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Forord

Intresset for biokemi och bioteknologi har vuxit under de tre ar som utbildningen till
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gora ett forsok med farska bar under vinterhalvaret och under sa kort tid som 15 hégskolepoang.
Malgruppen for arbetet ar vidare forskning samt féretag som jobbar medexport av blabéar. Kanske
finns det nagot i detta arbete att tdnka dver som entreprendr? Eller finns det nagot att arbeta vidare
pa? Ett stort tack till alla som stottat mig under examensarbetes gang. Tack till Marie Olsson for ett
tydligt och handfast handledarskap samt for anordning av kontorsplats, vilket underlattade mycket.
Tack till Karl-Erik Gustavsson for all hjalp och talamod i laboratoriet. Tack till Sofia Roos som under sin
praktikperiod assisterat mig under en storre del av det praktiska forsoket. Tack till Fredrik Reslow
som stottat mig under skrivarpauserna med fika och té och tack till min mor Marian Saers, som tar
flyget till Malmo fran Stockholm for att bjuda pa blabarspaj vid redovisningen. Jag vill dven tacka
sponsor Alxandre Neves, Everfresh, for alla lador med blabar som gick at under férsoket.

Carina Oberg

Alnarp, 2013-03-12



SAMMANFATTNING

Blabar ar en naturlig kalla till antioxidanter, bland annat antocyanin. Antocyanin ar ett pigment som
bidrar till biomedicinska funktioner som férbattrad syn, forbattrat minne, skydd mot hjart- och
karlsjukdomar samt andra halsoeffekter. Idag finns en stor marknad for blabarsextrakt, dar bland
annat antocyanin pa piller sdljs som halsokostmedel. Forsoket syftar till att underséka om olika
vaglangdsomraden kan 6ka ackumuleringen av antocyanin hos V. corymbosum av sorterna ‘Duke’
och ‘Legacy’. Blabar har LED-belysts med blatt-, rott- samt UV-ljus under olika exponeringstider och
med olika ljusintensitet. Halften av blabaren som ingick i forsoket lagrades efter ljusexponeringen.
Blabaren frystes och antocyanin extraherades med surgjord metanol. Koncentrationen av antocyanin
bestamdes med spektrofotometer. Resultatet visar att réd/bla-ljusbehandling under 48 timmar utan
lagring, gav en 6kning av antocyanin med 21,8 procent hos blabarsorten ‘Legacy’. Aven ‘Duke’ gav en
okning av antocyanin med 15,1 procent.

ABSTRACT

Blueberries are a natural source of antioxidants, including anthocyanin. Anthocyanin is a pigment
that contributes to biomedical features like improved vision, improved memory, protect against
heart disease and other health aspects. Today there is a large market for bilberry extract, which
includes anthocyanin in pills sold as health food supplements (health food resources). The
experiment aims to investigate whether different wavelength regions can increase the accumulation
of anthocyanin in V. corymbosum varieties ‘Duke " and "Legacy’. Blueberries where treated with LED-
light to different exposure times and with different light quality namely blue-, red- and UV-light as
well. Half of the tested blueberries were stored after treatment. The anthocyanin was extracted with
acidified methanol while the blueberries where frozen. The concentration of anthocyanin was
determined with a spectrophotometer. The result shows that the 48 h red/blue-light without storage
treatment on "Legacy’, increased the anthocyanin with 21, 8 percent. For the variety ‘Duke’ the
increased level of anthocyanin was 15, 1 percent.
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1. Introduktion

1.1 Bakgrund

Blabarsslaktet (Vaccinium) ingar i familjen Ericaceae och har omkring 450 olika arter (Naturhistoriska
riksmuseet 2004). | Sverige finns fa arter och de vanligaste ar blabar (V. myrtillus), lingon (V.vitis-
idaea) och tranbar (V. oxycoccos). Det europeiska blabaret (V. myrtillus) vaxer vilt och amerikanska
sorter som highbush (V. corymbosum) har selekterats fram (Kalt et al. 1999). Lowbush (V.
angustifolium)ar liksom det europeiska blabaret en vild art.

Intresset for det vildvdaxande europeiska blabaret, V. myrtillus, startade redan pa 60-talet med det
italienska foretaget Idena och deras forskning kring antocyanin. Det var har som en marknad kring
blabarsextrakt startade och med tiden medférde konkurrens fran bade USA och japan (Uddstal
2013). Idag sker den storsta produktionen av blabarsextrakt i Kina. | Japan sker viss produktion av
blabarsextrakt och en intensiv marknadsforing har skett eftersom blabar anses medféra positiva
halsoegenskaper som bland annat férbattrad syn. | Sverige transporteras 80 % (Uddstal 2013) av de
vilda bar som plockas kommersiellt, till bland annat Japan for extraktion och utvinning av antocyanin
som stoppas i piller och saljs pa burk. Sammanlagt produceras 150-200 ton pulver varje ar men ingen
produktion sker i Sverige. Dock finns viss produktion i Finland, Danmark och Tyskland. Det ar antalet
olika antocyaniner hos blabar som betalar sig pa markanden. Till skillnad fran de amerikanska
sorterna, V. angustifolium och V. corymbosum (13 stycken), har V. myrtillus ett storre antal olika
antocyaniner (15 stycken) och ar darmed mer eftertraktad. Tidigare har blabarsprodukter salts
baserad pa tro om hélsoegenskaper. Idag finns studier som pavisar medicinala effekter.

