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ALKULAUSE

Tama opinnaytetyd tehtiin Fazer Makeiset Oy:n Vaaralan tehtaan laboratoriolle. Haluan
kiittaa erityisesti elintarviketieteen maisteri Pekka Koivistoa hyvista neuvoista ja karsivalli-
sestd ohjauksesta koko opinnaytetydprojektin ajan. Liséksi kiitdn muuta laboratoriohenki-
Iokuntaa suuresta avusta ja opastuksesta paivittaisessa tydskentelyssa. Kiitos kuuluu
myos tehtaan muulle henkilokunnalle hyvasta yhteistysta projektin aikana.

Kiitan perhettéani: miestani ja lapsiani suuresta tuesta, jota sain opinnaytety6ta kirjoitaes-
sani. Suuri kiitos lasteni isovanhemmille ja tédeille avusta lasten- ja kodinhoidossa. Kiitan
myo6s kavereitani, jotka pitivat huolta jaksamisestani ja auttoivat vaikeiden hetkien yli.
Kiitos valvonta- ja ohjaustydsta kuuluu myds opinnaytetyéni ohjaavalle opettajalle lehtori
Pirkko Pyysalolle.

Helsingissa 22.01.2010

Karina Moslova
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Tama opinnaytetyo tehtiin Fazer Makeiset Oy:n toimeksiannosta Vaaralan tehtaalla. Ty6n
tavoitteena oli InfraXact™ Lab -laitteen uuden kalibrointiohjelman kayttdonotto ja sen vali-
dointi.

InfraXact™ Lab -analysaattorilla analysoidaan NIR-teknologian avulla yhtdaikaisesti mm.
suklaamassan vesi-, rasva-, laktoosi- ja sakkaroosipitoisuudet. Saatuja tuloksia verrattiin
tassa tydssa yksittaisiin kaytdssa oleviin maaritystekniikoihin eri suklaamassaoille.

Lahi-IR-alue on 750 — 3000 nm. Naytteiden ainesosien maarittelemiseksi NIR-
spektroskopia vaatii vertailumenetelmien pohjalta kalibroinnin. Spektrin hajaantuneen
transmittanssin, heijastuskyvyn ja hankaluuden takia kalibrointi suoritetaan kayttaen mo-
nimuuttujamatematiikkaa eli kemometriaa.

Ty6ssa tutkittiin eroavatko eri mittaustavat, kyveteilld ja petrimaljalla, ja viikon verran
vanhojen ja tuoreiden naytteiden analyysitulokset merkitsevasti toisistaan. Selvitettiin
my06s, miten naytteen esikasittely eri lampdtiloissa vaikuttaa analyysitulokseen ja olisiko
ohjelma sopivampi vain tietyille suklaamassoille, jolloin muita massoja varten tulisi tehda
toinen kalibrointiohjelma. Tydssa tutkittin myds systemaattisen virheen laatua ja
tarkkuutta seké laskettin  mittausepavarmuudet. Kaikkien suklaalaatujen kaikille
ainesosille laskettiin luottamus-valit.

InfraXact™ Lab -laitteen vanhan kalibrointiohjelman validointi onnistui hyvin. Tutkittuja
mittausmenetelmia tulisi edelleen kehittdd, koska ne sisdltavat seka suhteellisia syste-
maattisia ettd vakiosystemaattisia virheitd. Kyvetti- ja petrimaljamenetelmat eroavat toisis-
taan huomattavasti. Lampdtila-analyysi osoitti, ettd lampdtilan alenemisella ei ole vaiku-
tusta suklaamassan analyysitulokseen kummassakaan menetelmassa. Myodskdan mas-
san ika ei vaikuta analyysitulokseen. Tehty tyd osoitti, ettd taman hetkinen ohjelma ennus-
taa huonommin, jos tutkittava ainesosa on sitoutunut johonkin toiseen raaka-aineeseen
eikd ole vapaasti lisattyna suklaamassaan. Tata vaittamaa voisi tarkistaa mittaamalla
enemman kyseisia suklaalaatuja.

Avainsanat: suklaa, NIR-teknologia, InfraXact™ Lab -analysaattori, osittaisvalidointi
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This study was carried out for Fazer Makeiset OY in their Vaarala factory. The purpose of
this study was to introduce and validate a new calibration program included in the InfraX-
act Lab ™ device.

