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= Pohjoisen marjat ja niiden bioaktiiviset yhdisteet

= Marjoja voidaan hyodyntaa uusilla teknologioilla

Marjojen sivuvirtojen kuivafarktioinnilla luonnollisia
sailontaaineita
Puristekakun markajauhatus muokkaa marjaraaka-
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Pohjoisen luonnon marjat

Kotimaisia syotavia marjoja lahes 40

Poikkeuksellisen suuri maara bioaktiivisia yhdisteita
Paljon arvokkaita rasvahappoja

Ainutlaatuinen maku ja aromi seka voimakas vari
Vuotuiset sadot huomattavia, 500 milj.kg

Pitka perinne kansanlaakinnassa: marjat ovat terveellisia
Kiinnostava ja houkutteleva raaka-aine elintarvike-

=7 ja kosmetiikka-teollisuudelle
-l
Ainoastaan murto-osa marjoista hyodynnetaan Q
95% viennista on pakastemarjaa \ o .
Suomi tarvitsee korkean jalostusasteen $ & =/
marjatuotteital lﬁl @ W Q
\ =" \
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Uutta litketoimintaa marjojen antimikrobisista yhdisteista
Tekes-TUTL-projekti

Tarve
X Synteettisten sailontaaineiden korvaaminen

luonnollisilla yhdisteilla, joita pidetaan terveellisina
ja turvallisina B —

Uusi litkeidea
x Hyodynnetdan marjojen omaa laajaa antimikrobista
Kirjoa teollisuussovelluksissa

Tausta - ;

x Teknologiainnovaatiot ja mittava suomalainen - ‘._,;:1
marjaosaaminen ¥ .

x Vahva tieteellinen ymmarrys marjojen | v

o

antimikrobisista ominaisuuksista | WS —
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Mesimarja Mustlkka Mustaherukka Aronia
Rubus arcticus Vaccinium myrtillus Ribes nigrum, Aronia melanocarpa
var. Ojeby Var Vlklng

A

Vadelma Pens.agmustikka Kaarnlkka . Pihlajanmarja
Rubus idaeus, Vaccinium Empetrum nigrum Sorbus aucuparia
corymbosum

var. Ottawa
r.

Lakka Puolukka Karpalo Tyrnimarja Mansikka
Vaccinium vitis-idaea  Vaccinium oxycoccus Hippophae Fragaria ananassa,

Rubus chamaemorus )
rhamnoides Var. Senga Sengana



Marjojen polyfenolien luokittelu

Flavonoidit Fenolihapot Lignaanit Stilbeenit Kompleksiset
fenolipolymeerit

(polymeeriset tanniinit)

—1 Antosyaanit

ool i S ET e H,CO O oH OH T — \
Ssaanr%ci)i:ln jini Kahvihappo oH on O — agitanniinit
Delfinidiini p-Kumariinihappo o (
o Ferulahappo

Peonidini oH I
Petunidiini I
Malvigliini -+, O > Ho:©/\)\o on o Resveratroli O

O _ or HO Sekoisolarikiresinoli

OH
o Syanidiini Kahvihappo
— Flavonolit —|_Bensoehapot

Kversetiini Protokatekiinihappo o
Myrisetiini p-Hydroksibentsoehappo \ Kasuariktiini )
Kemferoli Gallihappo

— Proantosyanidiinit

O | OH OH

OH O Kyersetiini

OH
OH

o

— Flavanolit (Katekiinit)

HO o ..
07 oH “on on
(+)-Katekiini ?ﬁ . @
(-)-Epikatekiini Gallihappo o
Gallokatekiini “OH
Epigallokatekiini o OH OoH
HO o O Ho o ( IOH
O] OH OH
) OH OH

(+)-Katekiini
Trimeerinen prosyanidiini
(flavanoli)

Ref. Puupponen-Pimié et al. 2005 BioFactors 23:243



Antimikrobiset yhdisteet kosmetiikassa J‘WT

! Olemassa olevat
s tuotteet

Uusi trendi

mikrobiston
tasapainotus
ja hoito

Synteettisia

Uusi _ sailontaaineita
tuotekategoria korvataan
on tulossa luonnollisilla

markkinoille antimikrobisilla

yhdisteilla
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Antimikrobiset marjayhdisteet kosmetiikassa
VTT:n tutkimus

Sivuvirrat
ja
siemenet

Marjat
ja
prosessoidut
marjat

Marjojen
soluviljelmat
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Marjojen kuivafraktiointi bioaktiivisiksi jakeiksi




Stereomikroskooppikuvia lakasta.

