrien testaamisen tulokset

Lopullisessa mittausmenetelmassé kaytettdviksi makromolekyyliksi valittiin PEG 6000,
joka oli osoittanut soveltuvan muita PEG-polymeerejd paremmin niytteiden
maksimiabsorbanssin ja kinetiitkan mittaamiseen. Kuoppalevymittauksessa mitattavat
aallonpituudet olivat 340 nm ja 415 nm, jotka pystyttiin mittaamaan samanaikaisesti
yhdelld  mittauskerralla. Aallonpituus 340 nm toimi mittauksissa
referenssiaallonpituutena, jolla mitattiin ndytteen virin vaikutusta mittaustulokseen.
Varsinaiset mittaustulokset saatiin aallonpituudella 415 nm, joka oli aallonpituutta 340
nm huomattavasti vihemmaén altis néytteiden tausta-absorbanssin vaikutukselle, mika
mahdollisti sen, ettd néytteitd oli mahdollista mitata luotettavammin myds suurissa
pitoisuuksissa ilman, ettd tutkittavan ndytteen tausta-absorbanssi  saturoi
kuoppalevylukijan detektorin.

Valmiilla mittausmenetelmélld vertailtiin 15 yhdistekoostumukseltaan
toisistaan eroavaa kasviuutetta, joiden polyfenoliset komponentit kvantitoitiin UPLC-
MS/MS -menetelmilld. Kasviuutteiden mitattuja suhteellisia absorbansseja ja
kinetiikkamittausten maksimikulmakertoimia verrattiin taulukoon 7., jossa on esitetty
kunkin kasviuutteen polyfenolisten komponenttien kvantitoinnin tulokset. Taulukoissa
on kéytetty virikoodausta, jolla on taulukossa 6. eritelty mittauksissa suuret ja pienet
vasteet tuottaneet ndytteet. Taulukossa 7. puolestaan virikoodilla on ilmaistu mité
polyfenolisia komponentteja esiintyi kussakin eri kasviuutteessa runsaimmin. Samassa
taulukossa on esitetty lisdksi kaikkien komponenttien summa, jonka vertailua eri
kasviuutteiden vélilli on korostettu vérikoodauksella. Kvantitoinnissa on otettu
huomioon ainoastaan eri yhdisteryhmid edustavien komponenttien méérd, eika
yksittéisten rakenteiden vaikutusta liukenemattomien kompleksien muodostumiseen ole
analysoitu kattavasti tutkimuksen téssa vaiheessa. Ensimmaiiseksi kvantitointitulosten ja
kuoppalevymenetelmilld mitattujen kasviuutteiden vilisestd vertailusta huomattiin, ettd
PF-komponenttien kokonaismiirdlld ja mitatulla vasteella ei ole tdysin suoraa
korrelaatiota. Niukasti polyfenolisia komponentteja siséltidvit ndytteet tuottivat usein