Water, fat, lactose and sucrose concentration in chocolate mass was simultaneously ana-
lyzed by NIR technology using the InfraXact ™ Lab analyzer. The results were compared
to individual analytical methods currently used for analyzing different chocolate masses.

Near-IR range is 750 — 3000 nm. To determine the ingredients in the samples NIR spec-
troscopy requires a calibration based on different methods of comparison. The calibration
is carried out using multivariate mathematics, or chemometrics, due to scattered transmit-
tance, reflectance and difficulty of the spectrum.

The main objective of this study was to find out whether the analytical results differ greatly
when using different methods such as Slurry cup and Petri dish, and when using week-old
and fresh samples, as well. Another objective was to determine how pre-treating the sam-
ples at different temperatures affect the analytical results, and whether the program would
be appropriate only for certain types of samples, thus requiring another calibration pro-
gram for other types of sample. This study also deals with the quality in the systematic
error, accuracy and uncertainty. Confidence intervals were also calculated for all choco-
late ingredients.

The validation of the old calibration program included in the InfraXact ™ Lab device suc-
ceeded very well. The methods of measurement cannot be implemented since they in-
clude both relative systematic errors as well as constant systematic errors. The Slurry cup
and the Petri dish methods are considerably different. The temperature analysis showed
that a decrease in the temperature does not affect the analytical result in the chocolate
mass with either method. Also, the age of the mass does not affect the analysis result.
The work showed that the current program is not very accurate, if the ingredient under
examination is combined to another raw material and is not added to the chocolate mass
as free raw material. This claim could be checked by measuring more of these kinds of
chocolate.

Keywords: chocolate, NIR technology, InfraXact™ Lab analyzer, partial validation
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1

JOHDANTO

Opinnaytetydn tavoitteena oli InfraXact™ Lab -laitteen uuden
kalibrointiohjelman kayttdonotto ja sen validointi. K&ytdéssa olevan ajan puit-
teissa uusi ohjelma ei kuitenkaan ehtinyt saapua, joten ty6 tehtiin vanhalla
kalibrointiohjelmalla. Tyon tavoitteena oli osittaisvalidoida se eli maarittaa
ainakin tarkkuus, tasmallisyys ja mittausepavarmuus. Tarkoituksena ol
tutkia, eroavatko eri mittaustavat, kyveteillda ja petrimaljalla, ja viikon verran
vanhojen ja tuoreiden naytteiden analyysitulokset merkitsevasti toisistaan.
Pyrittiin my6s selvittdmaan, miten naytteen esikasittely eri lampdétiloissa
vaikuttaa analyysitulokseen ja olisiko ohjelma sopivampi vain tietyille
suklaamassoille, jolloin muita massoja varten tulisi tehdad toinen

kalibrointiohjelma.

InfraXact™ Lab -laitteella analysoidaan yhtdaikaisesti mm. suklaamassan
vesi-, rasva-, laktoosi- ja sakkaroosipitoisuudet. Saatuja tuloksia verrattiin
tassd tydssd yksittdisiin  kaytdssa oleviin  maaritystekniikoihin  eri
suklaamassoille. Vesipitoisuutta verrattin Mettlerin Toledo DL 38 Karl
Fischer Titrator -automaattititraattorila  (KF1) saatuihin  arvoihin.
Rasvapitoisuuksia verrattiin Foss Tecator Soxtec 2050 system -laitteella
uutetuihin  rasvapitoisuusarvoihin. Laktoosi- ja sakkaroosipitoisuuksia

verrattiin entsymaattisilla kittimenetelmilla saatuihin arvoihin.

Tyo6 tehtiin Fazer Makeiset Oy:n toimeksiannosta Vaaralan tehtaalla. Infra-
Xact Lab -laite oli hankittu kevaalla 2007. Taman hetkinen kalibrointiohjelma
otettiin kayttddn huhtikuussa 2008. [1.] Tyon on tarkoitus olla apuna jatkossa

ohjelmaa edelleen kehitettdessa.
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2.1

SUKLAA

Kaakaopuu

Kaakaopuu kasvaa parhaiten trooppisilla alueilla, joten sen tarkeimmat vilje-
lyalueet sijaitsevat pdivantasaajan alueella kuten Lansi-Afrikassa. Sen opti-
mikasvulampotila on 18 ja 32 °C:n valilla. Sademaéaran on oltava suuri, jotta
suhteellinen ilman kosteus olisi 70 - 80 %. [3.]