Antocyanin har en antioxidativ status och kan ge forbattrad syn, battre halsa i urinvagar och
forbattrad halsa i huden (Zafra-Stone 2007). Bevis finns for att antocyanin har halsoegenskaper som
skyddar mot hjart — och karlsjukdomar, cancer, neurodegenerativa sjukdomar som demens och
Parkinson och mot diabetes typ Il. Andra biomedicinska funktioner som antocyanin fran bar har visat
indikation pa positiva halsoeffekter som inflammatoriska responser, aldersinducerad oxidativ stress
som kan ge storning i hjarnfunktioner som kordination, balans eller korttidsminne (kognitiva och
neurologiska hjarnfunktioner) och 6gonens hélsotillstand som bland annat mérkerseende etc. Vid en
finsk humanstudie visades signifikanta halsoeffekter vid dagligt intag av antocyaninrika bar som
blabar, lingon, svart vinbar, jordgubbar, hallon och aronia. Fordelaktiga férandringar hos funktionen
av trombocyter (blodplattar), HDL kolesterol och blodtryck pavisades ndr 72 man och kvinnor
regelbundet intog tva portioner bér, daribland en stor mangd blabar, dagligen under 8 veckor. |
ovrigt har flest studier gjorts via djurforsok for att se eventuella hilsoeffekter som antocyanin i
blabar kan ge. | en studie reducerades blodsockernivan samt 6kade insulinkédnsligheten hos maoss
med diabetes typ Il (Takikawa et al. 2010). Flavonidrik mat, daribland antocyanin, visar starka
samband med forbattrat aldersrelaterat spatialt minne samt inlarning och kan involvera, till viss grad,
morfologiska forandringar i nervceller (Rendeiro et al. 2012)



1.2 Antocyanin — en pigmenterad flavonoid

Antocyanin (grek. A’'nthos = blomma, Cy‘anus =bla) ar en pigmenterad flavonoid som ger fargerna
rod, lila, bla och rosa till vaxtvavnad (Iseborg 2009; Taiz et al. 2012). Flavonoider &r en stor grupp
fenoler med C6-C3-C6 struktur som bas vilket menas att tre kol binder samman tva
bensenringar(Raven et al. 1999). Flavoner och flavonoler ar ofta farglosa @mnen tillhdrande
flavonoiderna som kan bilda komplex (eng. co-pigmentation) med antocyanin samt metalljoner och
darmed ge uttryck for intensivt bla farg at blommor och frukt. Fenoler ar en stor grupp amnen vilka
har en hydroxylgrupp (-OH) bunden till en bensenrings kolatomer och gruppen representeras i alla
typer av vaxtvavnader.

Antocyaniner ar, forutom en pigmenterade flavonoider, dven en glykosiderade antocyanidiner (Taiz
2012). Antocyanidiner &r sa kallade antocyanaglykoner, vilket innebar att antocyanidinmolekylen har
tappat sin sockergrupp genom hydrolys. Antocyanin ar ett instabilt pigment nar det har isolerats, och
det degraderas latt (Castafieda-Ovando et al. 2009). Stabiliteten paverkas av metalljoner, andra
flavonoider, enzymer och proteiner, syre, ljus, koncentrationen, den specifika kemiska strukturen,
lagringstemperaturen och pH. Antocyanidin har uppmatts i koncentrationer fran 0,01 % till 15 % av
torrvikten hos olika vaxtmaterial (Goodwin & Mercer 1972). Antocyanin dr den mest konjugerade
formen av flavonoiderna och beroende pa pH sa kan @mnet existera i varierade strukturer (Dey &
Harborne 1997). Vid pH 4-6 sker hydrolys (en bindning bryts i reaktion med vatten) av antocyanidin
vilket bildar en farglos carbinol (dven kallad metylalkohol eller metanol). Vaxters vakuoler har
generellt pH 4-6 vilket dr en miljé dar antocyanidin ar ostabil. For att skydda antocyanidin mot
hydrolys sker co-pigmentering (en farglés substans som binder till antocyanidin och darmed paverkar
pigmentet). Exempelvis bildas en intermolekyldr co-pigmentering (kemisk bindning mellan molekyler)
med en annan firglés substans som flavonol, eller flavonglykosid. Aven intramolekylér co-
pigmentering (kemisk bindning mellan atomerna inom samma molekyl) med aromatiska acylgrupper
(kemisk funktionell grupp) kan ske.

Antocyanin ar lokaliserad till vakuolen hos alla terrestra vaxter, samt i alla typer av vdvnader som
epidermis, olika typer av rotter, hypokotyl och coleoptil, stam, frukt, blommor, blad, grundvavnad,
vaskular vavnad etc. (Haiter & Gould 2009). Fargamnet kan utvecklas varierande och ses enhetligt,
som rander eller som prickar. Den troliga funktionen &r att antocyanin verkar som respons pa
abiotisk och biotisk stress som extrem temperatur, torka, ozon och patogenangrepp. Troligtvis
skyddar antocyanin mot skadlig ljusstralning (kortvagig ljusstralning som UV-ljus) och ddrmed
fotoinhibition vilket kan skada reaktionscentrat i fotosystem I, antennpigment och
elektrontransportbarare, vilket i sin tur ger skada pa tylakoidmembranen. Blad med antocyanin tar
upp mindre ljus an de grona respektive gula delarna av bladet vilket kan indikera pa att ljusenergin
inte vidarekopplas till kloroplasterna. Att frukter ar fargade av antocyanin kan vara ett satt att
attrahera fodosdkande djur som bidrar till frospridningen.

Blabar i allmadnhet har hog halt av antocyanin (Kalt et al. 1999). Det europeiska blabaret (V. myrtillus)
innehaller antocyanin i bade skal och fruktkétt, medan de amerikanska arterna generellt har
antocyanin i skalet. Nar antocyaninhalten analyserades hos olika genotyper inom V. myrtillus, V.
corymbosum respektive V. angustifolium visade europeiska blabaret hogst halt av antocyanin (Kalt et
al. 1999). Dock varierade den totala halten inom arterna och genotyperna.



