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Sammanfattning

De Nordiska skogsbaren ar idag valdigt attraktiva pa varldsmarknaden, idag anvands blabaret
blandanat som ett ramaterial for produktion av naringstillskott, kosmetik och hélsoprodukter. Men av
de blabar som véxer i de svenska skogarna plockas bara uppskattningsvis fem procent. Det finns
darmed i Sverige en outnyttjad resurs som ar efter ar ruttnar bort i de svenska skogarna.

Syftet med denna studie var att undersdka effekten av olika extraktionsbetingelse och kunna
bestimma de optimala forhallandet mellan olika processparametrar. Detta for att maximera
extraktionen av fenoler ur presskaka av blabar. Studien syftade till att jamfora traditionell
I6sningsmedelsextraktion och extraktion med hjalp av Rotating Bed Reactor (RBR) och hur dessa tva
extraktionsmetoder skiljer sig at rent tekniskt for extraktion av antocyanin. | Studien valdes det att
fokuseras pa tre stycken parametrar dessa var torrsubstans (TS), temperatur (T) och
etanolkoncentration (EtOH).

Resultatet av studien visade pa att den korparameter som hade storst paverkan pa extraktionen av
fenoler var torrsubstans. Detta var gemensamt for de bada extraktionsmetoderna. EtOH hade ingen
signifikant paverkan for extraktionen av fenoler for den traditionella 16sningsmedelsextraktionen men
det fanns en liten signifikant paverkan for RBR extraktionen. Temperaturen skiljde sig sa att,
signifikansnivan var hogre i borjan for RBR extraktionen jamfort med traditionella
I6sningsmedelsextraktionen dar signifikansnivan var som storst vid 16 minuter.

Nyckelord: traditionell 16sningsmedelsextraktion, rotating bed reactor, Box-behnken design, nara
infrardd spektroskopi, partial least squares



Summary

The Nordic berries are very attractive on the international market. The bilberry is for instance used as
a raw material for the production of nutrition supplements, cosmetics and other health products. Of
the bilberries that grows in the Swedish forests today only five percent is collected. There is thus an
untapped resource that year after year are wasted away in the Swedish forests.

The objective of this study was to investigate the effect of various extraction conditions and determine
the optimal ratio between the various parameters and to find the best conditions to maximize the
extraction of phenols from the press residue of bilberry. The study aimed at comparing traditional
solvent extraction and extraction using Rotating Bed Reactor (RBR) and how these two extraction
methods differs technically for extraction of anthocyanins. The study focuses on three extraction
parameters. The parameters that was selected was dry matter extracted (TS), temperature and ethanol
concentration (EtOH).

The results of the study showed that the parameter with the greatest impact of extraction of phenols
was TS. This was valid for the two extraction methods. EtOH had no significant impact for the
extraction of phenols for the traditional solvent extraction, but there was a small significant effect of
EtOH for the RBR extraction. The temperature differed in the way that the significance level was
higher in the beginning for the RBR extraction method, compared to the traditional solvent extraction
where the significance level was not significant until 16 minutes.
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Introduktion

De Nordiska skogsbéaren &r véldigt attraktiva pa varldsmarknaden, inte bara som bar utan dven som ett
ramaterial for produktion av naringstillskott, kosmetik och halsoprodukter. Men av de blabar
(Vaccinium myrtillus) som véxer i de svenska skogarna plockas uppskattningsvis bara fem procent,
resten av baren blir kvar i skogen (Cederblad, 2016). Av de blabar som plockas kommersiellt i
Sverige idag gar nittio procent pa export (Lillhonga, et al., 2015). Den framsta exporten gar via
grossister till fabriker i Europa eller Kina. Dar extraheras baren och séljs vidare i pulverformat till
framst Japan dar de anvéands inom kosmetik och hélsoprodukter. Detta pa grund av blabéarets rikedom
pa antioxidanter, dar den viktigaste antioxidanten i blabar ar antocyanin (Lillhonga, et al., 2015).

Det ekonomiska vardet i de Nordiska skogsbaren ar alltsa betydligt storre an bara produktion av sylt,
saft mm. Sérskilt med en ¢kad kunskap om bérens eventuella positiva halsoeffekter (Basu, et al.,
2010). Det finns blandanat studier som visar pa att extrakt fran blabar kan forebygga cancer. En studie
gjord i Kanada har visat att tranbarsjuice har en hammande effekt pa brostcancer (Neto, 2007).
Anledningen till att blabar hade en stérre cancer hammande effekt an andra typer av bar har i studier
visat sig bero av de hdga halterna av antocyanin (Katsube, et al., 2003). Den totala halten
antocyaniner i blabar ligger mellan 550 och 850 mg/100g bar (Maatta-Riihinen, et al., 2004). Med
dessa halter &r blabar ett av de antocyanin rikaste baren figur 1.
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Figur 1. Mangden polyfenoler i olika béar (Riihinen, 2005).
Figur 1. The concentrations of chemical components in different berries