Kaakaopuuta on kasvitieteellisesti kolme lajia: Griollo, Forasteroa ja Trinita-
rio. Griollo on alkuperéinen viljelylajike. Se on vaaleanruskea vériltd&n, pah-
kinan tai hedelmaisen makuinen. Nykyaan sitd on hyvin vaikea saada. Fo-
rasteroa on vallitsevin laji noin 95 %:a koko sadosta. Silla on tyypillinen suk-
laamainen aromi. [3.] Sita l10ytyy Lansi-Afrikan lisdksi Brasiliasta, Ecuadoris-
ta ja Meksikosta. Trinitario on Criollon ja Forasteron risteytys. Viljely alkoi
Trinidadissa ja on nykyaan levinnyt Venezuelaan, Ecuadoriin, Kameruniin,

Samoaan, Sri Lankaan, Javalle ja Papua-Uusi-Guineaan. [4.]

2.2 Hedelmasta kaakaopavuksi

Kypsia hedelmia sailytetddn muutama paiva, minka jalkeen hedelmat hal-
kaistaan ja seka papujen ympaérilla oleva sokeripitoinen hedelmaéliha etta pa-
vut fermentoidaan. Fermentointi on biokemiallinen prosessi, jonka saavat ai-
kaan hedelmalihassa olevat mikrobit ja entsyymit. Fermentointi kestaa vii-
desta seitsemaan paivaan kaakaopuun lajista riippuen. Sen kaikki vaiheet
vaikuttavat papujen laatuun ja aromin muodostumiseen, joten ne on tehtava

hyvin huolellisesti. [3.]

Fermentoinnin jalkeen kaakaopavut yleensd kuivataan matalassa astiassa
tai tasoilla ulkona auringon alla. Kuivauksella estetddn homeen muodostu-
mista varastoinnin aikana. [3.] On olemassa myos erilaisia kuivaimia. Esi-
merkiksi Samoan Dryer on pienten plantaasien suosittu halpa peruskuivain.
Se on tehty luonnon materiaaleista ja sen kuivausolosuhteet ovat 60-70 °C.
Platform Dryer on vdhemman kaytetty kuivain, jota voi kayttda myoés muiden
tuotteiden kuivaukseen. Muita mekaanisia kuivaimia ovat mm. Rotary Dryer,

Buttner Dryer ja Lister Dryer. [5, s. 13— 14.]

Kuivauksen aikana kaakaopavun kosteus putoaa 65 %:sta seitsema&an %:iin.

Kaakaopapu koostuu kuoresta, joka on noin 10 - 17 %, sirkkalehdista ja



idusta. Sirkkalehdet, toisella nimell& nibsit, sisaltavat 50 - 56 % rasvaa. [3.]
Hiilihydraatteja niissd on 15 %: mm. tarkkelys, sokeri, pektiini, selluloosa,
kasvilima ja pihka. Fermentoinnin aikana proteiinit hajoavat osittain hydroly-
soituessaan peptideiksi ja aminohapoiksi ja muuntautuvat polyfenolien vai-
kutuksesta liukenemattomaan muotoon. Polyfenoliset komponentit koostuvat
antosyaaneista ja leucoantosyaaneista (3 %), katekolista (3 %), ja moniosai-
sista muista polyfenoleista. Fermentoinnin ja kuivauksen aikana polyfenolit
hapettuvat edistden papujen oksidatiivista ruskistumista antaen suklaalle
ominaista ruskeaa varia. Kaakaossa paaalkaloidi on teobromiini (1,5 %), ko-

feiinia on hyvin vahan, vain 0,15 %. [5, s. 17.]

Papujen laatu tarkistetaan erittéain tarkasti tiettyjen laatuparametrien mukaan.
Jos fermentointi ja kuivaus on tehty huonosti, on olemassa homeen tai muun
vaurioitumisten riski. Papuihin voivat myds isked hyotnteiset tai toukat, aihe-
uttaen paljon tuhoa. Laatutarkastuksen jalkeen pavut ovat valmiita vientia
varten maailman raaka-ainepérssien kautta tehtaille, joilla itse suklaan val-
mistus tapahtuu. Fermentoidut pavut séilytetdan varastoissa, joiden lampoti-
laa valvotaan ja ilmankosteus pidetaan noin 15 %:issa, kunnes pavut puh-

distetaan ja paahdetaan. [4.]

