Luonnontuotealan
monitieteista tutkimusta
Rirkanmaalla

ikoistutkija TyttI'Sarjala, Luke, Parkano

9.2.2016 Tanmpene

NNNNNNNNNNNNNNNNN



Tehomolekyylejd metsasta uuttamalla, fraktioimalla ja
testaamalla

« Terveytta metsasta 2008-2011 (EAKR)/Sarjala

 BIOAKT, Pirkanmaan verkostopohjainen bio-
osaamislaboratorio 2012-2013 (EAKR)/Sarjala

« BIOSTEP - Luonnosta ladkeaihioita 2014 (EAKR)/Sarjala

« Bioaktiiviset yhdisteet osana tulevaisuuden biotaloutta, 2012-
2016 (Luke)/Sarjala

 FORLEAP-Metsabiomassan sivuvirroista uusia tuotteita, 2015-
2018 (EAKR)/Sarjala

* YhteistyOkumppanit:

Luke: dos.Pekka Saranpéaa (puun kemia ja ominaisuudet)

TaY, Laédketiet. laitos: prof. Hannu Uusitalo (Silmélaéketiede), FT Ulla Aapola, M
TaY, Laédketiet. laitos: prof. Eeva Moilanen (Immunofarmakologia), LT Katriina Vuolteenaho i
HY: prof. Kristiina Wahala (org. kemia, ladkeainekemia)

TTY: prof. Robert Franzén (org. kemia, ladkeaine- ja luonnonaineiden synteesi)

TTY: prof. Matti Karp (teollinen biotekniikka) Q
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BIOAKT- ja BIOSTEP-hankkeet (EAKR): antioksidatiivisten
ominaisuuksien testausmenetelmien kehitysta solumalleilla

 Immunofarmakologia, prof. Eeva M0|Ianen LT Katruna -
Vuolteenaho ‘ ‘ A

— Immortalisoitu ihmisen rustosolulinja
— Nivelrikko, rustosolukko

— Uutteiden vaikutus

MMP entsyymiaktiivisuuteen

« Silmalaaketiede, prof. Hannu Uusitalo, FT Ulla Aapola

— Silman verkkokalvon pigmenttiepiteelisolumalli (RPE), kokeelllnen
silman ikarappeumamalli

— RPE-solut, fagosytoosi
— Sarveiskalvon haavanparanemismalli
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Testaukset biosensoreilla TTY:lla
DI Jenni Tienaho, Prof. Matti Karp, Prof. Robert Franzen

- Bakteerisensoreina kaytettiin geneettisesti modifioituja Escherichia col
—bakteereja. Toinen kanta on muokattu siten, etta se tuottaa valoa
oksidatiivisten aineiden lasna ollessa ja toinen bakteerin perimaa el
DNA:ta vaurioittavien aineiden lasna ollessa.

a E. coli DPD2511 — Oksidatiiviset ja antioksidatiiviset ominaisuudet

a1 E.coli DPD2794 —DNA:ta vaurioittavat tekijat
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Testattavien uutteiden fraktiointi prep. HPLC:lla

Fraktioiden bioaktiivisuuden esitestaus Luke (Parkano) ja jatkotestaus
solumallitesteilla (TayY, TTY).
Fraktioiden kemiallisen rakenteen selvitys, HY, kemian laitos. Q

Vipseinaa, Luke
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FORLEAP-metsabiomassan sivuvirroista
uusia tuotteita

Euroopan unioni
Euroopan aluekehitysrahasto

e Hankkeen kesto kolme vuotta, 1.11.2015-31.10.2018

« Rabhoittajat: Euroopan aluekehitysrahasto (EAKR), Pirkanmaan liitto
(60%), Luoteis-Pirkanmaan seudun kunnat ja Parkanon kaupunki
(8%), omarahoitusosuus 32% (Luke, TTY)

« Hankkeen toteuttavat Luke, Parkano (koordinoija, dos. Tytti Sarjala,
FT Riina Muilu-Makel&, DI Jenni Tienaho) ja Tampereen teknillinen
yliopisto (kemian ja biotekniikan laitos, prof. Robert Franzén, prof.
Matti Karp, DI Jenni Tienaho)

LI I l $ TAMPEREEN TEKNILLINEN YLIOPISTO

TAMPERE UNIVERSITY OF TECHNOLOGY Q
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Metsésta saatavat raaka-aineet ja metsabiomassan EEl

sivuvirrat ovat uusiutuvia, arvokkaita lahteita uusille
korkean jalostusarvon tuotteille

Metsista saatavat
sivuvirrat saatava
hyotykayttoon.