Halten antocyanin varierar dock under véxtsasongen, dar sarskilt tillgdngen pé vatten under blabarets
tillvaxtfas ar av betydelse fér produktion av fenoler (Akerstrom, et al., 2009). Andra faktorer som
paverkar halten antioxidanter ar véxtplats, tillgang till solljus och tidpunkt for plockning av blabéren
(Lillhonga, et al., 2015). Skillnaden i antocyaninhalten i baren under de olika tillvaxtfaserna ar stor
och tidpunkten for plockningen av béren &r av stor betydelse figur 2.
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Figur 2. Variation av mangden antocyanin (mg/kg farskvikt) under olika tillvaxtstadierna for blabaret
(Jaakola, et al., 2002).
Figure 2. The amount of anthocyanin (mg/kg) of fresh weight in different growth stages of bilberry

Forutom sina positiva halsoeffekter har blabar en uppskattad smak och anvands darfor ofta i olika mat
produktertillexempel sylt och juice. Vid juiceproduktion uppkommer det en restprodukt i form av
presskaka, som bestar av blabarets skal och fron. Dessa delar i blabaret har en hog halt av fenolerv
vilket leder till att juice har betydligt lagre innehall av polyfenoler &n sjalva blabéaret (Dinkova, et al.,
2014). Detta visar att det svenska blabaret inte till fullo utnyttjas. Om man hade kunnat ¢ka den
kommersiella plockningen av blabar och dessutom 6ka anvandandet av de restprodukter som uppstar
vid produktion av matprodukter hade ett mervérde uppstatt.



Mal och syfte

Detta examensarbete syftar till att med hjélp av en extended Box Behnken design (BBD) optimera
extraktion av antocyanin ur blabarspresskaka. | detta arbete jamfordes tva extraktionsmetoder. De
extraktionsmetoder som jamfordes var traditionell 16sningsmedelsextraktion och extraktion med hjélp
av Rotating Bed Reactor (RBR). | studien varieras tre parametrar enligt en design dessa tre parametrar
ar temperatur (temp(C°)), torrsubstans (TS(g)) och etanolkoncentration (EtOH)(g). Malet med
studien ar att finna den bésta extraktionsmetoden och att hitta optimala extraktionsforhallanden samt
undersoka hur och i vilken utstrackning de olika korparametrarna paverkar extraktionen av
antocyanin.



Avgransningar

Avgransningar for detta examensarbete grundar sig i optimering av extraktion av ett barsortiment i
detta fall presskaka av blabar (Vaccinium myrtillus). Studien hade ocksa kunna tillampas pa andra béar
tillexempel krakbar (Empetrum nigrum) eller aronia (Aronia prunifolia). Ett alternativ hade ocksa
kunnat vara att gora en studie pa extraktion av hela bér.

| denna studie kommer tva extraktionsmetoder att anvandas dels en traditionell 16sningsmedels-
extraktion samt en extraktion med hjélp av Rotating Bed Reactor (RBR). For dessa
extraktionsmetoder kommer tre olika parametrar att varieras pa tva nivaer, dessa tre faktorer ar
temperatur (temp(C®)), torrsubstans (TS(g)) och etanol koncentration (EtOH)(g)). Ytterligare en
maojlighet hade varit att varit att variera omrérningshastigheten for extraktionslosningen. For att detta
arbete ska ha ett rimligt antal kérningar varieras endast de tre ovanndmnda parametrarna. Dessa
parametrar kommer att varieras pa tva nivaer med centrumpunkter (CP) se tabell 1. For temperatur
kommer forsoken att géras vid 20/40/60 °C, TS kommer att koras pa 6,669/109/20g och EtOH
kommer att testas med 80g/1609/240g (20 %, 40 %, 60 %). For extraktion med RBR kommer
temperaturen att ha samma vérden som for den traditionella-ldsningsmedelsextraktionen, men for de
andra tva korparametrarna kommer begransning i volym att gora att TS och EtOH blir halften sa stor i
detta fall blir det 3,339/5g/10g for TS och EtOH kommer att testas med 409/809/120g (20 %, 40 %,
60 %).

Tabell 1 Vérdena for de tre olika kérparametrarna, dér vardet for RBR ar inom parentes
Table 1 The values for the three different runparameters, where the unique value of the RBR is within
parentheses

Parameter Niva

EtOH-vikt(%) 20 40 60
Temp (C°) 20 40 60
Vikt (g) 6,66 (3,33) 10(5) 20 (10)

I denna studie jamfordes traditionell 16sningsmedelsextraktion och RBR extraktion med malet att se
hur extraktion med de tva olika teknikerna skiljer sig ar. Det hade ocksa varit mojligt att gora en
jamforelse mellan dessa tva extraktionsmetoder och en tva-fasextraktion men for att detta arbete
skulle vara av lagom storlek gjordes en parallell studie av extraktion enligt tva-fasextraktion av en
annan student (Simon Wikstrém). De tva extraktionsmetoderna utfordes med etanol och vatten som
extraktionsmedel. Det mest anvanda extraktionslésningsmedlet vid extraktion av véxt material &r
acidifierad metanol eller aceton blandning men for extraktion till livsmedel &r en lésning av etanol
och vatten att foredra (Aaby, et al., 2013). Efter som extrakt fran blabéar i de flesta fall anvands som
kosttillskott eller liknande produkt, var etanolblandning det mest relevanta l6sningsmedlet.