1.3 Ljusexponering och lagring

LED-ljus (light emittied diode) ger monokromatiskt ljus vilket innebar en specifik vaglangd och farg,
med undantag for vitt ljus som ar en blandning av olika vaglangder(Schissler & Bergstrand 2009).
Ljusspektrumet kan varieras genom att olika dioder med monokromatiskt ljus, sammansatts i en
armatur. Lysdioder innehar inte nagon tungmetall vilket &r positivt ur en miljéaspekt. Dioderna avger
varken IR- eller UV-ljus utan verkar endast inom synligt ljusspektrum, samt avger ingen
stralningsvarme under ljusbehandlingen vilket innebér ljuskallan kan placeras néra vaxter i
begrdansande utrymmen. Den varme som uppkommer leds ut pa diodens baksida. LED-tekniken anses
dessutom vara energisnal och effektiv gdllande konverteringen fran elektricitet till ljus.

Olika vaglangder av synligt ljus kan anvdndas for att eventuellt 6ka antocyaninhalten i skalet hos bar
och andra vavnader av vaxtmaterial. Dock visar litteraturen varierande resultat, bade med- och utan
effekt. Litteratur angaende LED-ljus och dess effekt pa antocynin hos blabar ar knapp. Dock finns
information att tillga kring UV-ljus, annan ljusteknik och andra vaxtmaterial som behandlats. Tidiga
studier fran 1985, med hjalp av bland annat xenon-lysror, visade viss effekt pa
antocyaninackumulering i dppelskal efter UV-ljusbehandling tillsammans med vitt ljus (Arakawa et al
1985). Appelskalet tvattades med 0,3 M sukros och placerade pé filterpapper med destillerat vatten
och tacktes sedan med PVC-plast. Skalen belystes med hjalp av fluorescerande ljus under 72 timmar:
UV + vitt ljus, endast vitt ljus, UV + Rott ljus, UV + blatt ljus, endast UV-ljus (absorbanstopp 312 nm),
Rott + BIatt ljus, endast rott (660 nm) samt endast blatt ljus (460 nm). Studien visade att rott ljus
tillsammans med UV-ljus gav en synergieffekt och en viss 6kning av antocyanin. Kombinationen av
blatt och rott ljus var inte lika effektivt som interaktionen mellan rétt- och UV ljus. Hogst
ackumulering gav UV- och vitt ljus.

Aven rétt och blatt ljus kan ge effekt pa antocyaninproduktionen hos bar. Amerikanska
tranbarsplantor med bér pa, belystes med bland annat rott ljus fran 40 w lysror, vilket ljuset
filtrerades igenom en fargad plastskiva (Zhou et al. 2002). Aven morkrétt (eng. far-red), vitt- och
solljus testades for att se om bland annat en antocyaninackumulering skett. Nio olika sektioner av
tranbarsbuskar med varierande mognad gavs olika behandlingar med solljus, vitt-, morkrott, rott-,
rott till morkrott, gront-, lang respektive kortvagigt UV-ljus (254 nm, 365 nm). Den sektion som gavs
rott- och morkrott ljus, belystes 30 min under olika dagar och holls dvrig tid i morker. Baren
plockades efter 8 dagars behandling och mixades i surgjord metanol, lagrades i kyl under en natti 4
°C, for att sedan analyseras med HPLC. Bar som férvarats morkt hade samma antocyaninhalt som de
prov vilka inte hade ljusbehandlats. Halterna 6kade i alla grupper av ljusbehandlingar. Resultatet fran
studien visade att rott ljus gav hogst respons pa antocyaninackumulering. Analys av olika delar av
vaxtmaterialet visade att antocyanin ackumuleras i skalet hos baren.

LED-ljus anvandes fore skord i en studie med vindruvor dar blatt ljus (460nm) och rott ljus (640 nm)
belyste rankorna i 15 timmar per dygn under fem dagar (Azuma et. al 2012). Resultatet visade att de
belysta druvorna hade hogre halt av antocyanin 6verlag, men att blatt ljus gav hogst ackumulering.
LED-ljus anvandes dven for att belysa vindruvor av sorten ‘Gros Colman’ efter skérd (Kataoka et al.
2004). Druvorna steriliserdes och placerades i petriskalar med 0,4 M sukros och LED-ljusbehandlades
med specifika vaglangder av synligt ljus (20 pmol m 2 s™i en Idda 20x20x20 cm), diffust solljus, vitt -
och UV ljus fran lysror (352 nm) under 72 timmar. Antocyaninhalten 6kade under alla typer av ljus,
men studien visar att korta vaglangder (blatt ljus — UV ljus) gav storst effekt pa den 6kade
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antocyaninhalten. Sammanfattningsvis visar tidigare studier att férhallandevis lagre ljusintensitet och
langre exponeringstid ger effekt pa antocyaninkoncentrationen.

Att lagra de ljusexponerade baren kan vara intressant da ett antagande ar att biosyntes av
antocyanin kan ha en viss laggtid mellan ljusstimuli och optimal ackumulering. Att dessutom lagra
baren i en temperatur dar barens metabolism ar lagom hog for att syntes av antocyanin ska vara
optimal, ar intressant att underséka. | en studie angaende UV-belysta bordsvindruvor sags en viss
okning av antocyanin under lagring i 0 °C, men halterna sjonk darefter till de initiala nivaerna efter
druvorna forflyttats till 15 °C i fem dagar (Cantos et al. 2000). Det hela resulterade i att UV-
behandlade druvor inte visade nagon effekt pa anthocyanin halten da kontrollen likasa hade en
Okning av antocyanin. Blabar som lagrats och analyserats utan nagon ljusbehandling har visats sig
kunna ge en viss 6kning av antocyanin. Highbush blabar (V. corymbosum) och lowbush (V.
agustifolium) lagrades i 0, 10, 20, och 30 C° i upp till 8 dagar for att sedan analysera barens
antioxidantkapacitet (Kalt et al 1999). Aven andra bar har analyserats som jordgubbar (Fragaria X
ananassa) och vinbar (Rubus ideaus). Jordgubbar och vinbar visade en 6kning av antocyanin efter
lagring, medan blabar inte visade nagon skillnad i 6kning av antocyanin. Lowbush blabar (Vaccinum
agustifolium) av klonerna ‘Blomidon’, ‘Fundy” och "Cumberland’ lagrades under tva veckor i 1 C° och
visade en 6kning av antocyanin med 18 % (Kalt & McDonald 1996). Baren hade da delats in i tre
grupper beroende pa mognad baserat pa storlek och farg. Halften analyserades direkt efter skord,
medan resterande lagrades i kartonglada med ventilerande plast 6ver.

