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1 SELVITYKSEN TAUSTA JA TAVOITTEET

Selvitys liittyy Sitran ERA-ohjelman marjaklusterin toimintaan, jonka tavoitteena
on loytdd malleja kotimaisen marjaraaka-aineen ja marja-alan osaamisen
tuotteistamiseksi kansainvilisille markkinoille korkean jalostusarvon tuotteina.
Yhtend mahdollisena tuoteryhména esiin ovat nousseet erilaiset marjafraktiot.

Markkinoilla olevien marjajauheiden ja -uutteiden valikoima on laaja.
Lukumairéisesti eniten 10ytyy eri marjoista tehtyjd jauheita, joissa fenolisten
yhdisteiden kokonaismédédrd, antosyaanien tai ellagitanniinien pitoisuudet on
vakioitu. Yksinkertaisimmillaan tdllaiset tuotteet on valmistettu kuivaamalla ja
jauhamalla marjat tai konsentroimalla ja kuivaamalla marjamehu, jolloin
pitoisuuksissa péddstddn parhaimmillaan 5-10 %:iin kuiva-aineesta (McKenzie,
2003, WO 03084559, Majoie, 1972, DEI1767614). Standardoituja
antosyaaniuutteita, joissa antosyaanipitoisuus on tavallisesti 25 %, valmistetaan
mustikasta, pensasmustikasta, mustaherukasta ja puolukasta. Vadelmasta
valmistetaan 25 % ellagitanniinipitoisuuteen vakioitua uutetta.

Selvityksen tavoitteena on tehdyn patenttihaun tulosten sekd VTT:n ja
Lappeenrannan teknillisen yliopiston asiantuntijoiden osaamisen perusteella
arvioida marjojen fenolisten yhdisteiden rikastamiseen ja eristdmiseen soveltuvia
teollisen mittakaavan teknologioita, joilla péaédstddn korkeampiin fenolisten
yhdisteiden pitoisuuksiin kuin mihin paéstddn esimerkiksi pelkéstdén kuivaamalla.
Tavoitteena on antaa SITRAn marjaklusterin toimijoille taustatietoa arvioitaessa
mahdollisuuksia synnyttdd alan teollisuutta Suomeen ja tehdd ehdotus seuraavan
vaiheen toimenpiteista.

2 SELVITYKSEN TOTEUTUS

Selvitys késittdd patenttihaun marjojen, erityisesti karpalon, mustaherukan,
mustikan ja puolukan fenolisten yhdisteiden eristimisen teknologioista seki
VTIT:n ja Lappeenrannan teknillisen yliopiston (LTY) fraktioinnin
asiantuntijoiden analyysin haun tuloksista. Analyysin tulosten sekd VTT:n ja
LTY:n asiantuntijoiden arvioiden perusteella tehtiin arvio marjojen fenolisten
yhdisteiden eristimismahdollisuuksista ja lupaavimmista teollisen mittakaavan
prosesseista.

Tietoanalyytikko Anu Saloheimo VTT:Ité vastasi patenttihausta. Tarkempi kuvaus
patenttihaun toteutuksesta on esitetty liitteessd 1. Erikoistutkija Mirja Mokkila ja
tutkija Olavi Myllymiki VTT:Itd sekd tutkija Tuomo Sainio ja professori Erkki
Paatero LTY:sta arvioivat marjojen fenolisten yhdisteiden
eristimismahdollisuuksia ja lupaavimpia teollisen mittakaavan prosesseja seké
tekividt ehdotuksen seuraavan vaiheen toimenpiteiksi. Tulokset esitelldén
mydhemmin sovittavana ajankohtana marjaklusterille ja mahdollisille julkisille
rahoittajille.



3 MARJAT FENOLISTEN YHDISTEIDEN
LAHTEENA

3.1 Marjojen fenoliset yhdisteet ja niiden pitoisuudet

Marjojen fenolisten yhdisteiden kirjo on suuri. Kasvikunnasta on tunnistettu tdhdn
mennessd yli 8000 fenoliyhdistettd, joista yli 6000 on flavonoideja. Marjojen
tarkeimmadt fenolisten yhdisteiden ryhmét on esitetty kuvassa 1.

| Marjojen fenoliyhdisteet |
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Kuva 1. Marjoissa esiintyvien fenolisten yhdisteiden luokittelu (Puupponen-Pimid
et al., 2005)

MTT:n ja Kuopion yliopiston yhteistydond on tutkittu tdrkeimpien fenolisten
yhdisteiden pitoisuudet Suomessa kiytettdvistd kasviperidisistd elintarvikkeista
marjat mukaan lukien (Torrénen, 2006). Kuvaan 2 on koottu tirkeimpien
marjojemme fenolisten yhdisteiden pitoisuudet.

Tarkastelun kohteina olleista marjoista, karpalosta, musteherukasta, mustikasta ja
puolukasta, mustikka siséltdd eniten antosyaaneja ja sen fenolisten yhdisteiden
kokonaismddrd on myds suurin. Mustaherukka ja karpalo sisdltdvit runsaasti
proantosyanidiineja.