2.3 Kaakaopapujen kasittely

Paaraaka-aine suklaan valmistuksessa on kaakaopapu. Pavut esipuhdiste-
taan mahdollisten epapuhtauksien poistamiseksi, minkd jalkeen niitd voi-
daan jatkojalostaa kolmella hieman erilaisella prosessilla: perinteisella papu-
jen paahdolla, nibsien paahdolla tai massan paahdolla. Kaikkien menetelmi-
en tarkoituksena on tuottaa toivottuja aromeja, poistaa ei-toivottu aines, pa-
rantaa kaakaon laatua, saavuttaa mikrobiologinen turvallisuus, irrottaa kuo-
ret ja parantaa hienontamista. Paatarkoitus on tuottaa runsas ja hyvamakui-

nen kaakaon aromi. [3.]

Paahtoprosessi sisaltdda myds pastorointivaineen mikrobiméaaran alentami-
seksi. Pastorointi tehdaan joko itse paahtimessa tai erillisessa prosessissa,
missd kaakaota kasitelladn kuumassa (~100 °C:ssa) ja kosteassa ilmassa

tarpeellisen ajan. [3.]

Papujen paahto on perinteinen ja helpoin tapa, jossa murskauslaitteella
murskataan pavut niin, ettd kuori irtoaa nibsista. Nykyisin murskausvaihees-

sa lampdtila on noin 80 °C ja laitteen pydrimisnopeus on saadettavissa. Tas-



sa lampdtilassa pavut kayttaytyvat elastisen murskauksen mukaisesti. Tu-
loksena on suurempia jakeita, jotka on helpompi erottaa toisistaan. [3.] Pa-
puja seulotaan erikokoisten verkkojen lapi, harjataan ja nostetaan ilmaan,
jolloin ilmavirta imee pois irronneet kuoret. Magneettiset erottajat poistavat
kuidut, kivet ja hiekan, vieraat metallit, papuklusterit ja epékypsat pavut. [5,
s. 28.] Puhdistuksen jalkeen pavut pastdroidaan, paahdetaan, rouhitaan ja
seulotaan [3].

Nain erotellut kaakaonibsit jauhetaan, jolloin kaakaonibsin solurakenne tu-
houtuu ja kaakaovoi vapautuu ja sulaa. Talléin syntyy kaakaomassaa, joka
on dispersio eli kiintoainetta sulassa rasvassa, jolla on viskoottinen vir-
tausominaisuus. Solut ovat helppo murskata, mutta jauhaminen on vaikeaa

kahdesta syysta:

- nibsien korkea vesipitoisuus (>2,5 %) aiheuttaa lampiman, hyvin viskoot-

tisen massan

- pieni osa kuorista ja iduista on puumaisia ja kovia, ja niiden pienentami-

nen vaatii suurimman osan jauhatusenergiasta. [3.]

Nibsien paahto -prosessi eroaa papujen paahto -prosessista siten, etta pe-
ruspuhdistuksen jalkeen kaytetddn lampdshokkia, jotta kuori irtoaisi hel-
pommin ytimesta. Siind pavut lammitetdan lyhytaikaisesti joko infra-
punasateilijoilla tai kuumalla ilmalla. Lammityksen aikana pavun sisalla oleva
kosteus hoyrystyy kuoren ja ytimen vdliin, jolloin kuori pullistuu ja ydin irtoaa
kuoresta. Shokkilammitysta kaytetdan silloin, kun papu on muodoltaan littea
tai paksukuorinen tai sen kosteuspitoisuus on korkea. LAmmityksen jalkeen
pavut murskataan ja nibsit erotellaan kuoresta seulomalla. Niitd pastoroi-
daan ja paahdetaan kuten papuja. Pastoroinnin voi suorittaa myds ennen
paahtoa. Paahdon yhteydessa on mahdollista my6s parantaa nibsien laatua.

Paahdon jalkeen nibsit jauhetaan ja saadaan kaakaomassaa. [3.]

Massan paahto -menetelméssa puhdistuksen jalkeen pavut pastoroidaan,
shokkilammitetaan, rouhitaan ja seulotaan, jolloin saadaan kaakaonibsit.
Massan pastorointi on vaikeaa verrattuna muihin paahtomenetelmiin, koska
rasvafaasi suojelee mikrobeita. Mylly tarvitsee erityiset alipainelaitteet, joilla
kosteus poistetaan jauhatuksen aikana. Raa’an massan paahto tehdaan
ohuena filmina tai kaapimilla varustetuissa lammoénvaihtimissa. Menetelma

tarjoaa kayttdon suuren pinta-alan, josta ei-toivotut aineet (esim. hapot) hel-



posti haihtuvat. Tama lyhentaa jatkok&sittelysséa tarvittavaa konssausaikaa.