pienemmin vasteen, kuin runsaasti polyfenoleja siséltivit ndytteet, mutta tuloksista on
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selkedsti havaittavissa, ettd eri komponentit vaikuttivat mitattuun vasteeseen eri
vahvuisesti. Kuvassa 24 esitetyissé tuloksissa ylivoimaisesti suurimman vasteen sekd
maksimiabsorbanssia ettd kinetiikkaa mitatessa sai VP-néyte, joka sisélsi kvantitoinnin
perusteella runsaasti gallushappojohdannaisia. Tulos on johdonmukainen, silld vapaiden
galloyyliryhmien lukumdirdn on havaittu olevan yhteydessd polyfenolirakenteiden
proteiininsaostuskykyyn (Salminen et al. 2011). Seuraavaksi suurimmat vasteet saivat
VV- ja RK-nédytteet. VV oli kromatografiselta profiililtaan VP-néytteeseen verrattuna
identtinen, mutta sen galloyylipitoisuus oli VP-néytettd alhaisempi. RK-nédyte puolestaan
sisdlsi puolestaan runsaasti heksahydroksidifenoyylijohdannaisia (HHDP), joissa kaksi
vierekkiistd galloyyliryhmdd on liittynyt yhteen C—C -sidoksella muodostaen HHDP-
ryhmén. HHDP-johdannaisten yhdisteiden on gallushappojohdannaisten tapaan osoitettu
kykenevdn muodostaa vuorovaikutuksia makromolekyylien kanssa (Bacon & Rhodes
2000). Mittausmenetelmélld heikoimmat vasteet saivat kasviuutteet, jotka sisdlsivit
heikosti, tai eivit lainkaan galloyyli- tai HHDP-johdannaisia. Tutkimuksessa kéytetyt ns.
nollandytteet LK, PT, KP, JA ja HA eivit tuottaneet mittauksessa makromolekyylin
kanssa merkittivdd vastetta, mistd paitellen niiden sisdltimdt komponentit,
kviinihappo-, kemferoli- sekd kversetiinijohdannaiset yhdisteet, eivdt kyenneet
muodostamaan PEG-polymeerin kanssa liukenemattomia komplekseja.
Proantosyanidiinipitoiset nédytteet, HK ja PP, eivét tuottaneet mittausmenetelmalla
merkittdvid vastetta, vaikka myds proantosyanidiinipitoinen RA-ndyte puolestaan tuotti
PEG:n kanssa menetelmélld mitattavan vasteen. Yleisesti proantosyanidiineilla on
tutkitusti kyky muodostaa komplekseja makromolekyylien kanssa (Hagerman et al. 1981,
1998), minké vuoksi tulos, jonka mukaan HK ja PP-néytteet eivit tuottaneet mitattavaa
vastetta vaati syvallisepdd vertailua ndytteiden niytekoostumuksien vélilld. Syy, minkd
vuoksi RA-ndyte muodosti polyfenoli-makromolekyyli -vuorovaikutuksia HK- ja PP-
ndytteitd voimakkaammin johtuu todenndkdisimmin ndytteiden komponenttien
luonteesta, tai  niidden  yhteisvaikutuksesta. =~ RA-ndytteen  keskiméairdinen
polymerisoitumisaste oli HK- ja PP-ndytteitd suurempi, eli se sisélsi keskimiérin
pidempid proantosyanidiinipolymeerejd. Pidempien PD-pitoisten polymeeriketjujen
ansiosta RA-ndytteen komponenttien on mahdollista muodostaa makromolekyylien
kanssa HK- ja PP-néytteitd enemmain heikkoja vuorovaikutuksia, joiden yhteisvaikutus
tuottaa mitattavan ilmidn, joka oli intensiteetiltdin samaa luokkaa runsaasti HHDP-
johdannaisia siséltdvin MT-ndytteen kanssa. MT-ndyte siséltdd méérillisesti paljon
HHDP-johdannaisia, mutta sen sisdltdmdt komponentit ovat jdykkdrakenteisia

ellagitanniineja, joissa ei ole rakenteessaan vapaita galloyyliryhmié, jotka olisivat alttiita
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vuorovaikuttamaan makromolekyylien kanssa muodostaen niiden kanssa komplekseja
galloyyliryhmien OH-ryhmien vetysitoutumisen vélitykselld. MT-ndytteen yksittdisten
rakenteiden luonne johtaa siihen, etteivit ne kykene muodostamaan merkittdvissd madrin
liukenemattomia komplekseja ja tuottamaan mittausmenetelmilld suurempaa vastetta.
HHDP-johdannaisista yhdisteistd koostuvat MH, KK ja UM-niytteet tuottivat MT-
ndytettd hieman suuremmat vasteet, joten niiden sisdltimdt rakenteet osoittivat
suurempaa affiniteettia kompleksoivaa makromolekyylid kohtaan kuin MT-néytteen
HHDP-johdannaiset. Kasviuutteet ovat haastavia naytteita tutkia, silld ne sisdltdavit usein
runsaasti  erilaisia  polyfenolisia ~ komponentteja, joiden  yhteisvaikutusta
liukenemattomien kompleksien muodostumiseen on vaikea eritelld. Erilaisten
yksittdisten rakenteiden ja PEG:n vilisen vuorovaikutuksen luonnetta olisi
yksiselitteisempadd tarkastella tutkimalla yhdisteiden rakenteiden ja niiden tuottaman
aktiivisuuden korrelaatiota laajalla otannalla puhdasaineita. Tutkimuksen tavoite
keskittyi resurssien puitteissa mittausmenetelmidn kehittdimiseen, ja mahdollisen
laajamittainen rakenne—aktiivisuustutkimuksen pohjustamiseen.