1.4 Syfte och hypotes

Forsoket syftar till att underséka om olika vaglangdsomraden kan 6ka ackumuleringen av antocyanin
hos V. corymbosum efter skord.

Hypotesen ar att olika vaglangder av ljus (ljuskvalitét) har olika inverkan pa biosyntesen av
antocyanin i vaxtvavnad och darmed pa koncentrationen av antocyanin. Férsdket besvarar
fragestéallningen om ljuskvalitet kan ge effekt pa antocyaninkoncentrationen hos buskblabar, om hog
ljusintensitet under kort tid kan leda till en hégre halt av antocyanin jamfort med kontrollprovet eller
om en lagre ljusintensitet under langre tid ar mer effektfullt. Férsoket besvarar dven fragan om
ackumuleringen av antocyanin fortsatter under lagringen.



2. Material och Metod

2.1 Forsoksupplagg

Med tanke pa tidigare studier som behandlat ljuskvalitets effekt pa antocyaninkoncentration i olika
vaxtmaterial, valdes réd-, bla- och UV-ljus som olika vaglangder att testa.

Forsoket utfordes med LED-lampor och UV-lampa i omslutande Iada (Chromato-Vue, 220 Volts 50
CYC. Mod.no. C5 Amps. 2,0, UltraViolet prod., Inc. San Gabriel. Carlif.)Blabaren belystes med olika
ljusspektra: blaljus 456 nm, 160 umol m 2 s och blaljus 456 nm, 400 umol m 2 s, rédljus 662 nm +
blaljus 456 nm 160 pmol m > s och rédljus 662 nm + blaljus 456 400 umol m s samt UV-ljus: 280-
315 nm. Ljusexponeringen skedde under olika tidsperioder (0,5 timmar till och med 72 timmar) och
med olika ljusintensiteter (160 och 400 pmol m  s). Halften av alla prover lagrades under fem dagar
i kylskap (+5°C) i transparanta platsburkar. Samtliga prover frystes for att extraheras och analyseras
med spektrofotometer i omgangar (24 prov/analys). Férsokets utfordes pa tva olika sorters blabér,
‘Duke’och ‘Legacy’. Utférandet med respektive sort skedde med en veckas mellanrum.

Tiden for forsoket var februari vilket medforde svarigheter att finna svenska, farska blabar pa
marknaden. Vid telefonkontakt med bargrossist (Neves A., Everfresh) kom det till kinnedom att
spanska- eller marockanska odlade buskblabar fanns att tillga pa markanden i liten mangd, vilket
skulle vara det mest farska materialet att anvanda. Dock var det tidigt pa sdsongen och endast
chilenska blabar av highbush sorterna ‘Duke’ och “Legacy’ var mojliga for grossisten att képa in vid de
tva tillfallen som forsoket dgde rum. Dessa blabar hade fraktats med fartyg till Holland och packats
fran bulk till sma lador, transporterats med lastbil till grossist i Helsingborg och till sist transporterats
med bil i kylboxar till laboratoriet i Alnarp. Storre delen av tiden hade baren forvarats i ULO-lager
(Ultra Low Oxygen).

2.2 Tillvdgagangssatt

Blabar vagdes upp och storlekssorterades, 6 stycken bar med totalvikt 10 gram + 0,150 gram, for att
fa sa enhetliga prover som mojligt. Eftersom antocyanin ar beldget i skalet hos valda sorter bor bade
vikt och antal blabar vara detsamma till varje prov. Tre paralleller per prov ljusbehandlades enligt
Tabell 1. Forsoket utfordes tva ganger, en gang for ‘Duke’ och en gang for ‘Legacy’. Blabaren
placerades under tva olika LED-kluster (totalt 90 lysdioder per kluster). Ett kluster som innehdll
rodljus + blaljus (8:1) 456 nm, 160 umol m s och 456 nm 400 umol m och ett kluster med endast
bl&-ljus 456 nm, 160 pmol m s och 456 nm 400 pmol m . Armaturen var upphéngd i en bur med
omslutande svart plast runt. Buren var placerad i ett konstantrum med 18°C. Bar placerades ocksa
under UV-lampa i omslutande lada (Chromato-Vue, 220 Volts 50 CYC. Mod.no. C5 Amps. 2,0,
UltraViolet prod., Inc. San Gabriel. Carlif.). Ljusintensiteten, mattes med ljusmatare (Delta OHM,
Quantum sensor 400nm-700nm, LP 471) i de burar med upphangda LED-lampor. Dock saknades
utrustning for att mata exakt ljusintensitet i UV-ljus. Ljusbehandlingarna varierade i tid och
ljusintensitet. Totalt var det atta olika ljusbehandlingar som testades. Halften av de ljusexponerade
baren stoppades direkt i falkonrér (50 ml) och frystes ned till - 80°C. Resterande prover lagrades
under fem dagar i kylskap (+5 °C) innan nedfrysning. Totalt gav ett férsok per blabarssort, 48 prov
(3*16) + kontroller.