Marjojen fenolisten yhdisteiden pitoisuuksiin vaikuttavat monet tekijdt, kuten
lajike, kasvupaikan maantieteellinen sijainti, sddolosuhteet ja kypsyysaste.
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Kuva 2. Suomalaisten marjojen fenolisten yhdisteiden pitoisuudet (Térrénen,
2006).

3.2 Prosessoinnin vaikutukset marjojen fenolisiin yhdisteisiin

Prosessointi- ja sdilontimenetelmien vaikutuksia marjojen fenolisiin yhdisteisiin
on Torrosen tekemin selvityksen (2006) mukaan tutkittu kunnolla vain
muutamien marjojen flavonolien (kversetiini, kamferoli ja myrisetiini) ja
ellagitanniinien osalta. Vaikutukset ovat erilaisia eri marjoilla ja eri yhdisteilla.
Tietoa puuttuu erityisesti antosyaanien osalta, vaikkakin tiedetddn, ettd
hillonvalmistuksessa antosyaanit tuhoutuvat herkemmin kuin flavonolit ja
ellagitanniinit. Antosyaanien rikastusprosessiin Gabetta ja Zini (1991, EP
0412300) suosittelevat pH-arvoa alle 3 ja alle 40 °C:n lampdétilaa.

4. FENOLISTEN YHDISTEIDEN
RIKASTAMINEN JA ERISTAMINEN

Seuraavassa esitellddn prosesseja, joilla valmistettuja rikasteita voidaan kayttaa
elintarvike- ja ladke- ja kosmetiikkateollisuudessa ja joissa rikastettavat
(uutettavat) yhdisteet sidilyvdt mahdollisimman muuttumattomina. Prosessissa
kéytettavien kemikaalien tulee olla elintarvikkeiden valmistukseen soveltuvia ja
regeneroitavia eivitkd ne saa muodosta kohtuutonta kuormitusta ymparistolle tai
aiheuta kohtuuttomia kustannuksia prosessissa.

Tarkastelun ulkopuolelle on rajattu prosessit, joissa kéytetddn esimerkiksi
antosyaaneja hajottavaa emdistd ja vetyperoksidia tai seoksesta vaikeasti
poistettavaa  rikkidioksidia.  Patentteja, joissa  fenolisten  yhdisteiden
rikastamisprosessissa on kaytetty butanolia, amyylialkoholia tai etyyliasetaattia ei
myoskddn ole tarkasteltu. Edelld olevista esimerkkind on Liettin ja Bonatin
patentti (1983, US 4413004), jossa mustikan antosyaanit uutetaan
suolahappopitoiseen metanoliin, josta antosyaanit saostetaan lyijyasetaatilla.



4.1 Patenttikirjallisuutta adsorptiokromatografiaan
perustuvista erotusprosesseista

Fenolisten yhdisteiden erotusprosessin uutossa kdytetddn joko pelkkdd vettd,
jonka pH on sdddetty happamalle alueelle, veden ja orgaanisen liuottimen seosta,
tai orgaanista liuotinta. Elintarvikeprosesseissa orgaanisena liuottimina kyseeseen
tulee 1dhinnd etanoli. Patenttikirjallisuudessa kuvatut prosessit jakautuvat kahteen
pddryhmdidn uuttoa seuraavan prosessivaiheen perusteella. Ensimmaéisessd
ryhmédssd fenolisia yhdisteitd sisdltdvd uute puhdistetaan neste-neste-uutolla.
Toisen ryhmén patenteissa  fenoliset  yhdisteet  eristetddn  uutteesta
adsorptioerotuksella. Adsorptioerotus on ldhinna selektiivisyytensa vuoksi selvésti
yleisempi menetelmé kuin neste-neste-uutto. Fenolisten yhdisteiden rikastaminen
20 %:in  tai sitd  suurempiin  pitoisuuksiin  tehdddn  yleisimmin
adsorptiokromatografialla.

Daugherty et al. (2005, CA 2554182), Gourdin et al.(2005, WO 2005072762)
ja Tempesta et al (2002, WO 0217732) kuvaavat marjojen fenolisten
yhdisteiden rikastusprosessin, jossa rikastetun jakeen fenolisten yhdisteiden
pitoisuus kohoaa yli 20 %:1in seuraavasti:

1. Fenolisten yhdisteiden uutto raaka-aineesta vesipohjaiseen happamaan
liuokseen.

2. Liukenemattoman aineosan suodatus uutteesta.

3. Kuormituksessa kiintoaineeton uute tuodaan kontaktiin adsorbentin
(polymeerihartsi) kanssa, johon fenoliset yhdisteet kiinnittyvat.
Kuormitus lopetetaan, kun hartsi ei endd kykene sitomaan fenolisia
yhdisteitd (“break-through™).

4. Hartsin pesu uutteessa olevista, fenoleihin lukeutumattomista, hartsiin
kiinnittyméattomista yhdisteista kuten sokerit.

5. Fenolisten yhdisteiden eluointi hartsista etanoli-vesiseoksella.

6. Fenolipitoisen eluaatin konsentrointi ja kuivaus.

Kappaleissa 4.1.1-4.1.3 esitellddn lyhyesti edelld kuvatun prosessin eri vaiheisiin
liittyvdd patenttikirjallisuutta.