Den design som anvandes i detta arbete ar Box-Behnken design (BBD), den ansags vara lamplig efter
som den gor det mojligt att analysera flera faktorer. Andra designer som hade kunnat vara
applicerbara ar Doehlert matrix, central composite design eller three-level full factional design. Box-
Behnken design och Doehlert matrix har visat sig varit ndgot mer effektiv &n, central composite
design men mycket mer effektiv an three-level full factional design (Ferreira, et al., 2007). Av denna
anledning utesléts dessa och valet foll pA BBD. | en BBD har man ocksa fordelen att extremvérdena
inte far samma vikt som de centrala delarna, alltsd kommer de extraktionsparametrar som ligger
centralt att testas fler ganger &n de yttersta.



Material och metoder

Studien utfordes pa blabérspresskaka av (Vaccinium myrtillus) som anskaffades via Kamrose
Scandinavian berries ab Nordmaling. Presskakan forvaras sedan i frys for att bevara antocyaninerna
och underlatta frystorkningen. Det forsta steget i denna del blir att rakna ut torrsubstansen (TS) for
presskakan. Det gors genom att vaga den frysta presskakan tva stycken prover kommer att tas. De tva
proverna placeras i en skal och far sedan ligga i ett dygn i ett torkskap (105 °C) sa att allt vatten
forsvinner. Efter ett dygn tas proverna ut och placeras i en exsickator dar de far kylas av i drygt en
timme. En exsickator &r torr miljo och eftersom provet ar tort kommer ingen fukt att tillféras till
miljon. Om proverna istéllet hade fatt svalna i ett vanligt rum hade den torkade presskakan kunnat
absorbera fukt och torrsubstansen (TS) hade blivit felaktig. Nér proverna svalnat vags de och
torrsubstans (TS) berédknades.

| studien anvandes fragment pa presskaka av blabar som bearbetats till ett pulver. Vid framstallningen
av detta pulver ticktes sex metallfat med fryst presskaka. Det &r viktigt att faten inte blir dverfulla
eftersom detta leder till en langsammare torkning. En lamplig méangd presskaka per fat bedomdes vara
ungefar 350g. Nar alla sex faten fyllts upp med presskaka av blabéar, placerades de i en frystork
(Edwards E2M5). Frystorken startades ca 15 minuter innan korningen for att temperaturen skulle
hinna sjunka till ungefar -45 °C. For att frystorkningen ska fungera ar det viktigt att det bildas ett
vakuum i torken sa att ingen luft kommer in i systemet. Presskakan fick sedan torka i frystorken i
knappt tre dygn torkningen ar klar nér trycket &r 0,075 mbar (temp =-50 °C).

Efter torkningen vagdes den torkade presskakan och den frystorkade vikten noterades. Varefter de ar
fardiga att bearbetas till ett pulver. Det gjordes i en kulkvarn av mérket Retsch Mixer Mill MM 400, i
denna placeras den frystorkade presskakan av blabaren i tva stycken behallare med en stalkula, dessa
tva behallare roteras sedan i 1 minut pa hastighet nitton. Efter detta steg ar blabaren fardig bearbetade
och klara for att extraheras. Fram tills extraktionen férvaras pulvret i en frysbox.

Traditionell 16sningsmedelsextraktion

Forsta steget blir att vaga upp etanol (C2HsOH) och vatten (H20), de tre olika mangderna etanol som
testades ar 80g/160g/240g (20 %, 40 %, 60 %), och den totala volymen ska totalt uppga till 400 g i
varje forsok. Tillexempel 320 g vatten vid 80 g etanol. Vatten och etanol vdgs och blandas i en E-
kolv. Dérefter véags blabarspulvret. Pulvret tillsatts till etanol och vatten ldsningen, dessa steg kommer
att ske infor varje extraktion, infor de extraktioner som ska goras vid 40 °C respektive 60 °C maste
etanol och vatten ldsningen placeras i den klimatkammare dar extraktionerna kommer att utféras for
att l6sningen ska varmas upp till ratt temperatur. Klimatkammare finns att tillga pa institutionen for
ekologi miljo och geovetenskap (EMG). Bla& bérspullvret placeras dock inte i klimatkammaren i
forvag da dessa inte behdver komma upp i 40 °C respektive 60 °C for att resultatet ska bli tillforlitligt.
E-kolven placeras sedan pa en magnetomrorare och i E-kolven placeras en mangnetloppa for att
I6sningen ska fa en jamn och konstant omrorning. Samtliga prover kommer att koras med en
omrérningshastighet pa 300 for resultatet inte ska paverkas av olika omrorning.



Ett noll prov tas ut direkt vid extraktionsstart med hjalp av fin-pipett déar provet bestar av drygt 10ml
av extraktionsldsningen, provet sugfiltreras omedelbart och placeras sedan i provrér med lock.
Samma procedur upprepas efter 8, 16, 32 och 64 minuter vid varje tidpunkt tas ca 10 ml av
extraktionslosningen. Viktigt ar att E-kolven under extraktionen tacks med ett lock eller parafilm sa
att etanolen inte dunstar (detta gors for samtliga provldsningar). Utéver dessa fem prover kommer ett
noll prov samt ett prov vid 64 minuter att tas, for att sedan skickas till Finland (Centria) for analys.
Dessa tva prover motsvarar ca femton ml av extraktionsvatska.