Uusiutuvia raaka-
aineita hyodynnetaan
Oljypohjaisten
synteettisten
yhdisteiden sijaan

Metsasta saatavat
raaka-aineet
sisaltavat rajattomasti
arvokkaita ainesosia
korkean jalostusarvon
tuotteiksi

Stilbeenit, sikimihappo,
lignaanit, sokerit ym.
bioaktiiviset yhdisteet

TAMPEREEN TEKNILLINEN YLIOPISTO
TAMPERE UNIVERSITY OF TECHNOLOGY
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Kuoret, kannot, neulaset,
sammalet, sienet jne.

Esim. kosmetiikka,
sailéntaaineet, laakkeet,

funktionaaliset
elintarvikkeet, suoja-
aineet, pakkaukset
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Euroopan unioni
Euroopan aluekehitysrahasto

PIRKANMAA

Miten saadaan PK-yritysten hyvat
ideat kehitettya raaka-aineesta
korkean jalostusarvon tuotteiksi?

« Tarvitaan osaamista ja tietoa
 Tarvitaan laitteita
 Tarvitaan osaavaa henkilostoa

Raaka-aineen
ominaisuudet,
kayttomahdollisuudet,
testaus, tutkimus

Tuoteidea ja
markkinatuntemus
EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE O
TAMPERE UNIVERSITY OF TECHNOLDGY
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Tuotekehityksen jarrut? Voiko tutkimuksen keinoin
auttaa?

Euroopan aluekehitysrahasto

Tehtyjen haastattelujen perusteella voi olla useita syita, esimerkiksi:

» Raaka-aineiden tuotekehitysmahdollisuuksia ei tunneta

— Yrityksilla ei ole henkiloresursseja, aikaa eika erityisasiantuntemusta perehtya ja
seurata tutkimustietoa, etenkin kun uusin ja merkittavin tutkimustieto julkaistaan
aina vertaisarvioiduissa lehdisséa ja alan kansainvalisissa kongresseissa. Ongelma
koskee erityisesti PK-yrityksia.

- Tuotekehitykseen tarvittavia valineita tai analyysilaitteita ei ole, eika
sellaiseen kannata valiaikaista tarvetta varten investoida.

« Tuotekehitykseen liittyva ongelma vaatii vaivalloisen ja monimutkaisen

analyyttisen prosessin, jonka pystytys lyhytta projektia varten jaa
tekematta.

« Metsasta saatavia raaka-aineita hyodyntavissa biotuotealan yrityksissa
kaivattiin vertailevaa tietoa suomalaisten ja ulkomaisten raaka-aineiden
valisista eroista esim. bioaktiivisissa ominaisuuksissa ja tehoaineiden
pitoisuuksissa. Toivottiin tiedon keruuta yksiin kansiin.
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Hankkeen tavoitteet?

Euroopan unioni
Euroopan aluekehitysrahasto

« Hankkeessa pyritddn metsatalouden sivuvirtojen
hyddyntamiseen ja edistamaan uusiutuvien luonnonvarojen
hyddyntamista uusiutumattomien sijasta.

« Hankkeessa pyritaan luomaan matalan kynnyksen
tuotekehitysalusta, jolla tuetaan pk-yritysten
tuotekenhitysta, jossa kaytetadn entista enemman
metsabiomassasta aiemmin hyodyntamattomia osia.

 Hankkeessa luodaan yritysten kanssa yhteistyossa nnden
testauksen ja tuotekehityksen tarpeisiin raataldityja
analyysi- tai testausmenetelmaratkaisuja, joilla voidaan
maarittad raaka-aineiden sisaltdmien tehoaineiden
koostumusta ja bioaktiivisuutta.