[3.]

Kaakaomassa voidaan varastoida sekoittimilla varustetuissa sailidissa, jois-
sa kiintoaineiden laskeutuminen tankin pohjalle estetddn massaa sekoitta-
malla. Tankkien lampdtila pidetaan yleenséa 50 °C:ssa. Massa voidaan va-
rastoida myos kiinteand, 25 kg:n harkkoina. Sula massa esikiteytetaan ja va-
letaan muovilla vuorattuihin laatikoihin ja jaahdytetddn kunnes massa on
kiinted. [3.]

2.4 Suklaan ainekset

Suklaan tavallisimmat raaka-aineet ovat kaakaomassa, kaakaovoi, sokeri,
maito, vanilja, suola seka lesitiini. Suklaalaatuja on hyvin paljon erilaisia, ja
niissad raaka-aineiden suhteellinen osuus vaihtelee melko paljon. Suklaa-
massa voi sisaltda erilaisia kaakaomassoja. Edella mainittujen aineksien li-
séksi suklaaseen voidaan lisata vanilliinia, voibljya tai kasviperéista rasvaa

lainsdddannon puitteissa [1].

Suklaan valmistus vaatii huolellista ainesten sekoittamista. Sokeri poistaa
kaakaomassan kitkeryyden. Kaakaovoi antaa tayteldaisen pehmean koostu-
muksen. Suklaaseen voidaan haluttaessa lisata erilaisia rouheita, esim.
pahkindita tai rusinoita. Jadhtyneet suklaatuotteet pakataan ja lahetetaan sit-
ten maailmalle nautittaviksi. Laadukkaassa tummassa suklaassa on véhin-
taan 50 % kaakaota. Kaakaoprosentti saadaan kaakaomassan ja kaaka-

ovoin osuudesta suklaassa. [4.]

Suomalaisten suosimaa maitosuklaata saadaan kayttamalla tuoretta maitoa
tai maitojauhetta muiden raaka-aineiden liséksi [7]. Valkoinen suklaa ei siséal-
l&a kaakaomassaa. Se valmistetaan kaakaovoista, sokerista ja maitojauhees-

ta ja sita maustetaan yleensa vaniljalla. [6.]
Kaakaovoi

Kaakaomassa sisaltda noin 50 - 56 % kaakaovoita, josta osa poistetaan pu-
ristimella. Puristettu kakku siséltaa tavallisesti 10 - 12 % kaakaovoita valmis-
tettaessa jauhetta. Suklaan valmistuksessa kaytetaan kaakaota noin 22 - 24

%. Kaakaovoin maara riippuu kayttotarkoituksesta. [3.]



Kaakaovoi suodatetaan puristimen jalkeen mahdollisten kiintoaineiden pois-
tamiseksi. Taman jalkeen kaakaovoi voidaan myyda puhtaana puristekaa-
kaovoina. Kaakaovoi voidaan myos deodorisoida, jotta saataisiin neutraali
maku. Kaakaovoin sulaminen ja kiteytyminen ovat tarkeitd ominaisuuksia
suklaan valmistuksessa. Alkuperélla on huomattava vaikutus kaakaovoin
ominaisuuksiin. Kaakaovoi koostuu triglyserideistd, mm. steariini-, palmitiini-,
oleiini- ja linolirasvahapoista, ja se voi kiteytyd useassa muodossa eli se on
polymorfinen. Se on keltainen vériltdén, liuos on kiinted 20 °C:ssa ja yli 35
°C:ssa sula. Kaakaovoi ja kaakaomassa toimitetaan kayttajille useimmiten

séiliokuljetuksena. [3.]