Rotating bed reactor

Den andra extraktionsmetoden som anvandes i denna studie var en RBR extraktion. Utgangspunkten
for denna extraktions metod var att blabarspulvret vagdes upp och placerades i en reaktor figur 3.
Sedan vagdes vatten och etanol upp. Vatten och etanol ldsningen placerades sedan i en behallare.
Eftersom att denna behéllare ar av begransad storlek halveras vatten och etanol mangden jamfért med
den traditionella-16sningsmedelsextraktionen pa grund av detta var ocksa TS tvungen att halveras.
Efter att detta var gjort sénktes reaktorn med blabarspullvret ner i 16sningen och ett lock placerades pa
reaktorn for att inte etanolen skulle avdunsta. Sedan startades RBR:en och reaktorn med blabarspulver
borjar att rotera i 16sningsmedlet. En slang pump anvénds for att pumpa runt extraktionslésningen,
fran denna slang togs prover efter 2, 4, 8, 16, 32 och 64 minuter. Proverna analyserades direkt med
NIR (Tec5) och sparades sedan i ependorfror tva stycken for varje tidpunkt. Samtliga prover frystes
sedan ner och analyserades vid senare tillfalle i en UV-spektrometer (UV-1800 Shimadzu).

Figur 3 Reaktor fér RBR och hur vattnet flédar genom den.
Figure 3 Reactor of the RBR and how the water flows through it.

NIR-spektroskopi

For matning av total fenolhalten anvéands nar-infrarod (NIR) spektroskopi. Extraktionsvatska fran
samtliga tider inom en kérning pipeteras upp och placeras i en flédeskyvett och transmittans méttes.
For att fa korrekta NIR-méatningar ar det viktigt att kyvetten fylls sa att det inte finns nagra luft
bubblor i kyvetten, for detta krédvdes cirka 5 ml av extraktionsvétska. Nar flodeskyvetten fyllts med
prov mattes NIR med TEC 5 som styrs vie en dator med mjukvaran (agrospec). | mjukvaran visas
resultaten fran NIR korningarna i form av diagram. TEC 5 mater transmittansen i vaglangdsomradet
205-2200 nm med en resolution pa 10. Vaglangderna 6ver 1805 nm utesldts senare pa grund av brus.
Denna bortselektering gjordes i analysprogrammet Evince.
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UV-spektroskopi

Utover NIR-spektroskopi genomfordes dven UV matningar pa extraktions véatska. En standardkurva
for gallsyra mattes, i det forsta momentet I6stes 0,005¢g torkad gallsyra i 10 ml EtOH i en 100 ml
matkolv. Efter att gallsyran l6sts spads I6sningen upp till 100 ml med H.O. Utifran denna spadning
gjordes sedan en standard kurva fran 1 ml upp till 20 ml av gallsyra-lésningen samt ett nollprov se
tabell 2. Fran dessa fem standard I6sningar tas 20ul med hjalp av fin-pipett, darefter tillférdes 1,58 ml
H»O och 100 pl Folin-Ciocaltru reagens. Efter att dessa steg utforts blandas I6sningarna med hjalp av
skakplatta. Sedan tillsatts 300 pl sodium carbonat och losningen skakas ater igen val. Standard
proverna far sedan sta i varmeskap i 30 minuter i 40 °C. For samtliga standard prover gjordes ett
dubbelprov medelvérdet av dessa tva anvands for faststallning av standardkurvan. Parallellt med
standardkurvan forbereds dven 2-4st kérningar av extraktionslésning. Aven hir forbereds dubbelprov
for samtliga l6sningar. Forberedelserna for dessa losningar dr densamma som for standarden men
istallet for gallsyra-losningen tillsatts 20 pl av extraktionslosningen. Efter att proverna stat i
varmeskapet i 30 minuter avlases proverna i en UV-spektrometer (UV-1800 Shimadzu) med 765nm
vaglangd. Forst kalibrerades nollproverna mott varandra, detta kan behdva goras nagra ganger for att
nollan ska stabiliseras. Efter att nollan stabiliserats lases standarden in. Nar samtliga prover fran
standarden &r matta, mats proverna med extraktions l6sning in for den traditionella
I6sningsextraktionen totalt blev detta tio stycken prover 2*5 och fér RBR extraktionen tolv stycken
6*2 efter som att dubbel prov métts. Vardena for extraktionsldsningen bor inte ligga éver standarden.
Om sa var fallet spaddes I6sningen, detta gjordes genom att 1 ml av extraktionsldsningen tas upp med
hjélp av fin-pipett, till detta tillférdes sedan H,O for att extraktionslésningens koncentration ska ligga
inom standardkurvan. Spadnings moment var inte nddvéndigt for samtliga kérningar och inte heller
samtliga prover inom en korning.