4.1.1 Fenolisten yhdisteiden uutto biomassasta

Tempesta et al. (2002) WO 0217732, Bailey et al. (2002) US 20020055471
Fenoliset yhdisteet rikastetaan marjoista puristetuista happamista mehuista tai
puristekakun tai kuivatun marjan vesi-etanoliuutteesta. Uutteen etanolipitoisuus
on 0-95 % ja happopitoisuus 0,5-3 %. Happona voidaan kdyttdd esimerkiksi
suolahappoa, rikkihappoa tai etikkahappoa.

Majoie (1972) DE 1767614

Mehusaantoa puristus- tai sentrifugointiprosessissa tehostetaan soluseindmid
hajottavilla entsyymeilld, jolloin mehusaanto- ja puristekakun kuiva-ainepitoisuus
kasvavat. Menetelmi on tunnettua tekniikkaa.



Daugherty ja Tempesta (2006) WO 2006014499

Mustikkapakaste laimennettiin vedelld lisddmalld vettd noin puolet marjamaérésta.
Seos homogenoitiin ja késiteltiin pektinaasilla 40 °C:ssa 30 minuutin ajan
suspensiota sekoittaen. Seos vikevoitiin 0,5 %:ksi (w/w) rikkihapon suhteen,
kuumennettiin 45 °C:een ja sekoitettiin 15 minuuttia. Suspensio suodatettiin
dikalsiittipedin ja 25 um painesuotimen lépi.

Toisessa Daughertyn et al. patentin esimerkissd kuivattua mustikkaa uutettiin
rikkihapolla (5g/1) happamaksi tehdylld vedelld. Ensimméinen uutto tehtiin 6-
kertaisella vesiméérilla ja sitten kahdesti 4-kertaisella vesimééralld alkuperdiseen
mustikkaraaka-aineeseen ndhden, jolloin 88 % antosyaaneista uuttui. 2,3 | uutetta
suodatettiin - 30 pum polypropyleenisuodattimella. Suodatettua uutetta ja
suodattimen pesuvettd oli yhteensd 2,43 1. Antosyaanisaannoksi maééritettiin
90,9 %.

4.1.2 Adsorptioerotus

Adsorptioon perustuvat fenolisten yhdisteiden rikastusprosessit voidaan toteuttaa
joko siten, ettd fenoliset yhdisteet adsorboituvat kiintofaasiin epédpuhtauksien
eluoituessa nopeasti kolonnin ldpi, tai siten, ettd epdpuhtaudet adsorboituvat
kiintofaasiin fenolisten yhdisteiden kulkeutuessa kolonnin 1dpi. Ensin mainitussa
prosessissa, jota yleisimmin kédytetidin teollisessa valmistuksessa, erotuskolonnilla
on yleensd suurempi kapasiteetti, mutta tdlloin fenoliset yhdisteet on eluoitava
kolonnista sopivalla liuottimella, mika saattaa johtaa laimentumiseen.

Rikastus voidaan toteuttaa yksivaiheisena (lataus ja eluointi) tai monivaiheisena
(lataus, eluointi monessa osassa eri liuotinkoostumuksilla). Monivaiheisella
prosessilla tavoitellaan joko yksivaiheista korkeampaa saantoa (viimeinen eluointi
voimakkaalla liuottimella) tai adsorboituneiden fenolisten yhdisteiden fraktiointia
esimerkiksi polymeroitumisasteen mukaan.

Adsorptioprosessissa fenoleja sisédltivd nestevirta johdetaan pystyasennossa
olevaan kolonniin, johon on pakattu adsorbenttipeti. Tyypillisesti pedin korkeus
on vdhintddn 1,5-kertainen kolonnin leveyteen nédhden. Erotusprosessin
kapasiteettia voidaan nostaa kasvattamalla kolonnin halkaisijaa tai, mikéli
painehdvio ei kasva liian suureksi, kolonnin korkeutta.

Fenolisten yhdisteiden erotuksessa adsorbentti on tyypillisesti hydrofobinen
neutraali polymeerihartsi (esim. styreenin ja divinyylibentseenin kopolymeeri).
Teollisen mittakaavan prosesseissa kiintofaasin partikkelikoko on tyypillisesti
200-700 pum. Adsorptiokapasiteetin maksimoimiseksi adsorbentilla tulisi olla
suuri ominaispinta-ala ja kolonnin tehokkuuden maksimoimiseksi diffuusiovastus
adsorbenttipartikkelien sisdlld tulisi olla mahdollisimman pieni. Tdmén vuoksi
adsorbentteina kidytetddn tyypillisesti ns. makrohuokoisia hartseja, joissa on
suhteellisen  suurikokoisia  huokosia  aineensiirron  nopeuttamiseksi ja
ominaispinta-alan kasvattamiseksi. Kaupallinen hartsi “elvytetddn” valmistajan
antamien ohjeiden mukaisesti adsorptioprosessia varten. Elvytyksessd hartsi
pestddn yleensd useita kertoja emds-, happo-, ja etanoliliuoksilla, jonka jélkeen se
on valmis kuormitukseen.