Suklaan valmistuksessa kaytetddn lainsaadannon puitteissa muitakin kaa-
kaovoin kaltaisia kasvirasvoja kuten lllipe-voita, joka on eristetty Shorea-
kasvilajin siemenista. Shea-voi saadaan afrikkalaisesta puusta nimelta Buty-
rospermum parkii, joka kasvaa Nigerian ja Senegalin alueilla. [7, s. 84, 86.]
Nama kasvirasvat ovat kaakaovoiekvivalentin eli CBE-rasvan raaka-aineita.
CBE-rasva (Cocoa Butter Equivalent) koostuu padasiassa samoista rasva-
hapoista kuin kaakaovoi, etupaassa steariini- palmitiini- ja oleiinihapoista.
CBE-rasvaa voi kayttaa korkeintaan 5 % suklaan kokonaismaarasta yhdes-

sa kaakaovoin kanssa. [1.]

Sokeri

Kaakaomassa on melko kitkeraa ja voimakkaan makuista, joten siihen lisa-
taan sokeria, jolloin suklaasta tulee miellyttivamman makuista [4]. Suklaa-
massan makeuttajana voi olla my6s kondensoitu maito, makeasta maidosta

pastéroitu jauhe tai muu vastaava makea jauhe.
Maitojauhe

Maitojauhetta kaytetdan vaaleissa suklaamassoissa. Se antaa vaalean varin
ja miedomman maun. Maidon lisdaminen suklaaseen keksittiin Sveitsissa.
Monen vuoden kokeilun jalkeen Daniel Peter onnistui 1875 valmistamaan
maitosuklaata kayttamalld kondensoitua maitoa. [4.] Nykyaan suklaan val-
mistukseen on mahdollista kayttda erilaatuisia maitojauheita, maitoa, kon-

densoitua maitoa tai herajauhetta.



Vanilliini tai vanilja

Suklaan maustamiseen kaytetdan yleensé joko vanilliinisokeria tai vanilja-

jauhetta. Niité kaytetaan erittain pienia maaria. [4.]
Lesitiini

Lesitiini on emulgointiaine, jota lisdtdén suklaaseen alustusvaiheessa erittain
pienid maarid kerrallaan. Emulgointiaineet tekevat rasvan ja veden sekoit-
tamisesta helpompaa. llman lesitiinia pienet vesimaarat, joita on kaikissa ai-
neissa, tekisivat suklaamassasta sitkedéd alustuksen aikana. [6.] Suklaan
valmistuksessa kaytetdaan kasviperdista lesitiinia, jota saadaan soijasta,
maapéahkinasta, puuvillansiemenistéd, maissista tai rypsista. Soijalesitiini on
suosituin suklaateollisuudessa, silla sen viskositeettia vahentéva vaikutus on
huomattavasti suurempi kuin muiden kasvilesitiinien. Sen muoto ei mygs-
kdan ole yhtd muuttuva kuin muiden, ja sen saatavuus on parempi. [5, s.
89.]

Lesitiinin lisdyksen fysikaaliset vaikutukset suklaamassaan

Suklaa koostuu hajonneista hienojakoisista kiinteista partikkeleista rasvafaa-
sissa. Tummassa suklaassa partikkelit ovat peréisin sokerista ja kaakaojau-
heesta. Maitosuklaassa on vield maitorasvan lisdyksen takia kiinteat maito-
partikkelit, jotka siirtyvat mydhemmin rasvafaasiin. Suklaan valmistuksen en-
simmaisessa vaiheessa kaikki rasva on liuosmuodossa, mutta myéhemmis-
sa valamisvaiheissa suklaata kaytetdan temperoituna. Silloin kiintea faasi si-
saltda tasaisesti rasvahiukkasia, normaalia kaakaovoita, joka vaikuttaa suk-

laan valuvuuteen, sokerin, kaakaon ja maidon. [5, s. 94.]

Lesitiinin lisddminen suklaaseen vaikuttaa merkitsevasti suklaan viskositeet-
tiin. Nestemaisen suklaan viskositeetti on huomattavasti suurempi kuin pel-
kastaan suklaan siséltamien rasvojen viskositeetti itsestdan. Suklaan vala-
misominaisuuteen vaikuttaa erittain paljon, miten kiinteat partikkelit liukuvat
toistensa lomitse nestefaasissa. Lesitiinin lasndolo vahentdd kaakaovoin
kayttda, joten se on myds kustannuskysymys, silla kaakaovoi on hyvin kallis

raaka-aine suklaan valmistuksessa. [5, s. 94.]