Blabarsorten ‘Legacy’ har tva kontroller varav ingen av kontrollerna har utsatts for ljusexponering.
‘Legacy’s ena kontroll, (Kntr+Lag), placerades bredvid burarna, omsluten i svart ventilerande plast.
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Kontrollprovet fick morker behandling i 72 timmar samt lagring i fem dagar, med samma
temperaturer som 6vriga behandlingar. Ovriga kontrollprov frystes direkt vid ankomst till
laboratoriet. Syftet med att ha tva kontroller ar att se om eventuell degradering- eller ackumulering
av antocyanin sker, trots utebliven ljusexponering.

Ljuskvaliét Exponeringstid Ljusintensitet
(nm) (h) (umol m 25
UV (280-315) 0,5, lagring 0 dygn -

UV (280-315) 1,5, lagring O dygn -

BIa (456) 48, lagring 0 dygn 160

BIa (456) 72, lagring O dygn 160

Rod + Bla 8:1 (456+662) 48, lagring 0 dygn 160

Rod + Bla 8:1 (456+662) 72, lagring 0 dygn 160

Hog ljusintensitet Blaljus (662) 4, lagring 0 dygn 400

Hog ljusint. Rod + Bla 8:1 4, lagring 0 dygn 400
(456+662)

UV (280-315) 0,5 + lagring 5 dygn -

UV (280-315) 1,5 + lagring 5 dygn -

B3 (456) 48 + lagring 5 dygn 160

Bla (456) 72 + lagring 5 dygn 160

Rod + Bla 8:1 (546+662) 48 + lagring 5 dygn 160

Rod + Bla 8:1 (546+662) 72 + lagring 5 dygn 160

Hog ljusintensitet Bla (662) 4 + lagring 5 dygn 400

Hog ljusint. Rod + Bla 8:1 4 + lagring 5 dygn 400
(456+662)

Tabell 1. Totalt var det dtta olika ljusbehandlingar som testades under olika tider och olika ljusintensiter. Hdlften av de
ljusexponerade bdren lagrades under fem dagar i kylskdp (+5°C). Métinstrument fér att méta UV-ljusets ljusintensitet
saknades.

Forhdllandet mellan réd- respektive bldljus dr 8:1.

Totalt gav ett férsok per blabérssort 48 prov

(3 * 16) + kontroller.
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Figur 1. Spektralférdelningskurvorna visar LED-ljusets spektrala strdlningstoppar fér blatt- respektive rétt ljus. Blatt ljus har
spektral topp vid vid 456 nm och rétt ljus vid 662 nm.

BLOO = BIgtt ljus

REOO = Rott ljus

Kdlla: Bergstrand 2012

Efter ljusbehandling, eventuell lagring och nedfrysning, extraherades proverna enligt den sa kallade
”blatandsmetoden” med modifikation. Vid extraktionen av ett prov (6 blabar 4 10 gram) pipeterades
20 ml surgjord metanol (CH;OH + 2 % HCI 12 M) i 50 ml falkonrér tillsammans med de frysta
blabaren. Provet mixades med Turrax-mixer (TP 18/10 220 V~170 W 20 000 UpM) i 60 sekunder och
roren placerades med lock pa is i en kylvaska tills 24 prover var forberedda. Samtliga prover
placerades pa skakbord (430 S/N 18508-16 115V 50/60 Hz 1,0A 1 PH, Forma Scientific, Inc. USA)
under tva timmar i 2°C. Proverna placerades sedan i rumstemperatur for sedimentering under 15
minuter.

For att undvika for stora skalfraktioner pipeterades 1,5 ml vatska fran évre delen av proven till
mikroror och centrifugerades i tre minuter pa 13 000 varv i 4 °C (dven 10 ml pipeterades till rér som
sparades och frystes in infor HPLC analys). Efter centrifugering spaddes proverna med surgjord
metanol (1:101) genom att 2,5 pul provvatska och 2,5 ml surgjord metanol pipeterades till plastrér och
blandades. Av utspadningen pipeterades 1 ml och fylldes i glaskyvett fér matning av absorbans (A) i
spektrofotometer (Cary 50 BIO), 530 nm.

Utvalda prover som indikerat h6jning av antocyanin fran bada blabarssorterna anvandes for analys
med HPLC (1260 infinity, Agilent) fér att bestdamma koncentration samt antal antocyaniner. For varje
prov pipeterades 1,5 ml provvétska till mikrorér och centrifugerades 8 minuter, 11 000 varv/minut,
4°C, for att fa bort stora fragment och sedan pipeterades 700 pl till HPLC vialer.
Antocyaninkoncentrationen i bldbar mattes med spektrofotometri, och for att bestimma
proportionerna av olika typer av antocyanin som forekom anvandes HPLC-analys.



Delfinidin-3-glukosid dr den antocyanin anses férekomma i hogst koncentration hos blabar och
berdkningsdata anvands darfor utifran denna. For att fa en god uppfattning om koncentrationen av
antocyanin gors forst ett extrakt av blabar tillsammans med surgjord metanol (2 % HCL + MeOH) och
mats med spektrofotometer vid vaglangden 530 nm.

Totalt antocyaninnehdll berdknas i mg/kg friskvikt (Fw) enligt:

[me/kg Fw = (A/ €)*L* Mw*(V/Wt)*100 % * 10 000

A= Absorbansen Wt = Provvikten (g)
€= Molar absorptivitet UF = Utspadningsfaktor
L= Kyvettens ljusgang i cm. Delfinidin -3 o-glukosid

Normalt 1. Mw: 518,5 g/mol

_ ) o & 29000 M™ *em™

Mw = Molekylvikten for Delfinidin-3- A mits vid 530 nm

glukosid V: 0.04
V= Slutvolym (1) wt: 108

Blabarssorten ‘Duke’ har berdknats med 10 gram provvikt (Wt) som genomsnitt medan ‘Legacy’ har
anpassats efter verklig provvikt (provvikt efter ljusexponering eller lagring). Anledningen till att
metoden skiljer sig mellan sorterna var att torrvikten (Ts), som skulle bestdmmas efter
ljusexponering genom frystorkning av baren, visade sig inte fungera. Vid frystorkning av hela blabar
avges inte all fukt och eventuella viktminskningar kunde darmed inte bestdmmas med frystorkning
som metod.