Kuormitusvaiheessa fenolipitoinen neste kulkeutuu (tyypillisesti pumpattuna,
joissakin tapauksissa gravitaatiolla) kolonnin ldpi tulppavirtauksena, josta
fenoliset yhdisteet kiinnittyvdat hartsin pinnalle. Fenolisten yhdisteiden
adsorboituessa hartsiin, polaariset, ei-fenoliset yhdisteet, kuten sokeri, suolat,
orgaaniset hapot jne. eivit kiinnity hartsiin, vaan ne ovat helposti pestivissa
hartsipedistd happamalla vesiliuoksella.

Sokerien poiston jilkeen fenoliset yhdisteet eluoidaan hartsista vesi-etanoli-
liuokseen. jossa on tyypillisesti 50-95 % etanolia ja 5-50 % vettd. Eluointiliuosta
kuluu 1-12 kertaa hartsipedin tilavuus. Liséttdessd eluentin etanolipitoisuutta
90 %:iin  kolonnista uuttuu antosyaanien lisdksi hartsiin  kiinnittyneitd
proantosyanidiineja.

Yleensé hartsin toimittaja antaa suosituksia kuormitusnopeudesta, pesunopeudesta
ja pesuveden tilavuudesta sekd eluointinopeudesta ja eluointiin kiaytettdvasta
livostilavuudesta. Kuormitus-, pesu- ja eluointinopeudet sekd eri vaiheisiin
kaytettdviat livostilavuudet ilmoitetaan tyypillisesti kertalukuna hartsipedin
tilavautta kohden. Kaikki prosessivaiheet tehdddn yleensd ympériston
lampdotilassa, vaikkakin kolonnin termostoiminen esimerkiksi aineensiirron
nopeuttamiseksi on myds mahdollista. Hartsista eluoidun ekstraktin fenolisten
yhdisteiden pitoisuus voi olla 70-75 % kuiva-aineesta.

Hartseina kiytetddn kaupallisia, elintarvikekelpoisia polymeereja, jotka kestivit
satoja kuormituskertoja. Niistd patenteissa mainitaan kaupalliset hartsit Amberlite
XAD 16 ja XAD 4 (styreeni-divinyylibenzeeni, Rohm & Haas) sekd XAD 7HP —
hartsi (polyacryliesteri, Rohm & Haas). Myds SP-207-hartsia (Supelco;
Bellafonte, PA), joka on huokoinen brominoitu styreenipolymeeri, on kéytetty.
Adsorbentin runkona voi olla mydés muu polymeeri, kuten polyamidi tai
dekstraanipolymeeri (Sephadex LH 20, Amersham Biosciences).

Soulier ja Dufour (2002) US 2002018821

Kolonniin, jossa oli 25 1 Amberlite XAD 16 -hartsia, kaadettiin 70 1
mustikkauutetta. Hartsi pestiin 105 litralla demineralisoitua vettd, jonka jdlkeen
hartsiin kiinnittynyt antosyaani eluoitiin 200 litralla 40 % etanolia. Eluaatti
konsentroitiin alipaineessa 2631 °C:ssa, jossa prosessissa etanoli otettiin talteen
ja vesiliuos sumutuskuivattiin jauheeksi, jossa oli 53 % antosyaaneja.

Lang (2002) WO 0220112

20 litran Amberlite XAD 16 -—hartsikolonnia kuormitettiin 152,4 kg:lla
appelsiininkuoriekstraktia kuormitusnopeudella 20 I/h. My0s pesunopeus oli 20
I/h, ensin 40 litralla vettd, jota seurasi pesu 40 litralla 10 % etanolia. Hartsiin
kiinnittyneet flavonoidit eluoitiin etanoliliuoksella, jossa etanoliliuoksen
konsentraatio nostettiin véhitellen 95%:iin, eluointinopeudella 20 /h. Menetelmi
on analoginen marjojen fenolisten yhdisteiden adsorptiolle.

Shrikhande ef al. (2003) US 6544581

25 litraan XAD 7HP-hartsia adsorpoitiin greipinsiemenuutetta
kuormitusnopeudella 62,5 I/h. Litra hartsia adsorboi 80—100 g fenolisia yhdisteita.
Pesuvaihe tehtiin 25 litralla vettd (1 petitilavuus), jonka jilkeen fenoliset yhdisteet
eluoitiin 25 litralla 95 % etanolia nopeudella 25 I/h. Fenolipitoista eluenttia saatiin
31 litraa. Eluentista haihdutettiin alkoholi ja jd&nnds sumutuskuivattiin.
Kahdeksasta panosoperaatiosta saatujen jauheiden fenolisten yhdisteiden
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kokonaispitoisuus vaihteli 89-93 % saantojen vaihdellessa 1,7-2,4 %
ldhtdaineesta eli greipinsiemenistd. Polymeeristen fenolisten yhdisteiden osuus
fenolisten yhdisteiden kokonaismaéréstd laski kisittelyssd noin kolmanneksella
uutteeseen verrattuna.