Kasviuutteiden lisdksi lopullisia mittausparametreja testattiin kolmella
toisistaan rakenteeltaan eroavalla puhdasaineella. Kuvissa 25 ja 26 esitetyistd tuloksista
huomattiin, ettd kolmesta puhdasaineesta PGG ja OB kykenevét tuottamaan tutkittavan
makromolekyylin kanssa liukenemattomia komplekseja, joiden muodostumista voitiin
tutkia seuraamalla absorbanssin nousua. Ndyte V ei puolestaan tuottanut millddn
pitoisuudella PEG:n kanssa vastetta, joka olisi eronnut ennen PEG:n lisdystd mitatusta
tausta-absorbanssista. Tédstd pédtellen se ei ole rakenteeltaan altis muodostamaan
liukenemattomia komplekseja PEG:n kanssa. Se eroaa kahdesta muusta tutkitusta
puhdasaineesta merkittivisti rakenteeltaan siten, ettd rakenteen keskiOssd sijaitseva
polyoli on avoketjuinen, toisin kuin kahdessa muussa rakenteessa. Se sisdltdd lisdksi
NHTP-ryhmén, jota ei esiinny muissa rakenteissa. OB puolestaan osoitti suurempaa
affiniteettia liukenemattomien kompleksien muodostamiseen kuin PGG. Taméi ilmenee
mittauksen alkupédstd, jossa absorbanssin muutokset ovat jyrkempid kuin PGG:n
mittauksen alussa. Affiniteetin voimakkuudesta kielii myds se, ettd vaikka
kuoppalevymittaus kdynnistettiin valittdomasti makromolekyylin lisdyksen jilkeen, ovat
OB:n eri pitoisuuksien absorbanssit selvdsti nollan yldpuolella. Liukenemattomien
kompleksien muodostuminen oli siis niin vahvaa, etté niiti alkoi muodostua vélittomasti
ndytteen ja makromolekyylin pédéstessd vuorovaikuttamaan keskendin, eikd reaktiota
onnistuttu tutkimaan sen absoluuttisesta alkupisteestd ldhtien, jolloin mittauksen

aloituspisteen absorbanssi olisi tausta-absorbanssin vdhentdmisen jidlkeen ollut nolla.
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PGG:std poiketen OB.n suurin pitoisuus antaa pienemmin maksimiabsorbanssin ja
loivemman kulmakertoimen, kuin sen toiseksi vahvin mitattu pitoisuus. Tdma testeissd
aikaisemminkin havaittu ilmid tukee teoriaa, jonka mukaan niytteen ja
makromolekyylien muodostamat liukenemattomat kompleksit alkavat liukoistua
uudelleen, kun PF-pitoisuus ylittdd jonkin toistaiseksi mééritteleméttomén PF-kohtaisen
raja-arvon suhteessa kdytetyn makromolekyylin pitoisuuteen. Kahdesta rinnakkaisesta
mittausaallonpituudesta oheinen ilmid erottuu huomattavasti selvemmin varsinaisella
mittausaallonpituudella 415 nm. Aallonpituudella 340 nm 1,0 mM OB-ndyte saturoi
kuoppalevylukijan detektorin, mikd vaaristdd viimeisen mittapisteen tuloksen.
Aallonpituudella 415 nm takaisinliukenemisen alkaminen ja sen tuottama vaikutus seka
maksimiabsorbanssiin, ettd kinetitkkamittauksen kulmakertoimeen havaittiin selkeésti.
PGG-niytteelld kompleksien takaisinliukenemista ei havaita vield mitatuilla
pitoisuuksilla, minki perusteella PEG:n kapasiteetti sitoa erilaisia polyfenolisia rakenteita

on yhdistekohtainen.

10. Loppupaitelmat

Pro gradu -tyon kokeellisessa osassa tehdyssd menetelmédnkehityksessd onnistuttiin
kehittimadn nopea, toistettava ja helppokdyttdinen mittausmenetelmd kasvien
erikoistuneiden metaboliittien ja makromolekyylien vilisten vuorovaikutusten
tutkimukseen. Kuoppalevymenetelmédlld onnistuttiin - mittaamaan samanaikaisesti
polyfenoli-makromolekyyli -vuorovaikutusten intensiteettii ja kinetiikkaa, joiden
perusteella voitiin tehdd johtopddtoksid erilaisia yhdistekoostumuksia edustavien
ndytteiden  affiniteetista  tutkittavia  makromolekyyleja  kohtaan.  Optimoitu
mittausmenetelma ei vaadi kalliita kromatografisia laitteistoja, vaan kaikki menetelméssa
kiytetyt laitteistot ja reagenssit ovat perustutkimusvilineistod, mikd tekee
mittausmenetelmastd helposti lahestyttavan.