I‘Ill Ea TAMPEREEN TEKNILLINEN YLIOPISTO

TAMPERE UNIVERSITY OF TECHNOLOGY Q
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Testausmenetelmien soveltaminen
erilaisten uutteiden ja yhdisteiden
tehoaineiden mittaamiseen

Esimerkiksi:
* Antioksidatiivset ominaisuudet
 Antimikrobiset ominaisuudet

LUONNONVARAKESKUS
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Antioksidatiivisuus

Kasveissa syntyy useiden tavalliseen solun
aineenvaihduntaan ja useiden stressiin I||ttyV|en
reaktioiden seurauksena reaktiivisia Ly
happiradikaaleja

(0,7, H,0,, HO)

Vaikka kasvit tarvitsevat pienia maaria happlradlkaaleja erilaisiin
signalointitapahtumiin, niilla on erilaisia mekanismeja suojautua
ylimaaraisten happiradikaalien oksidatiivista haittavaikutusta
vastaan. Happiradikaalit aiheuttavat soluissa esim.
lipidiperoksidaatiota kalvoissa, proteiinien hapettumista ja DNA:n
vaurioita

Antioksidatiiviset suojautumismekanismit kasveissa

— Entsyymien avulla (esim. superoksididismutaasi, katalaasi,
askorbaattiperoksidaasi, glutationireduktaasi jne....)

— Non-entsymaattiset antioksidantit, kuten askorbiinihappo eli C-
vitamiini, glutathioni (tripeptidi), proliini, a-tocopherol (E- Q
vitamiini), karotenoidit, flavonoidit L

uke
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Testauspatteristo antioksidatiivisuuden mittaukseen

 H,0,-scavenging’ - Antioksidatiivisuusmittaus

« Perustuu raudan hapettumiseen happamissa olosuhteissa
vetyperoksidin lasna ollessa. Mikali mukana antioksidatiivisia
yhdisteita, raudan hapettumista ei tapahdu. i

+ Fe?*+H,0, — Fe®" + +«OH + OH

Fenoliyhdisteiden seulonta — Folin Ciocalteun menetelma

« kolorimetrinen menetelma fenolisten ja polyfenolisten
antioksidanttien seulontaan.

« Testi mittaa fenoliyhdisteiden totaalipelkistamiskapasiteettia.

Lulg
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FRAP = ‘Ferric reducing antioxidant power’ tai ‘Ferric
reducing ability of plasma’- Antioksidatiivisuusmittaus

Antioksidantti pelkistdd happamissa olosuhteissa
[Fe(I)(TPTZ),]3* -kompleksin kirkkaasta syvan siniseksi.
FRAP-arvoja verrataan tunnettujen rauta(ll)-
kompleksikonsentraatioiden aiheuttamiin vari-
Intensiteettiarvoihin.

Antioksidatiivinen aine aiheuttaa aktiivisuuden testissa, mikali
silla on kyky pelkistaa kelatoitu rauta(lll)kompleksi. Reaktiota
kaytetdan usein mittaamaan polyfenoleita siséltavien

ravintoaineiden antioksidatiivista kapasiteettia. R TT—

Lukce)
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http://www.odec.ca/projects/2011/zhenm2/antioxidant pictures/P1110312.JPG
http://www.odec.ca/projects/2011/zhenm2/antioxidant pictures/P1110312.JPG

« ORAC - ‘Oxygen Radical Absorbance Capacity’-
Antioksidatiivisuusmittaus

« Mitattava yhdiste aiheuttaa aktiivisuuden, mikali se kykenee
suojaamaan fluoresoivaa molekyylia peroksyyliradikaalien
hajottavalta vaikutukselta. Tulokset ilmoitetaan Trolox-
ekvivalentteina (E-vitamiinijohdannainen).

Pure Appl. Chem., Vol. 85, No. 5, pp. 957-998, 2013.
http://dx.doi.org/10.1351/PAC-REP-12-07-15
© 2013 IUPAC, Publication date (Web): 26 February 2013

Methods of measurement and evaluation of
natural antioxidant capacity/activity
(IUPAC Technical Report)*

Resat Apak! #, Shela Gorinstein2, Volker Bohm3, Karen M. Schaich?,
Mustafa Ozyiirek!, and Kubilay Giigli?

is straightforward when normalising pure known compounds, but when relating TE to extracts with
unknown composition and concentration it becomes the source of one of the most serious limitations of
the ORAC assay. ORAC units = mmol TE per what? Which of these units should be used—mlL, L. g
or kg fresh weight (FW), g or kg dry weight (DW), 100 g serving, average size serving, mol phenol?
A reference base is clearly required for all ORAC values, but it must also be appropriate for the
product. Because so much attention has been given to absolute ORAC values in the popular press, it has
become common practice to express ORAC values on whatever basis will provide the largest numbers.