Gourdin et al. (2005) US 2005266104

Suodatetun kiintoaineettoman uutteen méiédrd, jolla voidaan kuormittaa
hartsikolonnia, riippuu raaka-aineesta, josta se on uutettu. Mustikasta uutetusta
ekstraktista kiinnittyi litraan SP-207-hartsia 16-30 g fenolisia yhdisteité.
Pensasmustikasta valmistetusta uutteesta litraan SP-207-hartsia kiinnittyi noin 15—
45 g fenolisia yhdisteitd. Seljauutteesta puolestaan litraan hartsia kiinnittyi 15—

40 g fenolisia yhdisteitd. Uutteen kiintoainepitoisuuden ennen adsorptiota tulisi
olla alle 200 g/litra.

Daughertyn et al. (2005) CA 2554182 litraan SP-207 hartsia kiinnittyi 17 g
mustikasta uutettuja antosyaaneja. Pesuliuoksia kédytettiin 3,5 kertaa hartsin
tilavuus ja eluointiin 10 kertaa hartsin tilavuus 70 % etanoliliuosta.

Daugherty ja Tempesta (2006) WO 2006014499

Mehusaantoa parannettiin pektinaasikésittelylld. Adsorptiokolonni oli pakattu 170
ml:lla SP-207-hartsia. Kolonnia kuormitettiin 2,4 litralla mustikkauutetta.
Kolonnin hartsi pestiin 0,1 % etikkahappoliuoksella. Pesun jilkeisessé
eluointioperaatiossa 70 % etanolilla saadun eluaatin antosyaanipitoisuus oli 40 %
kuiva-aineesta 79 %:n saannolla.

Daugherty ja Tempesta (2006) WO 2006014499

Kuivattua mustikkaa uutettiin rikkihappoliuokseen. 170 ml:n hartsikolonnia
kuormitettiin 2,24 litralla fenolipitoista suodosta, jossa kiintoainetta oli 2,98 %
Kuormitusnopeus oli 2,2 ml/min. Fenolisten yhdisteiden hivikki oli 0,9 %
kuormituksessa ja pesujen jilkeen 4,1 %.  Eluoinnin jédlkeen kuivatussa
eluointijakeessa antosyaanipitoisuus oli 43 % 88,4 %:n saannolla.

Hu (2007) CN 1923891

Fenoliset yhdisteet uutettiin rypéleiden siemenistd kuumalla vedelld (95 'C),
sentrifugoitiin ja suodatettiin, minkd jdlkeen uute késiteltiin makrohuokoisella
polymeerihartsilla. Hartsi pestiin vedelld ja fenoliset yhdisteet uutettiin 40—-60 %
etanolilla. Etanolin talteenotto tehtiin 70 °C:ssa 0,4-0,6 barin paineessa. Uute
sumutuskuivattiin. Tuotteen polyfenolipitoisuus oli > 95 % ja saanto 6 %.

Hong et al. (2005) KR 2005079431

Oligomeeriset proantosyanidiinit eristettiin rypdleiden siemenistd. Fenoliset
yhdisteet adsorboitiin makrohuokoiseen polystyreenihartsiin  vesi-etanoli-
livoksesta. Haluttu oligomeerijae  voidaan eristdd monomeerisistd ja
polymeerisistd yhdisteistdi monivaiheisella eluoinnilla (10 %, 70 % ja 90 %
etanolia eluentissa).

Edelld mainittujen lisdksi patettikirjallisuudessa on esitetty monia prosesseja, joita

ei voida sellaisenaan ajatella elintarvikesovelluksiin. Niistd on kuitenkin

1oydettivissd huomionarvoisia yksityiskohtia.

e Hilton et al. (1977, US 4320009) kéyttivdt anioninvaihtohartsia (IRA-400) ja
kationinvaihtohartsia (IR-124) antosyaaniekstraktin sisdltimien ravinteiden



poistoon hiivojen kasvun ehkdisemiseksi ja tuotteen sdilyvyyden
parantamiseksi.

e Fredj ja Dietlin (1989, FR 2641283) kiyttivit polyamidiadsorbenttia
yleisemmin  kéytettyjen polystyreenin ja  polyakryyliesterin  sijaan
antosyaaniuutteen puhdistuksessa (eluenttina metanoli).

e Tempesta et al. (2002, WO 2002017732) kayttivdt bromattua hartsia, joka
aromaattisen renkaan suuremmasta hydrofobisuudesta huolimatta adsorboi
antosyaaneja heikommin kuin tavanomainen polystyreenihartsi. Néin saatiin
aikaan parempi eluoitavuus.

4.1.3 Fenolirikasteen kuivatus

Eluointivaiheen jélkeen etanolin haihdutuksesta jddnyt vesiliuos voidaan kuivata,
usein kantaja-aineen kanssa, jolloin saadaan jauhemainen jae (Nair, 2005,
US2005037130). Edellytyksend kuivaukselle on, ettd seos ei sisdlld vapaita
sokereita eikd lipidejé tai muita makromolekyylejd kuten pektiineja.

Slimestad, (2003), US2003091660

Vesiliuos sumutuskuivataan, mieluiten typpi-ilmakehdssd, 130-160 ©°C:ssa.
Sumutuskuivaimeen menevdn liuoksen kuiva-ainepitoisuus on n. 8-15 %.
Kuivauksessa voidaan apuaineena kayttdd maltodekstriinid, jota voi olla
kolmannes fenolisten yhdisteiden miéréstd. Maltodekstriinilld nostetaan kuivan
jauheen lasisiirtyméldmpdtilaa ja parannetaan siten sen juoksevuutta.