Kasviuutteiden liséksi kehitettyd menetelmdd oli mahdollista hyodyntéaa
niin kasviuutteiden kuin polyfenolisten puhdasaineiden tutkimukseen. Puhdasaineilla
tehtyjen testien perusteella onnistuttiin rajallisesta ndytemaérastd huolimatta tuottamaan
alustavia johtopaitoksid polyfenolien rakenteen ja aktiivisuuden vélisistd yhteyksistd,
polyfenolien ja niitd kompleksoivien ei-proteiinisten makromolekyylien vilisistd
vuorovaikutuksista, ja siitd millaiset polyfenolisten rakenteiden komponentit olivat

merkittdvid tekijoitd polyfenoli-makromolekyyli -vuorovaikutusten muodostumiseen.
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Menetelmdd soveltamalla voitiin my6s tehdd johtopdidtoksid yhdistekoostumuksen
tuntemattomien nidytteiden polyfenolisten komponenttien luoteesta sen perusteella,
tuottivatko ne PEG:n kanssa vasteen.

Uudenkaltaisella kuoppalevymenetelmilld tehdyn tutkimuksen etuna
verrattuna  kirjallisuusosiossa  késiteltythin  turbidimetrisiin ~ mittausmenetelmiin
perustuvien tutkimuksiin oli se, ettd tutkimuksessa kéytetyt puhdasaineet olivat
standardoituja puhdasaineita, eivdtkd quebracho-tanniinin ja parkkihapon kaltaisia
seoksia, minkd vuoksi tutkimustulokset ovat erittdin toistettavia. Tdmén lisdksi ndytteini
kaytetyt  kasviuutteet  kvantitoitiin  hyddyntdmadllda  hienostuneita ~ LC-MS
-tekniikoita, minka ansiosta yksittdisten ndytteiden kemiallinen yhdisteprofiili tunnettiin
tarkasti jo ennen kuoppalevymittausta. Tdmd mahdollisti néytteiden vélisten
polyfenolikoostumusten vilisten vertailun, jossa havaittiin merkittivid eroja erilaisten
polyfenolisten yhdisteiden kyvyssd muodostaa liukenemattomia komplekseja tutkittujen
makromolekyylien kanssa. Havainnot korostivat polyfenolisten erikoistuneiden
metaboliittien rakenteellisen monimuotoisuuden keskeistd roolia makromolekyyli—
polyfenoli -vuorovaikutusten muodostumiseen. Menetelmén tuloksilla havaittiin lisdksi
yhtélédisyyksid perinteisilld proteiininsaostuskykyd mittaavilla menetelmilld saatuihin
tuloksiin (Piirtola et al., julkaisematon havainto), silld polyfenolindytteet, jotka tuottivat
mittausmenetelmalld vasteen, sisdlsivdt polyfenolisia komponentteja, joiden on havaittu
osoittavan kompleksinmuodostuskykyd myds proteiinien, kuten BSA:n kanssa.
Havainnon perusteella mittausmenetelmédd olisi mahdollista hyodyntdd suuren
ndytemééran kvalitatiiviseen seulomiseen proteiininsaostuskykyé ilmentidvien niytteiden
loytdmiseksi. Menetelmdd olisi lisdksi mahdollista hyddyntdd polyfenolisten
erikoistuneiden metaboliittien rakenne—aktiivisuustutkimuksiin, joilla voitaisiin syventia

ymmaérrystéd kasvien erikoistuneiden metaboliittien rakenteellisista ominaisuuksista.
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Liitteet

Liite 1. Kasviuutteiden UPLC-MS -kromatogrammit. A) Ranta-alpi, B) maitohorsma ja

() hieskoivu. 1) UV-kromatogrammi (280 nm) ja 2) kokonaisionikromatogrammi.

Intensiteetti, 280 nm (AU)

Intensiteetti, 280 nm (AU)

Intensiteetti, 280 nm (AU)
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Liite 2. Kasviuutteiden UPLC-MS -kromatogrammit. A) Vaahtera (vihredt lehdet), B)

vaahtera (punaiset lehdet) ja C) paju (punaiset lehdet). 1) UV-kromatogrammi (280 nm)

ja 2) kokonaisionikromatogrammi.
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Liite 3. Kasviuutteiden UPLC-MS -kromatogrammit. A) Rantakukka, B) metsdtammi ja

C) kyldkellukka. 1) UV-kromatogrammi (280 nm) ja 2) kokonaisionikromatogrammi.

Intensiteetti, 280 nm (AU)

Intensiteetti, 280 nm (AU)

Intensiteetti, 280 nm (AU)
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Liite 4. Kasviuutteiden UPLC-MS -kromatogrammit. A) Ukkomansikka, B) lehtikuusi ja

C) peltotaskuruoho. 1) UV-kromatogrammi (280 nm) ja 2) kokonaisionikromatogrammi.