Resultaten (A) fran spektrofotometerin presenteras i staplar (medelvardet av trippelprov) med
standardavvikelse och P-varde for att se avvikelser och signifikanta skillnader. All data berdknas i
Excel och Mini-tab.

Standardavvikelse redovisar hur mycket trippelproven avviker fran medelvardet. Vid spridda resultat
visas en hog standardavvikelse medan jamna resultat visar en standaravvikelse nara medelvardet.
P-vardet ger indikation pa om nollhypotesen kan férkastas eller ar sann. Vanligtvis férkastas noll-
hypotesen om p-vardet ar mindre an 0,05 (mindre ar 5 %).




3. Resultat

Hogsta koncentrationerna av antocyanin (mg/kg friskvikt) fran respektive ljusbehandling och sort
presenteras i varsitt diagram och jamfors med kontrollen. For att bestamma koncentrationerna av
antocyanin har spektrofotometri anvants. For att rakna ut koncentrationerna har en formel anvants:

[(A/ €)*L* Mw*(V/Wt)*100 % * 10 000].

Den UV behandling hos ‘Duke” som var ensam om att ha hogre halt antocyanin an kontrollen (0,5
timmar utan lagring) visade 0,8 procent hogre antocyaninhalt (figur 4).

BI3 — ljusbehandling under 72 timmar var den behandling som visade nast hégst halt av antocyanin i
jamforelse med alla behandlingar (figur2). | jamforelse med kontrollen hade blaljusbehandling i 72
timmar utan lagring 11,9 procent hégre halt antocyanin. Ingen annan exponeringstid visade hogre
halt &n kontrollen hos blaljusbehandlingen av ‘Duke’(figur 6). R6d/bla-ljusbehandling i 72 timmar
utan lagring var den behandling och ljusexponeringstid som visade hogst halt av antocyanin (p-varde
0,287) i jamforelse med alla behandlingar hos ‘Duke’(figur 2). | jamférelse med kontrollen ar det 15,1
procent hégre antocyaninkoncentration (figur 8). Aven 48 timmars ljusexponering utan lagring
visade hogre halt dn kontrollen (3,7 procent).

Tva UV-ljusbehandlingar hos ‘Legacy’ visade hogre halt &n kontrollerna (0,5 timme fo6ljt av lagring
samt 1,5 timme foljt av lagring, figur 5). Den UV-behandling som visade hogst halt (1,5 timme foljt av
lagring) hade 5,4 procent hogre halt an kontrollen som frystes direkt vid ankomst. Bla-ljusbehandling
under 72 timmar samt 72 timmar f6ljt av lagring var de exponeringstider inom behandlingen som
visade hogre halt dn kontrollen (figur7). Dock var 72 timmars exponering féljt av lagring lagre an
provet som inte hade lagrats. 72 timmar utan lagring var den behandling som hade nast hogst halt i
jamforelse med alla ljusbehandlingar och visade 19,2 procent hégre antocyaninhalt an kontrollen
som frystes direkt vid ankomst till laboratoriet (figur 3). R6d/bla-ljusbehandling i 48 timmar utan
lagring var den behandling hos ‘Legacy” som gav hogst halt av alla ljusbehandlingar (p-varde pa
0,018, figur 3). Det innebar 21,8 procent hogre antocyaninkoncentration i jamférelse med kontrollen
som frystes direkt vid ankomst till laboratoriet. Aven hog ljusintensitet utan lagring visade hogre halt
an kontrollen (7,5 procent) tillsammans med 72 timmar (13,7 procent), 48 timmar foljt av lagring (3,2
procent) samt 72 timmar foljt av lagring (8,9 procent), se figur 9. Storst viktforlust visade bla-
ljusbehandlingen, bade med och utan lagring (figur 10 och figur 11).



Hogsta varden ‘Duke
25,000
20,000 15,438 17[140 17’629 15,5317
2 15,000
<
& 10,000
5,000
UV 0,5 h BI& 72 h R6d/bl& 72 h kntr

Figur 2. Behandlingar som visat hégst halt av antocyanin har samlats i ett diagram per bldbérssort och presenteras i mg
antocyanin per kg friskviktblGbdr. R6d/blé ljusbehandling gav mest 6kning hos bade ‘Duke’ och "Legacy".

P-vdirde fér ‘Duke visar 0,287.

P-vdrde fér "Legacy visar 0,021 vilket dr en signifikant skillnad och en bekrdftelse pé att hypotesen dr sann.

Lag =behandling som ljusexponerats och sedan lagrats.

Kntr = kontrollprov

Hogsta varden “Legacy
40,000 35,733
34,980
35,000
30,915 29,333 29,756
30,000
3 25,000
'8
g 20,000
[=T¢]
€ 15,000
10,000
5,000
UV 1,5h Lag Bla72 h R6d/bla 48 h Kntr Kntr + Lag

Figur 3. Réd/blé ljusbehandling under 48 timamr gav hégst antocyaninkoncentraion hos "Legacy’. P-virde fér ‘Legacy”
visar 0,021 vilket dr en signifikant skillnad i jimférelse med kontrollen.

Lag =behandling som ljusexponerats och sedan lagrats.

Kntr = kontrollprov
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Foljande figurer visar olika antocynainkoncentration i mg/kg friskvikt hos ‘Duke’ respektive ‘Legacy’,
efter ljusexponering och lagring. Figur 10 och 11 visar blabarens viktforlust efter ljusexponering och
lagring.