Niro AS:n konstruoimissa jirjestelmissd typpi-ilmakehd muodostaa suljetun
kierron sumutuskuivaimessa. My0ds pakkaskuivaus on sopiva kuivausmenetelma,
mutta kalleutensa johdosta sen kdyton kannattavuus on arvioitava
tapauskohtaisesti.

5 TULOSTEN TARKASTELU

Péadosa hyodyllisistd patenteista kasitteli fenolisten yhdisteiden adsorptioerotusta,
joka onkin fraktiointiprosessin  kriittisin  yksikkdoperaatio. Adsorptioon
perustuvalla uutteen puhdistuksella saavutetaan pelkkddn uuttoon verrattuna
korkeampi tuotteen puhtausaste. Elintarvikesovellukseen sopivia adsorptiohartseja
on kaupallisesti saatavilla useilta valmistajilta. Erotus on tyypillisesti
panosprosessi, ~mutta  voidaan  toteuttaa  teollisessa  valmistuksessa
jatkuvatoimisesti kdyttdmalld useita rinnakkaisia kolonneja. Usein vaikeutena on
skaalata  laboratoriomitan  adsorptioprosessi  kannattavaksi,  teknisesti
toteutettavaksi ja helposti ohjattavaksi teolliseen mittakaavaan prosessiksi.

Kuvassa 3 on esitetty tarkasteltujen patenttien ryhmittely fenolisten yhdisteiden
uuttamiseen biomassasta kéytettyjen liuotinten mukaisesti. Orgaanisilla
liuottimilla (keltainen) tarkoitetaan muita yhdisteitd kuin etanolia (esim.
etyyliasetaatti ja butanoli). Valtaosa patenteista perustuu siis vesi- tai vesi-etanoli
-uuttoon, mikd onkin elintarvikesovelluksia ajatellen valttdmétontd. Entsyymejd
(lahinnd pektinaasi) kéytetddn estimiddn uutteen geeliytymistd ja viskositeetin
kasvua.

11



12

N W A O O N ©

SFC
entsyymit
orgaaniset
vesi (neutr.)
vesi-EtOH
happo/emas

Kuva 3. Neste-kiintedi-uutossa kéytetyt liuottimet ja niiden esiintymistiheys
patenttiaineistossa.

Kuvissa 4 ja 5 on esitetty vuosittain niiden patenttien lukuméérdt, joissa
hyddynnetddn neste-neste-uuttoa, adsorptiota tai ultrasuodatusta uutteen
puhdistuksessa ja fenolisten yhdisteiden talteenotossa. Mainittu vuosiluku viittaa
patenttihakemuksen jattopdiviméadradn. Kuvista havaitaan, ettd fenolisten
yhdisteiden talteenottoon liittyvid patentteja on julkaistu 2000-luvulla selvésti
enemmin kuin aikaisemmilla vuosikymmenilld. Adsorptioerotus on selvisti
yleisempi menetelmd kuin neste-neste-uutto ldhinnd selektiivisyytensd vuoksi.
Kalvosuodatusta on kéytetty vain harvoin.

1996 1997 2001 2002 2003 2005

Kuva 4. Neste-kiinted- ja neste-neste-uuttoa erotusmenetelmdnd hyodyntdivien
patenttien lukumddrdt vuosittain.
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Kuva 5. Adsorptioerotusta (vihred) ja/tai ultrasuodatusta (punainen)
hyédyntdvien patenttien lukumddrdt vuosittain.

Kuvassa 6 on listattu adsorbenttimateriaaleja, joita patenttikirjallisuudessa on
kédytetty uutteen kasittelyssd. Polystyreeni (neutraali polymeeri) on yleisimmin
kéytetty adsorbentti. Silld on myds FDA-hyvdksyntd. Ioninvaihtoa (IEX) on
kdytetty ldhinnd suolojen poistamiseen uutteesta, eikd silld yleensd pyritd
erottamaan selektiivisesti fenolisia yhdisteitd. Sephadex on kokoeksluusiogeeli,
mutta joissakin patenteissa (kuten myos erdissi akateemisissa julkaisuissa) sitd on
kédytetty myds adsorbenttina.
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Kuva 6. Stationaarifaasimateriaalit uutteen adsorptioerotusta hyédyntdivissd
patenteissa. N/A = tietoa ei saatavilla, IEX = ioninvaihtohartsit.
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Kuvassa 7 on esitetty prosessikaavio fenoli-/antosyaaniuutteen valmistuksen
vaihtoehdoista, joissa liuottimina kdytetddn vain vettd ja etanolia. Lahtokohtana
on oletettu, ettd raaka-aineena on pakastettu kokonainen marja, josta fenoliset
yhdisteet irrotetaan ensin mahdollisimman tehokkaasti mehuun, josta ne sitten
edelleen konsentroidaan. Fenolisia yhdisteitd voidaan erottaa myds mehun
valmistuksen puristekakusta, jonne marjan fenolisista yhdisteistd jdd jopa 20-50
% marjalajista ja entsyymikadsittelystd riippuen. Puristekakussa fenoliset yhdisteet
ovat sitoutuneet voimakkaasti marjan kuitufraktioon ja niiden irrottaminen on
hankalaa ja saannot jadvit pieniksi. (VTT:n ja Kuopion yliopiston yhteistydssa
tekemait marjatutkimukset Maxfun (EU) ja Enzmarja (MMM)).