Tabell 2 Méngden gallsyra-ldsning samt vilken koncentration detta motsvarar
Table 2 The amount of bile acid solvent and the concentration this corresponds to

Mangd Iml 3ml 10ml 15ml 20ml
Koncentration  50mg/l  150mg/l 500mg/l 750mg/l 1000mg/I

Box-Behnken design

Experimentet har utforts enligt en Box-Behnken design (BBD) figur 4. Box-Behnken design (BBD) &r
en roterbar eller nastan roterbar andra ordningens design baserad pa tre eller flera nivaer av
ofullstdndiga faktorer (Ferreira, et al., 2007). Detta gor att det med Box-Behnken design (BBD) &r
mojligt att analysera de tre tidigare valda faktorerna. Totalt genomférdes femton stycken kdrningar
per extraktionsmetod, till dessa femton tillkommer sex stycken kérningar for att fa med extremvarden.
For EtOH och TS kommer dessa varden att liga utanfor sjilva boxen daremot kommer temperatur att
liga inom yttervérlden eftersom att etanol har en kokpunkt pa drygt 78 °C och att det inte pa rimligt
vis gar att fa en temperatur under 20 °C. Eftersom att designen kommer att innehalla extremvarden ar
Box-behnken designen inte l&ngre roterbar. Detta kan forklaras med en kub. En kub som bara har
ytvarden &r roterbar eftersom att punkterna hamnar pa samma stalle &ven om du roterar kubben. Om
du som i detta fall har varden som ligger utanfor kuben &r den inte langre roterbar eftersom att dessa
varden inte hamnar pa samma stalle om kubben roteras figur 4.
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Figur 4. Forenklad bild av en Box-behnken design (Pant & Chauhan, 2013).
Figure 4. A simplifeyd image of Box-behnken design (Pant & Chauhan, 2013).

Analysverktyg

De analys verktyg som har anvants for att analysera data i denna studie ar Modde version 10.1
(Umetrics) och Evince (Prediktera, Umed). Modde fungerar som ett analys verktyg for sjalva designen
och hur bra den &r. | Modde analyseras de olika responsytorna for att se hur stor paverkan de olika
korparametrarna har for resultatet av extraktion av antocyanin. | Modde analyserades ocksa samspelet
mellan olika korparametrar. Som grund for analysen i Moode anvandes vardena fran UV-
spektroskopin.

Det andra analysverktyget Evince grundar sig i vardena fran NIR maétningarna, i Evince plottas data
fran samtliga krningar och samtliga tider inom kdrningarna. | Evince delades sedan dessa plottar in i
grupper for att se olika samband mellan de olika kérparametrarna.

Som statistiskt analysverktyg anvandes Principal Components Analys (PCA). PCA &r inom statistik
ett av de mest anvénda statistiska verktygen. | detta statistiska analysverktyg anvands datareducering,
den ursprungliga datamatrisen omvandlas sedan till en uppsattning av huvudkomponenter. Denna data
reducering gor att data blir mer hanterbar och lattare att dverskada. Pa detta vis kan monster av
variation observeras inom variablerna (Hamliton, 1992). PCA &r ett multivariat analysverktyg som
analyserar datatabellen, malet ar att extrahera den viktiga informationen fran tabellen, for att
representera det som ett set av nya orthogonala variabler som kallas principal components (Abdi &
Williams, 2010). Visualiseringar av huvudkomponenter ar ett bra satt att upptacka klasser, grupper
och extremvérden inom datasetet.

Partial Least Squares (PLS) &r det andra statistiska analysverktyget i Evince. Detta statistiska
analysverktyg anvander tva data matriser for regression, X och Y. Med hjélp av PLS algoritmer hittas
komponenter i X som kan forklara s& mycket som mojligt av variationen i Y. For varje PLS
komponent berdknas en vektor (W), vilket ger den maximala kovariansen mellan X och Y
(Westerberg, u.d.).

12



Resultat

Traditionell 16sningsmedelsextraktion

Resultaten fran den traditionella I6sningsmedelsextraktionen visar att torrsubstansen ar signifikant for
extraktionen av antocyanin. Denna kdrparameter ar signifikant for samtliga extraktionstider (5st) figur
5. Vidare visa resultaten att temperatur for 0 och 8 minuter inte &r signifikant for extraktionen av
antocyanin, denna korparameter blir forst signifikant vid 16 minuter och forblir signifikant &ven for
32 och 64 minuter figur 5. Etanol har ingen signifikant paverkan férutom for 16 minuter men
EtOH*EtOH har en signifikant negativ effekt pa extraktionen av antocyanin for resterande tider.
Ovriga samspel har inte ndgon signifikant paverkan.
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0 (N=21; DF=16; R2=0,34), 8 (N=21; DF=16; R2=0,95), 16 (N=21; DF=15: R2=0,92),
32 (N=21; DF=16; R2=0,96), 64 (N=21; DF=16; R2=096) Conf. lev.=0,95

Figur 5. Kérparametrarna for samtliga provtagningstider och dess signifikansniva.
Figure 5. The runparameters for each sampling time and the significance level