A) Lakan siemenet; B); Hieno siemenfraktio
C) Kiekkomyllylla jauhetut siemenet; D) Marjan
kuoret ja E) Karkea siemenfraktio.

Mikroskooppileikekuva lakan siemenesta.

Kuivafraktiointi:

Marjakakku kuivataan, jauhetaan ja
seulotaan erikokoisten seulojen lapi:
hedelmaliha, kuoret, siemenet, hieno ja
karkea siemenfraktio

Puupponen-Pimia et al. 2016, Food Chem. 197:950



Siemenkuoressa on paljon mikrobien kasvua estavia
yhdisteita

Marja
sivuvirta
VTT IPR 1
Siemenkuoren
hiominen
Siemen-
kuorijauhe
VTTIPR 2
Aktiiviyhdisteiden
uuto
1mm -
Hydrotermaalinen Antimiqu.binen
3 kosmetiikka
uutto . . .
ingredientti
= Eitoksisia liuottimia tai prosesseja
= Vesiliukoisia
= Monivaikutteisia (antimikrobinen,
Uuttojaannos antioksidatiivinen, anti-

inflammatorinen)

30/09/2016 11
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Lakan ja tyrnin siemenkuorijauheen antimikrobinen
teho Staphylococcus aureus —bakteeria vastaan

-~ Chloramphenicol - > i = == Chloramphenicol

~e~Cloudberry seed coat

fraction A/ 1 mg ml-1 —stSeabuckthorn 2,5

mgmli-1

s Cloudberry seed coat

fraction A/ 5 mg ml-1
—a—Seabuckthorn 5,0

mgml-1
—+—Cloudberry seed coat
fraction B/ 1 mg mi-1

~-Seabuckthorn 7,5

I-1
&~ Cloudberry seed coat wem
fraction B/ 5 mg ml-1

10 15
incubation (h)




Ruusunmarjat ja siemenet
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Ruusunmarjan siemenet

30/09/2016

14




Photo Jouko Lehmuskallio

"l
F g B0 g

2
yoer

0§05
; &«.M.WJ\\

©
(@)
@)
@)
b
D
=
(7
-
=
M
=
-
M
(0
N
| -
:(0
=




iy .
Markajauhatus Masuko

-Supermass Colloider-laitteella

30/09/2016 Equipment manufactured by Masuko Sangyo Co., Ltd., Japan 16



Marjapuristekakku voidaan jauhaa hyvin pieneen JLVTT
partikkelikokoon méarkajauhatuksella (22 ja 9 % kuiva-
ainepitoisuus)

Dgo = 90% of particles (um)

D5, = 50% of particles (um)
415 pm

415 ym

Partikkelikoko (ium)

30/09/2016 17
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Esimerkkituotteita, joissa on markgjauhettua mustikkakakkm

Leivonnaisia, joissa

mustikkaa ja suklaata
Kaikki marjaraaka-aine on
puristekakkua (6%)
>6% kuitua

Muffinsit, joissa
mustikkaraitoja
Kaikki marjaraaka-aine on

puristekakkua (10%)
>7% kuitua

Marjanauhat
Sisaltavat marjaa (mustikka,
mansikka, omena), vesi, sokeri
ja tarkkelys — kuivattuna
sopivaan koostumukseen
1/3 marjaraaka-aineesta
puristekakkua




Markajauhetusta mustikkakakusta tehtya jaateloa 1/L|/11'

—

Kuva: Paula Bergqvist
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Aromia ja terveytta Pohjolan marjoista —

Miksi bioprosessointi?