Normaalisti suklaan vesipitoisuus on 0,5 - 1,5 %. Jos seokseen lisataan

edes vahan ylimaaraista vetta, vesipitoisuus kuten myds viskositeetti kasvaa



huomattavasti. Lesitiini on seka hydrofiilinen etté lipofiilinen aine. Sen vaiku-
tusta viskositeettiin ja kosteuteen on testattu lisdamalla sita suklaaseen, so-
keri-rasva- ja kaakao-rasva-seoksiin. [5, s. 94 — 96.] Sen vaikutus nékyy ku-

vassa 1.

100 = —— - 4 —3_ %
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’\\f_\
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Fig. 4.2. Influence of Lecithin on Viscosity

Viscosity determined by Redwood type viscometer

Kuva 1. Lesitiinin vaikutus viskositeettiin eri seoksissa [5, s. 96]

Sokeripartikkeleiden pinnalla oleva kosteus nostaa niiden valista kitkaa. Ta-
ma aiheuttaa suuren vastuksen partikkeleiden liikkuessa toistensa ohitse ja
antaa kohonneen vaikutuksen viskositeetista. Kun lesitiini on lisatty, mole-
kyylien hydrofiiliset osat kiinnittyvat tiukasti yhteen sokeripartikkeleiden pin-
nalla oleviin vesimolekyyleihin. Talla tavalla muodostuneet fraktiot helpotta-
vat partikkeleiden liikkkumista ja viskositeetti laskee. Taméan vaittaman tueksi
on tehty kokeita, joiden perusteella voidaan sanoa, etta ainoastaan lesitiinin
oikea lisdysmaara vaikuttaa tehokkaasti viskositeetin pienentamiseen. [5, s.
96.]

Lesitiinin lisaaminen aiheuttaa myds sen, ettad suklaan kasittelyssa on mah-
dollista kayttaa korkeampia lampotiloja viskositeetin pysyessa muuttumatto-
mana. Temperoinnissa lesitiinin kaytdon on huomattu vaikuttavan alijadhtymi-

seen, joka tapahtuu matalimmassa lampétiloissa. [5, s. 97.]



2.5 Suklaan valmistus

Suklaan valmistus tapahtuu siten, ettéd sekoituskone taytetd&dn suklaan raa-
ka-aineilla: kaakaomassalla, sokerilla, maitojauheella (ainoastaan maitosu-
klaan valmistuksessa) ja kaakaovoilla. Raaka-aineet vaivataan yhteen sile-
aksi, joustavaksi massaksi. [4.] Kaikkia raaka-aineita lisatdan pienissa osis-
sa ja tietynlaisessa jarjestyksessa, joka vaikuttaa valmistetun suklaan laa-
tuun [1].

Suklaamassan tulee tuntua suussa silealtd eikad rakeiselta. Sen takia suk-
laamassa hienonnetaan sileiden terastelojen valissa, jotka pyorivat toisiaan
vasten eri nopeuksilla. Talla tavoin yksittéisten hiukkasten koko pienenne-
tdan noin yhdesta millimetristd noin 0,02 millimetriin. Valssauksesta suklaa
kuljetetaan suurille konssauskoneille. Niissa& massaa vaivataan kuudesta
tunnista muutamaan paivaan riippuen suklaalaadusta samalla kun siihen li-
satdan lampoa (50 - 80 °C) ja ilmaa. Hienot aromit ja eri suklaatyyppien vali-
set makuerot saadaan aikaan valvomalla konssauksen lampétilaa ja kestoa.
Konssauksen jalkeen, ennen temperoinnin alkua, on suklaamassan oltava
tasalaatuista ja sileda. Valmiiksi konssattua suklaamassaa sdilytetaan viela
monta paivaa suurissa sdailidissa, joiden lampdétila on 40 - 50 °C. Jotta saa-
daan suklaalle luonteenomainen kiilto ja kiinted koostumus, on se jadhdytet-

tava tiettyyn lampdétilaan ennen kuin se lopulta valetaan muotteihin. [4.]

Viimeinen tuotantovaihe on valaminen, joka voidaan tehda kahdella tavalla:
valamalla suklaa suoraan muotteihin tai peittamalla sisempi ydin tai valmis
tayte suklaakerroksella. Esimerkiksi kuorrutettavan tuotteen ydin asetetaan
sdleikdlle ja kuljetetaan nesteméisen suklaamassan lapi, siten paallystaen
se suklaalla. Ulkopuoli koristellaan myds usein tassa vaiheessa ennen kon-

vehdin kuljetusta jadhdytystunneliin, jossa suklaan kiteytyminen alkaa. [4.]

