Slutrapport for projektet

Ljusinducerad glykoalkaloidsyntes i svensk matpotatis - en
oversiktsstudie for 6kad kvalitet. Ref H0942171

Sammanfattning av resultat fran projektet

* Den induktion av totala glykoalkaloider (TGA) som sker i potatisknoélar efter
en yttre stress (t.ex. skada el. ljus) varierar tydligt med bade sort och typ av
stress. Detta innebar att en potatissort kan vara kanslig for en typ av stress
men tolerant mot en annan, medan det omvanda kan galla fér en annan sort.
Detta tyder pa att kdnsligheten for olika former av stress till viss del regleras
av olika genetiska anlag.

* Graden av stresskanslighet varierar tydligt mellan svenska matpotatis-sorter.
Studien visar pa ett antal sorter (bl.a. Juliette, Marine, King Edward, Eloge,
Sava, Early Puritan, Cherie, Fakse, Ampera) som ar sarskilt kansliga mot
ljusexponering.

* TGA-o6kningen i potatisknélar efter en stress sker samtidigt med en 6kad
kolesterolsyntes och en fordndrad sterolsammansattning. I matningsforsok
med isotopinmdrkta steroler har vi med LC-MS/MS kunnat visa att
kolesterol ar ett specifikt forstadium till de bada glykoalkaloiderna a-solanin
och a-chakonin. Hela Kkolesterolmolekylen, utom tva vateatomer,
inkorporeras i omvandlingen.

* Inte nagot av ca. 50 prov tagna fran tva ljuskdnsliga sorter sdlda i
detaljhandeln under september-december 2011 har haft TGA-halter 6ver
den hogsta tillaitna pd 200 mg/kg friskvikt. For bada sorterna var dock
halten nagot hogre for knodlar salda i 16svikt, an i morka pasar. Sammantaget
tyder detta anda pa att den kedja av hantering, forpackning och forsaljning
av potatis som sker kort efter skord ar adekvat i ett TGA-perspektiv.
Emellertid visar samtidigt andra av projektets resultat pa att ljus-
kansligheten i knolen vasentligt kan 6ka under lagringsperioden. Det finns
darfor anledning att i framtiden studera denna aspekt mer ingdende.

Il. Bakgrund

Glykoalkaloider ar giftiga foreningar som forekommer framst inom vaxtfamiljen
potatisvaxter, daribland i viktiga grodor som potatis, tomat och dggplanta. De
vanligaste glykoalkaloiderna i odlade potatissorter ar a-solanin och a-chakonin,
vilka forekommer i hela viaxten, men ibland i sd hoga halter att knolarna blir
otjanliga eller rentav farliga som foda (Friedman & MacDonald 1997). Milda
symptom pa glykoalkaloid-forgiftning ar diarré, huvudvark och krakningar, men
aven allvarligare eller tom. livshotande symptom kan upptrdda. Den totala halten
av glykoalkaloider (TGA) paverkas bade av genetiska och yttre faktorer; vissa
sorter har vanligen ldga halter, andra relativt hoga eller starkt varierande. For
god livsmedelssdakerhet rekommenderar Livsmedelsverket en hogsta grans pa
200 mg TGA/kg friskvikt i potatiskndlar (SLVFS 1993:36), och analys av TGA-
halten ingdr i rutinmassig kvalitetsbedomning av olika potatissorter. Normalt
innehadller knolar 10-100 mg TGA/kg, men ett 6verskridande av de hogsta
tillatna halterna ar inte ovanligt. Potatissorten Magnum Bonum férekommer t.ex.



inte langre i den svenska sortlistan pa grund av dess tendens att bilda hoga TGA-
halter (Hellends m.fl. 1995).