* Bioprosessoinnilla entsyymien tai fermentaation avulla voidaan muokata
marjaraaka-ainetta hyvin kokonaisvaltaisesti, sen rakennetta, makua,
varia, sailytysaikaa ja voidaan myos vapauttaa bioaktiivisia yhdisteita
marjaraaka-aineesta.

Hyodyt

* Uudenlaisia tuotteita ja ainesosia elintarvike- ja kosmetiikkateollisuudelle

* Enemman bioaktiivisia yhdisteita (antioksidantteja ja haittamikrobien
kasvua estavia aineita) ja enemman mehua

* Uudenlaisia bioaktiivisia yhdisteita
* | isaa aromia, voimakkaampi vari, pitempi sailytysaika




var
Marjojen bioprosessointi entsyymien tai fermentaation avulla

( 3,
( Jéiset marjat ) x Marjaraaka-aineen

kokonaisvaltainen

(, N muokkaus
. Marjojen murskaus —_—
( o Soveltuu erilaisille
v marjoille
( Kuumennus/lammitys ) Soluseinaa hajottavat

= entsyymit
( Entsyymikasittely/
' fermentaatio

LAB ja hiivat

( Mehun puristus )

( Puristekakku @ Mehu
g N

' . & _— =)
(énemman anti- (/ Enemman (Enemman
mikrobista ‘antioksidantteja] | bioaktiivisia

aktiivisuutta yhdisteita

Prosessit ylosskaalattu

e
(/ Enemman
'Anti-inflamma-

torista tehoa

.-'-. -b.-“
( Uusi aromi

jamaku

22
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Mustikan entsymaattinen mehunpuristus

Antosyaaniglykosidien jakaantuminen

Mehusaanto )
mustikkamehussa
0O Unknown
O Arabinosides
5.*; O Glucosides
2 B Galactosides
e ks —
= I
0 3
S
R
o
=

Ref. Buchert et al. (2005) J. Sci. food Agric. 85:2548-2556
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Pectinex BE XXL —entsyymikasittelyn vaikutus
Salmonella- bakteeriin

Pectinex BE XXL
1,00E+10

—-0-growth

1,00E+09
—i-control juice
1,00E+08
—/x-control cake

—><BE XXL 10 nkat juice
-¥%-BE XXL 10 nkat, cake
-@-BE XXL 50 nkat juice

—+—BE XXL 50 nkat, cake

1,00E+07

1,00E+06

cfu/ml

1,00E+05

1,00E+04

1,00E+03

1,00E+02

30

Kasvatusaika (h)

Puupponen-Pimia et al. 2008, J. Agric. Food Chem. 56:681

24



VTT: mikrobikantakokoelmat

\ ' Y. 4 | A

,"«;"/ )’-}\iz'as@)f’—*i ‘, VTT:n mikrobikantakokoelmassa (VTTCC) on noin
+\ 4/}, N y i '{”‘ \“/\ 6500 mikrobikantaa ja kasvisolulinjaa, jotka kattavat
Kol W, » f\&;’ s 4 vyli 800 bakteerilajia, jotka edustavat 225 sukua, yli
N {-?,,";’9’ \w‘,f\',{; i 600 sienilajia, jotka edustavat 255 sukua, ja vuodesta

2014 lahtien myos noin 50 kasvisolulinjaa. Monet
kannat ovat ainutlaatuisia ja saatavilla ainoastaan
VTT.n kantakokoelmasta.

Yli 200 maitohappobaktterilajia:
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus buchneri
Lactobacillus brevis
Lactobacillus casei
Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus reuteri
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus plantarum

http://culturecollection.vtt.fi




Food Chemistry 157 (2014) 148-156

Contents lists available at ScienceDirect *

Food Chemistry CHEMISTRY

ELSEVIER journal homepage: www.elsevier.com/locate/foodchem

Relation of sensory perception with chemical composition @(:mmm
of bioprocessed lingonberry

Kaarina Viljanen, Raija-Liisa Heinio, Riikka Juvonen, Tuija Kosso, Riitta Puupponen-Pimid *