@ Kuiva
1y Kuitujae
Kuivaus || Siementen

. erotus
Sulatus Entsyymi

Siemen-

Vesi e

1 l | : |
Murskaus N Entsyymi- IN Puristus tai | Kakun |_| Puriste- Entsyymi- |—,| Puristus
késittely sentrifugointi | pesu kakku kasittely

Etanoli
Vesi
b 4 ¢
@ e e Adsorptio-_ly Etanolin || Kuivaus
suodatus tuskon- erotus haihdutus

sentrointi
"Sokeri-
liuos’

Konsentrointi
kalvotekniikoilla

Kuva 7. Fenoli-/antosyaaniuutteen valmistusprosessi.

Kuvassa 7 kuvatun prosessin entsyymikdésittelyn tarkoituksena on hajottaa
marjojen pektiini, jolloin mehusaanto paranee ja marjan fenoliset yhdisteet
saadaan irrotetuksi mehufraktioon. Jos pektiinié ei hajoteta, se aiheuttaa ongelmia
my06s adsorptioerotuksessa ja kuivauksessa. Tarkasteltavista marjoista karpalolla,
mustaherukalla ja puolukalla on korkea pektiinipitoisuus. Vaikka mustikan
pektiinipitoisuus on matala, myds se tarvitsee entsyymikdsittelyn. Mehun
puristuksessa kaytettyjen kaupallisten entsyymivalmisteiden padkomponentit ovat
soluseinid rikkovia pektinaaseja, kuten polygalakturonaasia ja pektiinilyaasia.
Entsyymivalmisteet sisdltdvat ldhes aina my0s sivuaktiivisuuksina muita
glykosidaaseja, kuten o-arabinosidaasia, [B-galaktosidaasia ja [-glukosidaasia,
jotka saattavat heikentdd esim. antosyaanien stabiilisuutta joidenkin marjojen
kohdalla. Nama sivuaktiivisuudet voivat irrottaa antosyaanin sokeriyksikon ja
hajoamisen seurauksena muodostunut yhdiste on epéstabiilimpi kuin alkuperdinen
antosyaani. Téstd seuraa mehun vidrin ja bioaktiivisuuden véheneminen.
Puristuksessa kdytettdvd entsyymivalmiste pitdd aina valita marjakohtaisesti ja
sopivan valmisteen 10ytdmiseksi sen sivuaktiivisuuksien tulee olla tiedossa.
Marjojen entsyymikasittely tehdddn n. 40 °C:n lampoétilassa ja marjan omassa
pH:ssa, vaikka ne eivdt olisikaan optimaalisia entsyymin toiminnan kannalta.
Korkeammat lampdtilat ja pH-arvot hajottavat marjojen antosyaaneja ja eivét siksi
tule kyseeseen.



Mehun fenolisten yhdisteiden saantoa voidaan parantaa kakun pesulla, mutta pesu
on optimoitava veden méérén ja saannon valilld, silld saannon parantaminen ei saa
kuitenkaan lisdtd edelleen prosessoitavan nesteen maéraa kohtuuttomaksi.

Puristuksen jidlkeen mehusta erotetaan kiintoaineet suodattamalla tai
sentrifugoimalla. Laitevalintaan vaikuttavat mehun kiintoaineen maird ja
partikkelikoko, joihin puolestaan vaikuttavat edeltdvét prosessivaiheet, murskaus
ja puristus. Suodatettu mehu konsentroidaan adsorptioerotuksen kannalta
optimaaliseen vikevyyteen.

6 JOHTOPAATOKSET

Marjojen fenolisten yhdisteiden eristiminen on teknologisesti mahdollista
teollisessa  mittakaavassa.  Prosessissa  tarvittava teknologia ja  sen
yksikkooperaatiot ovat yleisesti tunnettuja. Fenolisten yhdisteiden eristimiseen
liittyvissd patenteissa on yleensd suojattu koko prosessi uutosta kuivaukseen,
vaikkakin keksinnéllisyys on yleensd rajoittunut esimerkiksi uuttovaiheessa
kiytettdvddn liuotinkoostumukseen tai adsorptioerotuksessa kiytettavdin
adsorbenttiin. Vaikka patenteissa tyypillisesti luetellaankin laaja  kirjo
tuotefraktion kédyttokohteita (ravintolisét, vériaineet, kosmetiikkatuotteet), ei tima
esti yksityiskohdiltaan toisenlaisella prosessilla tuotettujen fraktioiden
hyodyntdmistd mainituissa kdyttokohteissa.

Vaikka selvityksen perusteella on saatu hyvd yleiskuva marjan fenolisten
yhdisteiden erottamisen teknologioista ja koko prosessista, sisdltyy prosessiin
yksikkdoperaatioita, jotka on optimoitava kokeellisesti ja simuloinnein
tehdassuunnittelun ldhtokohtien maédrittdmiseksi. Vasta sen jilkeen voidaan
arvioida prosessin investointi- ja kayttokustannuksia.