Lukge)
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Euroopan unioni
Euroopan aluekehitysrahasto

Miten tavolitteisiin paastaan? Toimenpiteet?

« Suorat kontaktit yrityksiin. Luken ja TTY:n osaaminen
tunnetuksi Pirkanmaan yrityksille. Asiakaslahtoisten
kehitystehtavien ideointi — matalan kynnyksen
tuotekehitysalusta

« Suomenkielinen kooste kotimaisen ja ulkomaisen raaka-
ainemateriaalin tehoainekoostumuksen eroista

 Tuotedokumentaatioiden nakdokulmasta tarpeelliseksi
havaittu suomalaisten raaka-aineiden tehoainekoostumuksen
analysointi

« Uuttomenetelmien vertailu tehoaineiden uuttamiseksi
lahtoOmateriaaleista seka fraktiointi prep. HPLC:lla, tunnistus,
molekyylin muokkauksen vaikutukset bioaktiivisuuteen

Illl TAMPEREEN TEKNILLINEN YLIOPISTO o
oW TAMPERE UNIVERSITY OF TECHNOLOGY
PIRKANMAA u e
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Euroopan unioni

.- I |Saa t0| men p |te|ta Euroopan aluekehitysrahasto

« Mielenkiintoisiksi osoittautuneiden bioaktiivisten yhdisteiden
eristaminen ja tunnistaminen sekd mahdollinen muokkaus
semisynteesin keinoin erilaisiin kayttotarkoituksiin (tarve:
teollisuuden selektiiviset katalyytit, ladkeaineiden synteesi)
(prof. Robert Franzén, TTY, katalyyttinen enantioselektiivinen
syntetiikka)

« Antimikrobisten vaikutusten testausmenetelmien kehittdminen
(tarve: kosmetiikka, pakkausmateriaalit, pinnoitteet,
elintarvikkeet). Mikrobibiosensoritekniikan hyddyntaminen
kehittelyssa (prof. Matti Karp, TTY).

Y ’_,-I b- -:v/ v "!
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Mita hankkeessa saadaan ailkaan?

« Uutta tietoa metsasta saatavien raaka-aineiden bioaktiivisista
ominaisuuksista tuotedokumentaatioiden kayttoon.

 Antimikrobiaalisten ominaisuuksien raataloitavissa oleva
testaustydkalu

« "TyOkalupaketti” yritysten tuotekehityksen tarpeisiin

« Mahdollinen synteesimenetelma kiraalisten yhdisteiden
valmistamiseksi. Kiralia-keskuksen valmistaminen molekyyliin
vaatii tehokkaan katalyytin.

« Metsat hydodynnetadn monipuolisesti ja sivuvirtojen kaytto
kestavalla ja vahahiilisyyteen pyrkivalla tavalla — Uudet
tuoteideat!

m TAMPEREEN TEKNILLINEN YLIOPISTO
| TAMPERE UNIVERSITY OF TECHNOLOGY
PIRKANMAA l u ke
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Pitkalla aikavalilla hankkeen mahdollisia hyotyja:

gl

Matalan kynnyksen tuotekehitysalusta PK-yrityksille, jonka
avulla tutkimus voidaan jalkauttaa tuotekehityksen osaksi

Synteettisia yhdisteita pystytddn mahdollisesti korvaamaan
uusiutuvilla raaka-aineilla (vahahiilisyystavoite)

Katalyyttitutkimus hyodyttaa biojalostukseen ja
ladkeainesyntetiikkaan liittyvia hankkeita

Tutkijat oppivat biotalouden kehityksesta tuotteistamisen ja
kaupallistamisen nakokulmaa ja opitaan jalkauttamaan
tutkimustietoa tuotekehitykseen

Tavallinen kuluttaja saa turvallisempia ja laadukkaampia
tuotteita ja luodaan kilpailuetua suomalaisille yrityksille

vy TAMPEREEN TEKNILLINEN YLIOPISTO
A 4 TAMPERE UNIVERSITY OF TECHNOLOGY
PIRKANMAA
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