Analysen med hjalp av PLS ger ett hogt R2 vid samtliga tider, R2 ligger som lagst vid 16 minuter
med ett varde pa 0,92 och som hdgst vid 32 minuter med ett véarde pa 0,96. Det hdga R2 visar pa att
modellen &r val anpassad utifran data figur 6. Q2 vardet ligger hogt for samtliga tider lagst ligger den
vid 16 minuter, det hoga Q2 vardet visar att modellen gor bra skattningar av nytt data. Dessa tva
resultat visar pa att modellen kan forklara datasetet bra. Model validity ligger for samtliga tider 6ver
0,25 vilket &r det kritiska vardet om vardet ligger under 0,25 &r felet i modellen signifikant stérre &n
det verkliga felet. Reproducibility & hoégt och visar dar med att under liknande forutsattningar ar
sannolikheten stor for att resultaten blir det samma.
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Summary of Fit - TraditionellUV (PLS)
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Figur 6. Summary of fit for fyra olika kolumner, dessa kolumner beskriver hur vél datat ar anpassat

till modellen. (R2, Q2, Model validity, Reproducibility)

Figure 6. Summary of fit for four different columns, these columns all describes how good data is

customed for the model. (R2, Q2, Model validity, Reproducibility)

Residualerna foér den traditionella I6sningsmedelsextraktionen visar att

B Rz
N c:
B mModel validity
B Reproducibility

datat & normalfordelat for
samtliga tidpunkter. Samtliga residualer ligger inom -4 och +4 standardavvikelser. Residualerna ar

slumpmassiga och normalfordelade vilket leder till ett linjart samband figur 7.
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Figur 7. Normalfordelningen for samtliga provtagningstider
Figure 7. The normal distribution for each samplingtime
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Resultaten visar att polyfenolhalten dékar med temperatur och TS. Fenolhalten 6kar &ven med 6kad
extraktionstid. Fenolhalten blir inte hogre med en 6kad etanolkoncentration, for denna parameter
ligger optimum istéllet stabilt vid ca 42 % detta galler inte vid 16 minuter da polyfenolhalten dven
Okar med 6kad etanolhalt figur 8.

Response Contour Plot - TraditionellUV (PLS)
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Figur 8. Polyfenolhalten paverkan av temperatur och etanolhalt vid (TS=10) for samtliga
provtagningstider

Figure 8. Polyphenolcontent related to temperature and ethanol concentration at (TS=10) for each
samplingtime.
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De predikterade vardena stammer for samtliga tider bra med det observerade vardena. Detta indikerar
att modellen &r bra. Det finns inga tydliga outliers for nagon av tidpunkterna figur 9.

Observed vs. Predicted - TraditionellUV (PLS)
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Figur 9. Hur val de observerade vardena stammer med de predikterade vardena for samtliga
provtagningstider.

Figure 9. How the observed values matches with the predicted values for each samplingtime.

Analys av UV maétningarna visar att koncentrationen polyfenoler 6kar med tiden. Koncentrationen av
antocsyanin blir hogre med Okad extraktionstid tabell 3. Medelkoncentrationen av fenoler for
replikaten ligger for O minuter pa 1202 mg/lI motsvarande varde vid 64 minuter var 1453 mg/l. Storst
skillnad i koncentrationen var mellan 16 och 32 minuter dar skillnaden i koncentration var 136 mg/I.
Skillnaden mellan 6vriga tider var alla mindre &n 100 mg/I.

Tabell 3. Koncentrationen fenoler vid de olika extraktionstiderna och skillnaden fran foregaende tid
Table 3. The concentration of phenols in the various extraction times and the difference from the
previous time

tid koncentration (mg/l) Skillnad i koncentration

0 1202 0
8 1219 17
16 1242 23
32 1378 136
64 1453 75
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PCA analysen visade for den traditionella I6sningsmedelsextraktionen att en vis separation for TS i
T2. Det fanns ingen tydlig separation for EtOH eller temperatur. Den tydligaste separationen for TS
kan ses for 2,1 g. Skillnaden mellan de higre torrsubstanserna ar inte lika tydlig da 24,5 g och 20 g
ligger samlade relativt tatt figur 10.
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Figur 10. Separation i t1 och t2 fér parametrarna EtOH och TS.
Figure 10. Separation in t1 and t2 for the parameters EtOH and dry matter.

Vidare analys med PCA visar pa en topp av polyfenoler vid ungefar 800 nm. Den mesta av
informationen ligger mellan 550 nm och 1300 nm figur 11.
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Figur 11. Spektra Over halten polyfenoler.
Figure 11. Spectra of the content of polyphenols.
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RBR-Extraktion

Resultaten for extraktionen med RBR visar att TS har en tydlig signifikant paverkan pa extraktionen
av polyfenoler vid samtliga provtagningar. Temperaturen ar signifikant for samtliga tider férutom 64
minuter denna faktor okar i signifikans fran 2 till 8 minuter och minskar sedan efter 8 minuter. Etanol
ar framst signifikant efter 2 minuter men &ven vid 16 minuter. Det enda samspelet som &r av positiv
signifikans ar TS*EtOH denna &r endast signifikant for 16 minuter. EtOH*EtOH ar ocksa signifikant
vid 4 av 6 provtider men &r negativt signifikant Figur 12.