VIT Technical Research Centre of Finland, PO. Box 1000, FI-02044 VTT, Finland

Entsyymikasittely vahentaa puolukan hapanta

makua
Puolukan fermentaatio lisaa luontaisen

sailontaaineen, bentsoehapon, maaraa

30/09/2016 26
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Bioprosessointi pilot-mittakaavan bioreaktoreissa

x Kapasiteetti noin 15 L

4 lead-ins for sensors, two

gas connections

Kolmilapainen sekoittaja

x  Saadettava lampatila,
kasvatusaika, kaasufaasi ja
sekoitusnopeus

)

)

30/09/2016
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Entsyymireaktoreiden kapasiteetit2 x 1 L ja 1
x10L

Ohjelmoitava sekoituksen ja lampdtilan saato
Tiedon taltiointi

HAFICO High Pressure

Tincture Press HP 5 H:
Hydraulisesto toimiva
korkeapainen Hydraulic
operated high-pressure
tincture press for

Noin 5 L tayttotilavuus .

27
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Ainutlaatuinen kokoelma marjojen soluviljelmia

, . Marjakasvi Suomen
e o luonnosta

Pieni osa kasvia + hormonit
- erilaistumaton
haavasolukko eli kallus

. Kallussolukon valinta ja
optimointi (kestaa noin

a e
: /2 vl vuoden)
g 7

»
-~ ‘ J . Erivaristen, nopeasti

g “ kasvavien kallussolukoiden
% » I .
"' o ; yllapito
¥ '-..b " '5.. ~—
5‘:\ == ~ \‘s- [f
_¢ 0 o . .
s " Suspensioviljelmien aloitus

30/09/2016




Ysar
Marjojen soluviljelyteknologia

Jotkin marjalajit ovat uhanalaisia ja yha harvinaisempia luonnossamme

Biotekniikka tarjoaa mahdollisuuden hyodyntaa naita lajeja luontoystavéllisella
tavalla

 Erilaistumattomia,
totipotentteja soluja,

"kantasoluja”
x Koko marjakasvin
biosynteesikapasiteetin

Ei ilmastovaikutuksia, ymparivuotinen tuotto hyodyntaminen

Saanto ja laatu eivat juurikaan muutu * Mahdollisuus tuottaa uusia
Ei sairauksia tai kasvituholaisia yhdisteita

Ei maatalouskemikaaleja

Tuotteen puhdistus ja talteenotto helppo

30/09/2016 30



Marjojen soluviljelmien tutkiminen

Teknologiat Soluviljelytuotteet Teollisuuden kayttamia
Soluvilielmien aloitus Solut & solu-uutteet valmistusaineita
Kasvatus olosuhteet Bioaktiiviset yhdisteet Kosmetiikassa
Kemiallinen Aromiyhdisteet Laakkeissa
karakterisointi Pigmentit, variaineet Hygieniatuotteissa
Bioaktiivisuuksien - EERETEERE _ Elintarvikkeissa
arviointi vaihduntatuotteet Rehuissa
Ylosskaalaus rasvat, proteiinit Jne ...

teollisuuden tarpeisiin Sekundaariaineen-

Uuttoteknologia vaihduntatuotteet
Viljelmien krydsailonta Fenoliyhdisteet




Kemiallinen karakterisointi

Analyysi
(g /100 g kp)

Proteiini

Lipidit
Monosakkaridit
Ravintokuitu

C vitamiini
Fenoliyhdisteet

Antioksidanttiaktiivisuus
(DPPH)

30/09/2016

Solu- Lakan soluviljelman

~ viljelma ominaisuuksia

38 x Mineraalit (korkea tuhka-

pitoisuus
2,9

24

~20 -

~0,1 » Kuidut

0,2-1 X 10 X
enemman kuin marjassa

32



Lakka

feno

lyhdisteet

Flavonoidit

Antosyanidiinit

Pelargonidiini
Syanidiini
Delfinidiini
Peonidiini
Petunidiini
Malvidiini

HO o
N
I
OH

G

OH
OH

|

Fenolihapot

— Kanelihapot

Kahvihappo
P-Kumariinihappo
Ferulahappo

Kahvihappo

Syanidiini

Flavonolit

Kversetiini
Myrisetiini
Kemferoli OH
HO 0 O
O | OH
OH

OH O e o
Kversetiini

Bentsoehapot

Protokatekiinihappo
P-Hydroksibentsoehappo
Gallihappo

OH
HO OH

— Flavanolit (Katekiinit)