Glykoalkaloider bildas pa i stort sett okdnda syntesvagar fran steroler, vilka ar
livsnédvandiga membrankomponenter i djur och vaxter (Hartmann 1998). Vi
har i var tidigare forskning visat att kolesterol, via reaktioner som annu ej ar
klarlagda, ar ett troligt forstadium till glykoalkaloider (Bergenstrahle m.fl. 1996).
Kolesterol forekommer i de flesta vaxter i mycket sma mangder, vanligen 1-2%,
men kan hos just potatisvaxter uppga till hela 20-25 % av den totala sterolhalten.
Anledningen till de hoga kolesterolhalterna i dessa vaxter ar idag okand.
TGA-halten i knolar efter skord ar inte konstant, utan kan 6ka kraftigt vid olika
former av stress, som ljusexponering eller mekanisk skada. Eftersom sambandet
mellan basal och inducerad TGA-halt ar relativt svagt ar graden av denna
stressrelaterade okning svar att forutse, och behdver darfor bestimmas
experimentellt for varje sort. Det ar inte undersokt i nagon storre utstrackning
om kénslighet mot en viss typ av stress ocksd innebar kanslighet mot alla andra,
eller om kanslighet mot olika former av stress ar sinsemellan oberoende
egenskaper.

Mal for projektet har darfor varit att i olika matpotatissorter kartligga den
glykoalkaloidsyntes som sker som svar pa olika stresser, liksom om TGA-halten i
butik paverkas av valet av forpackningstyp. Projektet paborjades i november ar
2010. Eftersom beviljade medel var nagot ligre an de sokta, har den
ursprungliga projektplanen i ansokningen inte genomforts i sin helhet.
Tyngdpunkten har lagts pa att etablera de centrala delarna.

Delprojekt 1. En oversikt av basal och ljusinducerad TGA-halt i

svenska matpotatissorter

Projektet inleddes 2010 enligt projektplanen. Detta innebar odling, lagring (5
man vid +8 C) och darpa foljande behandlingar av en forsta serie om 21 st.
svenska matpotatissorter. For att relatera svaret pa ljusbehandling (lysrér 110
uE x 8 dagar) till andra former av glykoalkaloid-inducerande behandlingar,
anvandes dven skada (snittning x 2 dagar), och varme (34° C x 7 dagar). Under
borjan av 2011 utvecklades och validerades en metod for HPLC-analys av
glykoalkaloidhalter med tillsats av en intern standard. Metoden mojliggor
korrigering for forluster under provbearbetning, och har anvants foér att
analysera alla prover fran forsoket.

Resultaten visar att de 21 potatissorterna skiljer sig avsevart at avseende
glykoalkaloidhalten efter ljus- och skade-behandling; bade i den absoluta
okningen och i den relativa effekten av de olika behandlingarna (Tab. 1).
Effekten av varme var i stort sett forsumbar for alla sorter. Den sortberoende
variationen av de olika stressvaren tyder pa att respektive stress medieras av
olika signalvagar.

Resultaten identifierar ett antal sorter (bl.a. Juliette, Marine, King Edward, Eloge
och Sava) med sarskilt hoga TGA-0kningar efter bade skade- resp. ljusbehandling
(Tabell I). De sju mest ljuskdnsliga sorterna 6kade TGA med 6ver 188 mg/kg, och
de sju mest skadekansliga 6kade med 6ver 155 mg/kg. Den storsta 6kningen for
nagon sort och behandling uppmattes for Juliette, som 6kade TGA-halten med
hela 665 mg/kg efter ljusbehandling. Denna 6kning Overskrider med stor



marginal den tillitna halten pa 200mg TGA/kg i livsmedel, och halten ar
sannolikt tillracklig for att ge allvarliga medicinska symptom om knélarna skulle
atas (jfr. Hellends 1985). Det finns darféor god anledning att minimera
ljusexponering av de mest ljuskadnliga sorterna i Tab. 1.