Kriittisin  yksikkdoperaatio on adsorptioerotus, jonka suunnittelun kriteereind
voidaan pitdd tuotteen puhtautta ja saantoa, eluentin kulutusta (m’/kg), ja
spesifista tuottavuutta (kg/m’/a). Jatkuvatoimisen erotusprosessin
adsorptiovaiheeseen tarvitaan kaksi tai useampia kolonneja sekd, tavoiteltaessa
korkeaa saantoa, vilisdilioitd kierrdtysvirtoja varten. Adsorptioerotuksessa
tarvitaan vikevdd etanoliliuosta, joten my0s prosessin turvallisuuteen on
kiinnitettdva erityistd huomiota.

Erotusmateriaalilta ~ vaaditaan korkeaa adsorptiokapasiteettia ja  hyvaa
eluoitavuutta, jotka ovat keskenddn ristiriitaiset ominaisuudet. Né&in ollen
erotusmateriaalin ominaisuudet on optimoitava yhdessid eluenttikoostumuksen
kanssa. Erotukseen ajettavan liuoksen konsentraatio, kolonnin kuormitettavuus,
ajettavuus ja kapasiteetti on méiéritettiva kokeellisesti. Tdmén jdlkeen prosessin
suunnittelua voidaan jatkaa matemaattisen mallinnuksen avulla.

Marjojen entsyymikasittelyn optimointi (prosessoitavalle marjalle sopivan
entsyymivalmisten valinta ja annostus) pektiinin hajottamiseksi on oleellista koko
loppuprosessin  onnistumisen kannalta. Muita kokeellisesti optimoitavia
yksikkdoperaatioita ovat puristekakun pesu, kiintoaineen erotus puristuksen ja
pesun jilkeen sekd sitd seuraava konsentrointi. Myds adsorptioerotuksen jalkeisen
nesteméiisen uutteen kuivaus vaatii kokeellista optimointia.
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/ EHDOTUS JATKOTOIMENPITEIKSI

Fenolisten yhdisteiden eristdmisprosessin tehdassuunnittelun ldhtdkohtien
médrittdmiseksi vaadittavat kokeelliset optimoinnit ja simuloinnit ehdotetaan
toteutettaviksi yritysten, VTT:n, Lappeenrannan teknillisen yliopiston ja
mahdollisten muiden tutkimustahojen kanssa yhteistyond tehtdvissda hankkeessa.
Tavoitteena on koota hankkeeseen yrityksid koko marjojen jalostusketjusta, raaka-
aineen toimittajista jakeiden valmistajiin ja loppukdyttdjiin saakka. Myds
yrityksid, joilla on osaamista prosessin yksikkOoperaatioista tai niiden
suunnittelusta, toivotaan hankkeeseen yhteistyokumppaneiksi.

VTT:1l4 on pitkdaikainen kokemus marjojen entsyymiavusteisista prosesseista ja
entsyymikasittelyn vaikutuksista marjojen fenolisiin yhdisteisiin. VTT:1ld on
myOs  hyvd  laitekanta  ja  osaamista  useimpien  erotusprosessin
yksikkdoperaatioiden pilot-mittakaavan optimointiin.

Yksikkdoperaatioista  kriittisimpdnd adsorptioprosessin  kehittdmiseen tulisi
panostaa hankkeessa. Lappeenrannan teknillisessd yliopistossa adsorptioerotusta
on tutkittu 1980-luvulta ldhtien ja kehitetty adsorptioerotuksen simulointiin
tarvittavia tyokaluja ja adsorbenttimateriaaleja.

Suomessa on kansainvélisesti vertailtuna korkeatasoista osaamista teollisen
mittakaavan  kromatografisesta  erotuksesta  (Danisco Oy, Kantvikin
tutkimuskeskus). Lisdksi insinddritoimistoista ainakin Rintekno Oy:lld on
runsaasti kokemusta kolonnierotusprosessien suunnittelusta. Kaupallisesti
saatavilla olevien hydrofobisten polymeeriadsorbenttien lisdksi tulisi selvitettdd
my0s mahdollisuus rddtiloityihin materiaaleihin, erityisesti mikéli olemassa
olevat patentit estdvit tunnettujen kaupallisten materiaalien kdyton. Finex Oy
valmistaa Kotkassa muun muassa fenolisten yhdisteiden adsorptioon soveltuvia
elintarvikelaatuisia polymeeriadsorbentteja.

Marjojen fenolisten yhdisteiden eristimiseen ja jalostamiseen liittyva
tutkimushanke korkean teknologian tuotteiden kehittdmiseksi voidaan toteuttaa
esimerkiksi  yritysryhmdhankkeena. Se  voisi sopia myds  Tekesin
innovaatioldheisen julkisen tutkimuksen hankkeessa toteutettavaksi tai Tekesin
kevddlla 2007 kiynnistyneeseen BioRefine-ohjelmaan, jossa biomassan
jalostukseen muiksi kuin energiatuotteiksi keskittyvd julkisen tutkimuksen
rahoitushaku aukeaa syksylld 2007.
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