07 oH

(+)-Katekiini
(-)-Epikatekiini
Gallokatekiini
Epigallokatekiini

HO o O
JOaa
OH

OH

OH

Gallihappo

(+)-Katekiini

Lignaanit

Stilbeenit

H,CO OH
OH
HO
! OCH; 3

OH

Sekoisolarikiresinoli

OH

OH O O
HO
Resveratroli

Faoto: Torbjorm Kronestedt
Oranssilla merkittyja yhdisteita
esiintyy marjan hedelmalihassa

Polymeeriset tanniinit

Ellagitanniinit

HO

Kasuariktiini

Proantosyanidiinit
OH
o o LY
OH
“*oH
OH OH
HO 0 @[
T%%] )
HO

’ OH
OH
o LI

OH
OH

Proantosyanidiini trimeeri
(flavanoli)



Lakan soluviljelman fenoliyhdisteet

Flavonoids ih“ﬂ"i iilii
—1 Anthocyanidins | Cinnamic acids
(P:ege;]r%?rr: idin Caffeic acid
D)(/el hinidin p-Coumaric acid
phir Ferulic acid
Peonidin oH
Petunidin Ho
Malvidin O OH NN
HOOH HO
=
OH or Caffeic acid
Cyanidin
—1 Benzoic acids
] Flavonols Protocatechuic acid
Quercetin p-Hydroxybenzoic acid
Myricetin Gallic acid
Kaempferol OH
HO o O OH
LI o o
OH
on o Quercetin
— _ Flavanols (Catechines) _ 0P o
(+)-Catechin Gallic acid

(-)-Epicatechin
Gallocatechin
Epigallocatechin

HO o O
SONA
OH

OH

OH

(+)-Catechin

Lignans

H,CO OH
OH
HO
! OCH; 3

OH

Secoisolariciresinol

Vihrealla merkittyja yhdisteita
esiintyy soluviljelmassa

Stilbenes

OH

Complex phenolic polymers
olymeric tannins
OH

O — Ellagitannins
O HQ
o O OH

O N
Resveratrol cC o

Casuarictin
OH
HO 0 @[
OH
“OH
OH OH
oL X
“"OH
@%} H
o I
g OH

OH
HO )
mw

OH

OH
0

Procyanidin trimer
(flavanol)



Lakkasolukon tuoton ylosskaalaus ja tuotto
bioreaktoreissa

300 L teraksinen
bioreaktori

Raaka-aine
lopputuotteeseen

Suodatus ja pesu Pakkaskuivaus

Kallusviljelma kasvatusmaljoilla

2 — 50 L kertakayttdinen
Wave-tyyppinen :
bioreaktori - -

- E—

n

LUMENE

. Age-Defying s
;’ Repairing Sarum
= va

Nohynek, L., Bailey, M., Tahtiharju, J., Seppanen-Laakso, T., Rischer, H., Oksman-Caldentey, K.-M. & Puupponen-Pimia, R. (2014): Cloudberry (Rubus

chamaemorus) cell culture with bioactive substances: establishment and mass propagation for industrial use. Eng Life Sci 14: 667-675.




Marjatutkimus VTT:lla
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Kaisa Poutanen (terveysvaikutukset prosessointi)

Riitta Puupponen-Pimia (bioaktiivisuudet, soluviljelmat,
fraktiointi)

Heiko Rischer (soluviljelmat, aineenvaihdunnan muokkaus)
Liisa Nohynek (antimikrobisuus, soluviljelmat)

Anna-Marja Aura (aineenvaihdunta, suolistomallit)

Kaisu Honkapaa (bioprosessointi)

Panu Lahtinen (markajauhatus)

Raija-Liisa Heinio (aistinvarainen arviointi)

Emilia Nordlund (entsymaattinen prosessointi)

Veera Virtanen (liikketoiminnan kehitys)

Kirsi-Marja Oksman-Caldentey (tutkimuksen johto,
biotekniikka)
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