Tabell 1. Sammanfattning av basalhalt glykoalkaloider och 6kningen
efter en skade- resp. ljusbehandling. Totala glykoalkaloider
(solanin+chakonin) matt med HPLC, angett i avtagande ordning inom
varje klass. Alla sorter ar odlade, lagrade och analyserade parallellt,
varfor ev. skillnader sannolikt har en genetisk bakgrund.
Basal-halt Lag Medium Hog
(fore forsoket) 46-86 96-152 154-293 (mg/kg
(mg/kg fv.) (mg/kg fv.) fv.).
Bintje Fontane Sava
Folva Eloge Cherie
Superb Juliette Marine
Rocket Early Puritan Asterix
Terra Gold Amandine Asperges
Melody King Edward Desirée
Maris Bard Maritema Princess
Okning  efter | Lag Medium Hog
skada 59-116 116-149 155-293
(Snitt +2 dagar) (mg/kg fv.) (mg/kg fv.) (mg/kg fv.)
Asterix Maris Bard Sava
Amandine Superb Eloge
Desirée Maritema Juliette
Asperges Princess King Edward
Melody Terra Gold Fontane
Early Puritan Cherie Marine
Folva Rocket Bintje
Okning  efter | Lag Medium Hog
ljusbehandling | 0-82 95-170 188-665
(Ljus i 8 dagar) (mg/kg fv.) (mg/kg fv.) (mg/kg fv.)
Amandine Asperges Juliette
Maritema Asterix Marine
Desirée Maris Bard King Edward
Fontane Princess Eloge
Rocket Superb Sava
Melody Folva Early Puritan
Terra Gold Bintje Cherie

Projektet har under ar 2 (2012) fortsatts med nya odlingar och analyser av
ytterligare 20 st. sorter. Analyserna av dessa visade i de flesta fall klart hdjda
halter efter skade-induktion, men inte lika mycket efter ljusbehandling (Tab. 2).
En skillnad mot forsoken gjorda under ar 1 var att lagringsperioden efter skord
av tidsskal ca 12v kortare i denna serie. Det ar mojligt att lagringsperioden
darigenom blev for kort for att helt bryta det vilotillstand knélarna befinner sig i
efter skord. Resultaten visar dnda pa ytterligare ett antal klart ljuskansliga
sorter; bl.a. Fakse, Ampera, Labella Velox och Ratte. Resultaten ger dnnu en
indikation pa att skade- och ljus-induktion dr mekanistiskt skilda processer, och
tyder dven pa att (sort)skillnader i knoélvila kan vara en faktor bakom
(sort)variationer i stressforsok. For att undersoka knolvilans betydelse



repeterades forsoket under ar 3 med material som lagrats under olika lang tid
efter skord. Detta indikerar att perioden av en lagring i kylrum (dvs. brytandet
av knolvila) paverkar kansligheten for ljusstress, men inte den for skadestress
(Fig. 1). Detta tyder pa att det kan vara viktigare att forvara knoélar morkt under
varen, dn under hosten, for att behdlla en ldg TGA-halt (jfr projekt II nedan).
Bade liknande resultat (Percival & Dixon, 1994), och motsatta (Haase 2010), har
konstaterats i andra studier. Effekten av lagring bade pa basal-halt och pa
stressrespons fortjdnar darfor att studeras mer ingdende och i flera potatissorter.

Tabell 2. Sammanfattning av basalhalt glykoalkaloider och 6kningen av
glykoalkaloider efter en skade- resp. ljusbehandling. Totala glykoalkaloider
(solanin+chakonin) matt med HPLC. Alla sorter odlade, lagrade och
analyserade parallellt.
Kontroll Skada Ljusexponering
(mg TGA/kg fv.) (mg TGA/kg fv.) (mg TGA/kg fv.)

Fakse 165 665 562
Ampera 104 932 288
Asterix 98 329 188
Labella 56 556 174
Velox 59 906 165
Ratte 70 182 161
Ditta 79 96 160
Solist 50 1473 95
Franceline 78 84 74
Perlo 72 734 72
Toluca 55 513 66
Arrow 22 735 50
Satina 27 934 46
Inova 50 508 44
Princess 32 435 40
Bionica 50 747 39
King Edward 22 438 38
Balmoral 42 596 36
Ballerina 51 737 34
Ukama 37 741 34
Maribell 36 718 23
Jutlandia 43 354 22
Gala 19 474 17