Intensiteetti, 280 nm (AU)

Intensiteetti, 280 nm (AU)

Intensiteetti, 280 nm (AU)
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vii

Liite 5. Kasviuutteiden UPLC-MS -kromatogrammit. A) Kdidrmeenpistoyrtti, B) jalava

ja C) haapa. 1) UV-kromatogrammi (280 nm) ja 2) kokonaisionikromatogrammi.
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Liite 6. Testissé kiytetyt [PF]:[PEG] -suhteet ja ndytteiden pitoisuudet.

OB PEG PEG PEG PEG
[PF]:[PEG] (mg/ml) 400 6000 12000 20000
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)

10:1 0,10 0,0025 0,0382 0,0765 0,1275
70:1 0,70 0,0025 0,0382 0,0765 0,1275
200:1 2,00 0,0025 0,0382 0,0765 0,1275
30:1 0,30 0,0025 0,0382 0,0765 0,1275
210:1 2,10 0,0025 0,0382 0,0765 0,1275
600:1 6,00 0,0025 0,0382 0,0765 0,1275
30:3 0,30 0,0076 0,1147 0,2294 0,3824
210:3 2,10 0,0076 0,1147 0,2294 0,3824
600:3 6,00 0,0076 0,1147 0,2294 0,3824

Taulukko 7. Testissa kéytetyt [PF]:[PEG] -suhteet ja ndytteiden pitoisuudet.

PF PEG PEG PEG PEG

[PF]:[PEG] (mg/ml) 400 6000 12000 20000
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)

20:1 0,20  0,0025 0,0382 0,0765 0,1275
140:1 1,40  0,0025 0,0382 0,0765 0,1275
400:1 4,00  0,0025 0,0382 0,0765 0,1275

Taulukko 8. Testissd kéytetyt [PF]:[PEG] -suhteet ja ndytteiden pitoisuudet.

PF PEG PEG PEG PEG
[PF]:[PEG] (mg/ml) 400 6000 12000 20000
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
1:1 0,01 0,0025 0,0382 0,0765 0,1275
2:1 0,02 0,0025 0,0382 0,0765 0,1275
5:1 0,05 0,0025 0,0382 0,0765 0,1275
10:1 0,10 0,0025 0,0382 0,0765 0,1275
15:1 0,15 0,0025 0,0382 0,0765 0,1275
25:1 0,25 0,0025 0,0382 0,0765 0,1275
50:1 0,50 0,0025 0,0382 0,0765 0,1275
100:1 1,00 0,0025 0,0382 0,0765 0,1275
200:1 2,00 0,0025 0,0382 0,0765 0,1275
400:1 4,00 0,0025 0,0382 0,0765 0,1275
600:1 6,00 0,0025 0,0382 0,0765 0,1275
800:1 8,00 0,0025 0,0382 0,0765 0,1275
1200:1 12,00  0,0025 0,0382 0,0765 0,1275
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Taulukko 9. Testeissd kéytettyjen PEG-liuosten pitoisuudet.

PF PEG PEG PEG PEG

[PF]:[PEG] (mg/ml) 400 6000 12000 20000

(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)

1:1 2,00 0,5100  7,6500 15,3000 25,5000

2:1 2,00 0,2550  3,8200 7,6500 12,7000
5:1 2,00 0,1020 1,5300 3,0600 5,1000
10:1 2,00 0,0510  0,7650 1,5300 2,5500
25:1 2,00 0,0204  0,3060 0,6120 1,0200
50:1 2,00 0,0102  0,1530 0,3060 0,5100
100:1 2,00 0,0051 0,0765 0,1530 0,2550
200:1 2,00 0,0026  0,0382 0,0765 0,1270
400:1 2,00 0,0013  0,0191 0,0382 0,0637
600:1 2,00 0,0009  0,0127 0,0255 0,0425
800:1 2,00 0,0006  0,0096 0,0191 0,0319
1200:1 2,00 0,0004  0,0064 0,0127 0,0212

Taulukko 10. Testeissd kdytettyjen ndytteiden pitoisuudet

MH MHF2 PAA3 PAA17
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)

2,00
1,75
1,50
1,25
1,00
0,75
0,50
0,25

3,00
2,75
2,50
2,25
2,00
1,75
1,50
1,25

2,00
1,75
1,50
1,25
1,00
0,75
0,50
0,25

2,00
1,75
1,50
1,25
1,00
0,75
0,50
0,25