Coefficients (scaled and centered) - RBR_UV (MLR)
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Figur 12. Kérparametrarna for samtliga provtagningstider och dess signifikansniva.
Figure 12. The runparameters for each samplingtime and the significance levels

Analys i Modde visar pa ett relativt hogt R2 vid samtliga tider, R2 ligger nagot lagre vid 2 och 4
minuter. Ovriga tider ligger relativt jamnt mellan dessa varierar R2 mellan 0,88 och 0,94. Det higa
R2 vardet visar pa att modellen &r val anpassad utifran datasetet figur 12. Q2 vardet indikerar att
modellen har svarare att géra skattningar for de tva tidigaste tidpunkterna och stabiliserar sig sedan pa
en hog jamn niva. Model validity ligger for samtliga tider utom 64 minuter Gver 0,25 vilket ar det
kritiska vardet om vardet ligger under 0,25 &r felet i modellen signifikant storre an det verkliga felet.
Reproducibility &r hdgt och visar dar med att under liknande forutsattningar ar sannolikheten stor for
att resultaten blir det samma figur 13.
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Figur 13. Summary of fit for fyra olika kolumner, dessa kolumner beskriver hur datat &r anpassat till
modellen. (R2, Q2, Model validity, Reproducibility)

Figure 13. Summary of fit for four different columns, these columns all describes how good data is
customed for the model. (R2, Q2, Model validity, Reproducibility)

Residualerna for extraktionerna med RBR visar att datat pa ett linjart samband och alla punkter
forutom korning 21 vid 64 minuter ligger inom -4 och +4 standardavvikelser. | ovrigt &r datat
randominizerat och normalférdelat Figur 14.
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Figur 14. Normalférdelningen for samtliga provtagningstider
Figure 14. The normal distribution for each samplingtime
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Response contour ploten visar att extraktionen av polyfenoler dkar med en dkande temperatur figur
14. Etanolhalten har en liten positiv effekt men eftersom att den bara ar signifikant positiv vid 2
minuter figur 15. FOr de 6Gvriga tiderna ar etanol inte signifikant positiv och resultatet av detta blir att
polyfenolhalten inte & maximal med ¢kad etanolhalt. Optimum for etanolhalt ligger mellan 47,5 och
55 % for tiderna 4 till 64 minuter.

Response Contour Plot - RBR_UV (MLR)
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Figurl5. Polyfenolhalten paverkan av temperatur och etanolhalt vid (TS=6,665) for samtliga
provtagningstider

Figure 15. The pollyphenolcontent is affected by temperature and ethanol concentration at
(TS=6,665) for each samplingtime.

Pa den andra response contour ploten visar resultaten att polyfenolhalten dven 6kar med TS figur 15.
Alltsa har temperatur och TS en positiv effekt pa extraktionen av antocyanin och halten polyfenoler
okar med dessa tva parametrar. Etanolhalten har jamfort med dessa ett optimum som ligger under den
hogsta nivan for denna parameter figur 16.
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Figur 16. Polyfenolhalten paverkan av temperatur och TS vid (EtOH=40) for samtliga
provtagningstider

Figure 16. The polyphenolcontent is effected by temperature and TS at (EtOH=40) for each
samplingtime.
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I PCA analysen visade resultaten att EtOH har en tydlig separering i t2, temperatur har ingen tydlig
separering. Vidare analyser visar inte pa nagon tydlig separering for évriga parametrar for RBR
extraktionen. For EtOH ar den etanolhalt som separerar mest fran de 6vriga den med 70 % EtOH figur

17.
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Figur 17. Separation i t1 och t2 fér parametrarna EtOH och temperatur
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I PLS analysen i evince framkommer de observerade vardena, dessa ligger for RBR extraktionen inte

tydligt efter regressionslinjen figur 18.
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Figur 18. Hur vl de observerade vardena stimmer med de predikterade vérdena.

Figure 18. How the observed values matches with the predicted values.
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Vidare analys med PCA visar pa en topp av polyfenoler vid ungefar 800 nm. Den mesta av
informationen ligger mellan 550 nm och 1300 nm figur 19.
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Figur 19. Spektra dver halten polyfenoler.
Figure 19. Spectra of the content of polyphenols.

Analysen av UV maétningarna for RBR extraktionen visar pa att koncentrationen fenoler okar med
tiden. Koncentrationen antocyanin kommer alltsa vara hogre vid Okad extraktionstid tabell 4.
Koncentrationen av fenoler &r lagst vid 2 minuter och hogst vid 64 minuter. Sambandet &r dock inte
linjart da polyfenolhalten &r lagre vid 8 minuter jamfort med 4 minuter samt lagre vid 32 jamfoért med
16 minuter.

Tabell 4. Koncentrationen fenoler vid de olika extraktionstiderna och skillnaden fran féregaende tid
Table 4. The concentration of phenols in the various extraction times and the difference from the
previous time