Ett samarbete inleddes under ar 2 med Christer Andersson (Livsmedelsverket)
och Prof. Jana Hajslova (Tekniska Universitetet i Prag) rorande analyser av
calysteginer; en annan typ av potentiellt ohdlsosamma eller giftiga alkaloider i
potatis. Jamforelsen av glykoalkaloider med calysteginer ar vardefull eftersom
man idag inte vet hur calysteginer och glykoalkaloider bildas i férhallande till
varandra, eller i vilken utstrdackning calystegin-syntesen ar stressreglerad.
Halten calysteginer finns heller inte beskriven i svenska potatissorter. Genom
samarbetet har 13 av potatis-proverna i Tab. 1 analyserats parallellt for
calysteginer. Resultaten visar tydligt att glykoalkaloider och calysteginer bildas
oberoende av varandra, och att syntesen av calysteginer inte ar stressreglerad.
De resultat som sammantagna erhallits rorande glykoalkaloider och calysteginer
har nyligen publicerats i en vetenskaplig tidskrift (Petersson m.fl. 2013).
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Figur 1. Kndlens ljusrespons pdverkas av lagringsperiodens ldngd. Glykoalkaloidhalt
i 'King Edward’ lagrad morkt i kylrum under 2 resp. 5 manader efter skord, och sedan
stressad med skada genom snittning (2 d) eller ljusbehandling (8 d).

Delprojekt II. Analys av forpackningens inverkan pa TGA-halten
For att studera om typen av forpackning inverkar pa TGA-halten i en ljuskanslig
sort, har tvad potatissorter (King Edward och Solist) med ndgot olika
ljuskdnslighet valts ut och analyserats under hosten 2011 genom stickprov i
detaljhandeln. Resultaten visar att TGA-halten i alla prover lag klart under
gransen pa 200mg/kg, oberoende av potatissort och forpackningstyp. For bada
sorterna var dock medelhalten hogst i 16svikt och lagst i morka pasar, &ven om
skillnaderna statistiskt sett inte var signifikanta (Fig. 2). Mot bakgrund av den
variation vi observerat i materialet, bedomer vi att det dubbla antalet prover (ca
15 st.) for varje typ av forpackning skulle behévas for att med 95% sannolikhet
detektera ev. skillnader mellan forpackningar pa ett statistiskt sakerstallt satt.
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Figur 2. Inverkan av forpackningstyp (lésvikt, transparent pdse, fénsterpdse, mork pdse)
pd glykoalkaloidhalten i potatissorten King Edward. Prover tagna i detaljhandeln i
Uppsala-omradet under sept.-dec 2011 och analyserade med HPLC. Data fran mork pase
var i stort sett identiskt med det fran fonsterpase. Medelviarde + SD av 6 oberoende
prover per forpackning. Resultat fran sorten Solist var liknande.

Det dr danda vart att notera att inget prov av de totalt ca. 50 st. som analyserats
har overskridit 150 mg/kg, vilket tyder pa att kombinationen av potatissortens
ljuskanslighet och den ev. ljusexponering som sker under transport/i butik i ett
kvalitetsperspektiv inte ar nadgot problem for farskpotatis. Det ar mojligt att den



variation av ljuskanslighet under aret vi visat (Fig. 1) skulle kunna leda till hogre
halter senare pa sdsongen, framfor allt i 16sviktspotatis, men denna aspekt har
inte kunnat studeras inom ramen for projektet. Vi hoppas darfor att i framtiden
kunna repetera analysen med material taget dven under senvinter/var for att se
om arstidsvariation i ljuskanslighet paverkar TGA-halten i knoélar sdlda i olika
forpackningstyper. For de ljuskidnsliga sorter som identifierats i projektet, vore
det ocksa intressant att i en utokad studie studera TGA-halter i ett provmaterial
fran ett geografiskt sett storre omrade.

Delprojekt IIlI. TGA-fordelning i knédlen efter ljusstress -

utvecklande av ny analysmetodik

En LC-MS/MS metod for kinslig och specifik TGA-analys har etablerats i
samarbete med bl.a. forskare vid Inst. for Kemi, SLU, och Livsmedelsverket.
Metoden bygger pa en initial separation av Kkemiska substanser med
vatskekromatografi, och en darpa foljande fragmentering av molekyler och
detektion av deras massa. Molekylernas sonderfall blir mycket specifik for
molekylen i fraga, exempelvis har a-chakonin en moderjon med masstalet 852
och en dotterjon pa 398. Transitionen 852 till 398 blir sdledes mycket specifik
for just a-chakonin.