3.1 UV-ljusbehandlingar

UV ‘Duke’
20,000 15,438 31
18,000 T
16,000 13,674 11,617 !
14,000
3 12,000 [ 11,269
%: 10,000
£ 8,000
6,000
4,000
2,000
0,000
0,5h 1,5h 0,5h lag 1,5hlag kntr

Figur 4. Uv-ljusbehandling av ‘Duke’ visar att 0,5 timmar av kortvdgigt UV-ljus ger hégst halt av antocyanin. Dock ér det
endast 0,8 procent hdgre antocyaninkoncentration én kontrollen.

Lag = Behandling som ljusexponerats och sedan lagrats

kntr = Kontrollprov.

UV ‘Legacy’
35,000 36,915 31,27

26,476 29,333 29,756

30,000 27,529

25,000

20,000

mg/kg Fw

15,000

10,000

5,000

0,5h 1,5h 0,5h lag 1,5hlag Kntr Kntr + Lag

Figur 5. UV-ljusbehandling av ‘Legacy’ under 1,5 timme + lagring i fem dygn gav hégst halt av antocyanin vilket dr 5,1
procent hégre halt i jimférelse med kontrollprovet som frystes direkt vid ankomst till laboratoriet.

Lag = Behandling som ljusexponerats och sedan lagrats

kntr = Kontrollprov.
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3.2 Bla-ljusbehandlingar

[<] ’ A Y
Bla ‘Duke
20,000 17,140
14,978
310t 13314 12,T942
15,000 ' T
12,628 12,110
2
'S
2 10,000
S~
[-T]
£
5,000
HL 48 h 72 h HL lag 48h+lag 72h+lag kntr

Figur 6. Bldljusbehandling av ‘Duke’ visar att 72 timmars ljusexponering gav hégst halt av antocyanin vilket &r 14,4
procent hégre antocyaninkoncentration i jimférelse med kontrollen.

Lag = Behandling som ljusexponerats och sedan lagrats

kntr = Kontrollprov

HL = Hég ljusintensitetsbehandling

Bld ‘Legacy’
40,000
35,000

24,361 T 29333 29,756

30,000 :
25,000 19653 20,443
20,000
15,000
10,000

5,000

HL 48h 72h

HLlag 48h+lag 72h+lag Kntr Kntr + Lag

28779 34980 35,102

mg/kg Fw

Figur 7. BIG ljusexponering under 72 h timmars var den behandling som gav hégst halt antocyaninkoncentration vilket &r
19,2 procent hégre halt i jimférelse med kontrollprovet som frystes direkt vid ankomst till laboratoriet.

Lag = Behandling som ljusexponerats och sedan lagrats

kntr = Kontrollprov

HL = Hég ljusintensitetsbehandling
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3.3 R6d/bla-ljusbehandlingar

L o 4 A Y
Roéd/bla ‘Duke
25,000
17,629
20,000 15,889 15312
._i 15,000 11,230 12.301 12,511
-
&
g€ 10,000 8,561
5,000 '
0,000
HL 48 h 72 h HL+Lag 48 h+lag 72 h+lag kntr

Figur 8. Réd/blé-ljusbehandling av ‘Duke’ visar att 72 timmars ljusexponering gav hégst halt av antocyanin, vilket dr 15,1
procent hégre antocyaninkoncentration i jimférelse med kontrollen.

Lag = Behandling som ljusexponerats och sedan lagrats

kntr = Kontrollprov

HL = Hég ljusintensitetsbehandling

oo o Y d A Y
Rod/bla ‘Legacy
40,000 35,733
33,379 31,959
35,000 31,540 T
’ 30,281
A 29,333 29,756
30,000 26,180
3 25,000
[T
2 20,000
N
[-T]
€ 15,000
10,000
5,000
0,000
HL 48 h 72 h HL+Lag 48 h+Lag 72 h+lag kntr kntr + Lag

Figur 9. Réd/blé ljusexponering under 48 timmar var den behandling som gav hégst halt antocyaninkoncentration vilket dr
21,8 procent hégre halt i jdmférelse med kontrollprovet som frystes direkt vid ankomst till laboratoriet.

Lag = Behandling som ljusexponerats och sedan lagrats

kntr = Kontrollprov

HL = Hég ljusintensitetsbehandling
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3.4 Viktforluster

Viktforlust efter ljusbehandling "Legacy’

(ej lagrade prover)
0,922

1,200

1,000 0,793
0,673 0,763

0,800 T
0,600 0,478
0,400
0,200 .

' 0,029 0043 ﬁ o -00,00
-00,00 I Sy = ﬁ

UVO,5hUV15h HLBIa HL  Bla48 h RAd/bla Bla 72 h Rod/bla Kntrl  Kntrl +
Rod/bla 48 72 h Lag

(g)

Figur 10. Viktférlust i gram hos ‘Legacy’ efter belysning (ingen lagring). Proven végdes innan ljusexponering och digramet
visar hur mycket véitska i gram som férlorats. Bld-ljusbehandling under 72 timmar gav hégst férlust av vétska hos blabdren i
jéimférelse med réd/bla ljusbehandling samt blg- och réd/bld ljusbehandling under 48 timmar. Behandlingar med kort
ljusexponering visade sammantaget ldgst viktférluster.