tid koncentration (mg/l) Skillnad i koncentration

2 987

4 1226 238

8 1194 -31
16 1633 438
32 1561 -72

64 1698 137
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Diskussion

Resultaten fran de tva olika extraktionsmetoderna visar framst att mangden material som extraheras
(TS) har en signifikant paverkan pa extraktionen av antocyaniner. De tva olika extraktionsmetoderna
visar ocksa att temperaturen ar signifikant for vissa av tiderna. En skillnad héar ar att temperaturen for
RBR extraktionen ar mer signifikant for de tidigaste provtagningarna framst 2 till 8 minuter, for den
traditionella 16sningsmedelsextraktionen &r temperatur istéllet endast signifikant fran 16 minuter och
framat. En anledning till detta kan vara att det tar langre tid for den traditionella
I6sningsmedelsextraktionen att komma igang. Eftersom resultaten fran den traditionella
I6sningsmedelsextraktionen visar att temperatur & mest signifikant vid 16 minuter och sedan avtar
skulle detta kunna visa pa att temperaturens signifikans ar avtagande med tiden men att den for den
traditionella l6sningsmedelsextraktionen avtar senare an for RBR extraktionen pa grund av en
langsammare process. Anledningar till att denna process ar langsammare kan bland annat bero pa
omroringsfaktorn. RBR:en har en jamnare omrdrning &ven om den traditionella
I6sningsmedelsextraktioens omrérningshastighet var konstant ar omrérningen med en magnetloppa
inte optimal. Sarskilt vid de hogre temperaturerna fick jag uppfattning att omrorningen var nagot
ojamn.

Intressant hade varit att kolla hur signifikans nivan och nar den avtar hade sett ut vid hogre
temperaturer, tidigare studier har visat att de optimala véardena for extraktion av polyfenoler fas vid
80-100 °C och vid dessa temperaturer ar en kort extraktionstid pa 4-15 minuter optimal (Aaby, et al.,
2013). Men eftersom att extraktionerna i detta arbete anvand sig av etanol var inte detta mojligt. En
annan faktor som gor att temperaturen ar av intresse ar dess paverkan pa halveringstiden for
antocyanin. Studier har visat pa att halveringstiden vid 125 °C &r sa kort som 8 minuter, vid 100 °C
och vid 80 °C mellan 62 och 128 minuter (Yue & Xu, 2008). Med denna studie som bakgrund hade
ocksa skillnaden i halveringstid mellan 20 °C och 60 °C kunna vara av betydelse, vilket skulle kunna
leda till att mangden antocyaniner minskar pa grund av nedbrytning trots att det utvinns mer
polyfenoler.

En annan faktor som da blev intressant var lagringen och ifall halten antocyaniner kunde ha minskat
sa pass mycket fran forsta korning till det sista att detta paverkar resultatet. Studier har dock visat att
antocyaniner bibehalls vl i upp till 5 manader vid frysforvaring (Pehluvan, et al., 2015). Detta borde
betyda att lagringen inte paverkat resultatet i denna studie.

Eftersom att omrorningshastigheten troligen har en paverkan pa resultatet skulle det vara mojligt att
lagga in det som ytterligare en faktor och testa olika omrorning hastigheter. Man skulle ocksa kunna
anvanda sig av samma omrérningsmetod for de tva olika extraktionsmetoderna sa att inte detta ar av
betydelse vid analysen de tva extraktionsmetoderna mellan.

I figur 12 ligger de olika staplarna Overlag inte lika jamnt som for motsvarande figur for den
traditionella 16sningsmedelsextraktionen (figur 6). Detta beror framst pa kérning nr 21, (korning nr 21
ar en extrem som har 12,27 g jamfort med den nast hogsta som ligger pa 10 g). Att denna paverkar
resultatet kan eventuellt forklaras med RBR: ens storlek, eftersom att behallaren som blabarspullvret
placeras i ar av begransad storlek var jag tvungen att fylla behallaren med mer blabarspulver an vad
som egentligen ar optimalt detta gjorde att blabarspullvret blev véldigt kompakt. Detta skulle kunna
paverka sjalva forsoket eftersom att det tar langre tid for att allt pulver ska blétlaggas.
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En annan forklaring skulle ocksa kunna vara att TS ar den faktor som &r mest signifikant och att
modellen utifran de andra TS vardena underskattar denna korparameters signifikans och darfor skattar
dessa varden daligt.

Om man jamfor de tva olika extraktionsmetoderna sa har den traditionella I6sningsmedelsextraktionen
en hogre koncentration vid 0 minuter jamfort med 2 minuter for RBR extraktionen, For 8 minuter &r
koncentrationen jamn dar efter ligger RBR extraktionen hogre vid resterande tider tabell 3 tabell 4.
Om man da aterkopplar detta resultat fran hur signifikansen for de tre kdrparametrarna sag ut sa ar
temperaturen framst signifikant vid 8 minuter for RBR extraktionen det &r ocksa mellan 8 och 16
minuter som den stora skillnaden i koncentration (mg/l) intraffat efter det &r skillnaden mellan valdigt
liten. Ur ett ekonomiskt perspektiv hade alltsa en optimal extraktion varit en RBR extraktion som
upphor efter 16 minuter. Anledningen till att koncentrationen ar hogre vid 0 minuter fér den
traditionella 16sningsmedelsextraktionen jamfort med 2 minuter for RBR extraktionen kan eventuellt
bero pa att vattnet maste floda genom sjalva reaktorn. Detta kan gora att det tar langre tid innan
extraktionen kommer igang.

Nagot som var forvanande for bada extraktionsmetoderna var att etanolhalten inte var signifikant
positiv. | tidigare studier géllande extraktion av antocyanin ur svartvinbar visade sig namligen den
optimala etanolhalten ligga pa 60 % (Cacase & Mazza, 2003)
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