For att forstd hur glykoalkaloider bildas i vaxten har metoden anvants for att
studera hur olika steroler inmdrkta med en tung isotop av vdte omsatts till
glykoalkaloider, som vid en ev. omsattning far ett hogre masstal. Resultaten visar
att sterolen kolesterol ar ett metaboliskt férstadium till bade a-chakonin och a-
solanin, men att sterolen sitosterol inte ar det. Studien visar ocksa att sattet man
l6ser upp kolesterol med inverkar pa graden av omvandling i vixten. Genom att
utnyttja kolesterol inmdrkt i olika positioner har vi visat att hela
kolesterolmolekylen oOvergar till glykoalkaloider, men att tva viteatomer i
sidokedjan forloras. Liknande resultat har helt nyligen visats av ocksa av andra
(Ohyama m. fl. 2013). Var studie ar den forsta som otvetydigt visar att kolesterol
ar ett specifikt forstadium till glykoalkaloider, och ett manus har nyligen insédnts
till en vetenskaplig tidskrift for bedomning (2013).

Liknande metodik fér en samtidig glykoalkaloid- och kolesterol-kvantifiering
med internstandarder har ocksa tagits fram. Den radiella TGA-fordelningen i
knolen har studerats med denna teknik i relation till kolesterol- och sterol-halter
(Tab. 3). Resultaten visar att bade glykoalkaloider och kolesterol finns pa samma
stallen i knolen. Vi avser att i kommande férsok undersoka dven ljusbehandlat
material. Resultaten vantas kunna visa var glykoalkaloider syntetiseras i knolen.

Tabell Il. Halter av TGA och kolesterol i snitt av potatisknolar
(King Edward)

Avstdnd fran ytan TGA (mg/kg) Kolesterol (mg/kg)
(mm)

0-2 (skal) 158 1,4

2-4 13 34

4-6 4 0

6-14 0 0




Resultatformedling
Resultat fran projektet har formedlats skriftligt och muntligt i olika sammanhang.
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Doktorsavhandlingar innehdllande resultat fran projektet
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Externa kontakter/aktiviteter

Artiklar om delar av projektet inom ramen for Nurun Nahars doktorsavhandling
och disputation 18 mars 2011. Artiklar i dagspress (Lantbrukets affarstidning,
Tema Lantbruk, Uppsala Nya Tidning) och pa SLU:s hemsida
(http://www.slu.se/sv/om-slu/fristaende-sidor/aktuellt/alla-
nyheter/2011/3/nyfunna-gener-styr-potatisknolars-gifthalt).

Kontakt har tagits med en populdrvetenskaplig tidskrift betraffande mojligheten
att skriva en artikel om glykoalkaloider och andra naturliga toxiner i
livsmedel. Kontakten kommer att dterupptas under ar 2014 nar alla resultat
fran projektet har publicerats vetenskapligt.

Deltagande i vetenskapliga konferenser med poster-presentation (Pittcon
Conference, Orlando, USA 12-16 mars 2011; Terpnet 10t Int. Meeting, Kalmar
22-26 maj 2011; Terpnet 11th Int. Meeting, Kolymvari, Grekland 1-5 juni
2013), och som inbjuden talare (2"d ENOR symposium, Dijon 20-21 sep 2012).

En resa till Tekniska Hogskolan i Prag genomfoérdes 24-27 september 2012 med
doc.  Christer = Andersson  (Livsmedelsverket). = Presentation av
projektet "Glycoalkaloid and calystegine levels in table potato cultivars” pa
Institute of Chemical Technology, Food Chemistry and Analysis. Diskussion
med forskare pa institutet (prof. Jana Hajslova, Vera Schulzova), av
gemensamma data infor publicering. Planering av framtida samarbeten.

Muntlig populdrvetenskaplig presentation (30 min) av projektet for allmanheten
vid "Fascinerande vaxters dag”, Botaniska tradgarden i Uppsala 18 maj 2013.
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