Lag = Behandling som ljusexponerats och sedan lagrats

kntr = Kontrollprov

HL = Hég ljusintensitetsbehandling

Viktforlust efter ljusbehandling och lagring
V4 Legacy\

e 0,996 0,949

1,200

1,000 8690

0,800 T 0,610 0,763
® 0,600

0,400 0,216 0,209 0,212

0,200 J;L].S_i i i -OO _

-00,00 j

-0,200 2 o

Rod/bla 48 72h Lag

Figur 11. Diagramen visar viktférlust i gram hos ‘Legacy’ efter belysning och lagring. Proven végdes innan behandling och

digramet visar hur mycket vétska i gram som férlorats. Bla-ljusbehandling under 72 timmar gav hégst férlust av vétska hos

blabdren i jimférelse med réd/bld ljusbehandling under 72 timmar samt bla- och réd/bld ljusbehandling under 48 timmar.
Lag = Behandling som ljusexponerats och sedan lagrats

kntr = Kontrollprov

HL = Hég ljusintensitetsbehandling.
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3. Slutsats och diskussion

Resultatet kan tolkas pa flera olika satt som till att jamfora ljusbehandlingar, exponeringstid
ljusintensiter med varandra inom samma sort samt att jamfora om lagringstid ger effekt pa dessa.
Exponeringstider inom en ljusbehandling kan dven jamféras mellan de tva olika blabarssorterna. Det
sker en liknande effekt pa anotcyaninhalten av ljusexponering oavsett sort, och en viss trend kan
urskiljas. Resultatet visar sammanfattningsvis att det sker en viss 6kning av antocyanin vid 48- och 72
timmars ljusexponering vid réd/bla- ljusbehandling. R6d/bla ljusbehandling gav hogst ackumulering
av antocyanin hos bade ‘Duke’ och ‘Legacy’. Bla-ljusbehandling visade nast hogst
antocyaninackumulering hos bada sorterna. Slutsatsen ar att bade blatt- och rott ljus bidrar till 6kad
syntes av antocyanin. Det rimligt att pasta att lagre ljusintensitet under langre ljusexponering bidrar
till hogre halt av antocyanin. Forsoket visar att hog ljusintensitet inte ger hogre halt samt att lagring
inte bidrar till hégre ackumulering av antocyanin, vilket var okdnt innan forsékets startades.

Ljuskvalitén kan vara nyckeln till hur koncentrationen av antocyanin i blabar efter skérd kan hojas
och darmed kunna ge en hogre mangd antocyanin att extrahera. Det ar mojligt att
antocyaninbiosyntesen delvis ar styrd av genuttryck som triggas av rott ljus respektive blatt ljus. Har
kan kryptokrom och fytokrom (fotosensoriska receptorer) vara ansvariga for att styra genuttryck av
antocyaninsyntes. Hansyn bor dven tas till vaxtmaterialet, da variation i respons ger olika effekter
beroende pa vilken sorts vaxt som studeras. Studier kring ljusexponering av vildvdxande blabar och
eventuell 6kning av antocyaninkoncentration med hjalp av monokromatiskt ljus, skulle kunna ge
intressanta resultat och i framtiden ge det svenska skogsbaren ett stérre mervarde vid export eller
direkt extraktion. Att bar fran blaljusbehandlingarna av ‘Legacy” forlorat mest vatten kan bero pa att
blaljus styr 6ppning och stdngning av stomata.

Farska och vildvaxande blabar hade varit att féredra, dock kan forséket ge indikation pa om
ljusfrekvenser och ljusintensiteter kan ge upphov till 6kning av antocyninackumulering. Tiden mellan
skord och ljusexponering kan vara avgérande for antocyaninhalten i bldbaren. Farskare bar har
troligtvis storre kapacitet att syntetisera antocyanin an aldre bar eftersom senescensen
(3ldersprocessen) dr mindre langt gangen. De chilenska bar som anvandes i forsoket var tva veckor
gamla. Att baren har odlats i Chile kan ocksa ha betydelse for antocyaninhalten. Det chilenska
klimatet kan ge en kortare kultur och baren mognar darmed snabbare an bar som odlats i kyligare
klimat vilket kan ha inverkan pa olika synteser av sekundara metaboliter som antocyanin. Dessutom
kan sortval ha betydelse da olika sorters blabar av samma art, producerar olika héga halter av
antocyanin. Att antocyaninhalten skiljer sig mellan sorter kan vara genetiskt betingat och darmed ha
en viss betydelse vid effekten av ljusexponeringen. Vissa sorter kanske kan producera mer
antocyanin an andra sorter.

Att anvanda LED-ljus kan vara en ekonomisk och mest effektivt med tanke pa att LED-ljus anses vara
en energisnal teknik samt att dioderna har lang hallbarhet. Om dnda blabaren lagras innan extraktion
kan det vara en idé att ge ljusbehandling under tiden. Dock behdver investering samt installation av
LED-ljus ses 6ver om det ar Ionsamt i forhallande till den 6kade halt av antocyanin som tillkommer av
ljusbehandling.

Resultatet fran HPLC-analysen kunde inte presenteras da antocyaninmolekylerna var daligt
separerade i kolonnen. Proverna kordes med en metod anpassad for gront té vilket ar en

15



standardmetod for fenoler. Det visade sig vara fel metod fér antocyanin. Varden fran HPLC analysen
hade kunnat visa antocyaninkoncentration samt antal olika sorters antocyaniner. Torrsubstanshalt
(Ts) kunde inte berdknas, da det var svart att frystorka hela bar. Blabar har ett mycket starkt och segt
skal, vilket medfor att materialets vatska inte helt avdunstar vid frystorkning. Mixning bor ske innan
provet frystorkas. Vardet av frystorkning visar de sanna provvikterna efter ljusexponeringen.
Provernas vikt noterades forst i forsoket med “Legacy’ eftersom matningen av Ts inte kunde
genomforas.

Vid fortsatta studier skulle det vara intressant att anvanda V. myrtillus fran olika delar av Sverige eller
nordliga breddgrader, skérdade under olika tidpunkter. Rod ljusexponering skulle kunna jamféras
med Rod/bla-ljusexponering for att se om det &r stora skillnader i antocyaninkoncentrationen, och
darmed fa en extra pusselbit till att forstd hur ljuskvalitét kan styra antocyaninbiosyntesen hos
blabar. Aven lagringstider bor inte uteslutas utan olika temperturer och lagringstid kan vara
intressant att laborera med.
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