Taytekonvehdit tehdaan niin, ettd nestemaistad suklaata kaadetaan muottei-
hin. Ennen kuin suklaa kovettuu, muotit kddnnetaan yldsalaisin, jotta keski-
osan suklaamassa valuu reunoja pitkin ja muodostaa suklaakuoren. Muotit
kdannetaan jalleen ympari, taytetdan taytteelld ja jaahdytetdan. Taman jal-
keen muoteissa olevien konvehtien paalle kaadetaan lisda suklaata, josta

muodostuu konvehdin pohja. [4.]

Kokonaisina valetut kompaktilevyt valetaan muovimuotteihin. Mahdollisesti

tarvittavat pahkinat, rusinat tai muut mausteet lisatdan suklaamassaan valu-
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vaiheessa. Jaahdytyksen jalkeen suklaalevyt kuljetetaan suoraan pakkaus-
koneille. [4.]

3 SUKLAAN LAADUNVALVONTA

Elintarvike- ja terveyssuojelulain ja -asetusten mukaan jokaisella elintarvik-
keita valmistavalla yritykselld tulee olla omavalvontasuunnitelma. Liséksi
useat valmistajat ovat sertifioineet laatu- ja ymparistojarjestelmansa stan-
dardien ISO 9001 ja ISO 14001 mukaan. [2.]

Teollisuudessa raaka-aineiden ja pakkausmateriaalien laatutoimintaan kuu-
luu niiden toimittajien valinta ja jatkuva arviointi. Naiden vastaanoton yhtey-
dessa niitd tarkistetaan, hyvaksytaan tai mahdollisesti hylatdan. Pakkaamat-
tomia tuotteita ja niiden valmistusprosessia valvotaan tuotannossa. Suorite-
taan vaadittavia valvonta- ja varmistusmittauksia seka dokumentoidaan tu-

loksia toiminnanohjaus-jarjestelmaan. [2.]

Raaka-aineille, pakkausmateriaaleille, puolivalmisteille seka valmistetuille ja
pakatuille tuotteille on tehty oma néaytteenottosuunnitelma ja -ohje. Jokaises-
ta pakatusta tuotteesta sailytetdan nayte vahintdan sen parasta ennen -ajan

vastanaytevarastossa. [2.]

Elintarviketeollisuudessa raaka-aineille, puolivalmisteille ja lopputuotteille
tehdaéan aistinvaraisia, kemiallisia, fysikaalisia ja mikrobiologisia testeja tuo-

teturvallisuuden varmistamiseksi [8].

3.1 Suklaan laatu

Suklaan laatua on mahdollista tarkistaa my6s analyyttisin menetelmiin.
Energiaa saadaan ruoan sisdltamistd energiapitoisista ravintoaineista, joita
ovat hiilihydraatit, proteiini, rasva ja alkoholi [9]. Suklaan sisaltdmat rasvat
ovat padasiassa kasvirasvoja, lukuun ottamatta maitorasvaa. Rasvat tuotta-
vat kaloreita kaksin verroin enemman kuin hiilihydraatit ja proteiini. Alkoholin
energiapitoisuus sijoittuu sen sijaan naiden valiin. [9.] Taulukossa 1 on esi-

tetty erilaisten suklaiden ravintosisalto.
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Taulukko 1. Erilaisten suklaiden ja makeisten ravintosisallot [5, s. 634]

Table _274 1. F_C_’,Oq, Values of C_)rlocolate and Confegrtgin_ery”

gperl00g per 100g
Available
Product Protein Fat carbohydrate  Calories
|. Dark chocolate 5.6 35.2 52.5 544
2. Milk chocolate 8.7 37.6 54.5 588
3. Chocolate assort
ment 4.1 18.8 73.3 467
4. Milk chocolate
covered bar 5.3 18.9 66.5 447
5. Clear boiled
sweets - - 87.3 327
6. Cocoa powder 20.4 25.6 35.0 452
7. Toffee 0.2 6.2 90.8 399
8. Malt food drink 11.4 1.5 67.6 370

9. Chocolate
creme bar
10. Aerated candy,
milk chocolate
covered 5.3 229 71.6 501
1. Milk chocolate
bar with biscuits
and raisins 7.1
12. Cocoa 2

N
wh
h
N

75.1 438

58.3 508
34.9 417

)
(S
e
OO =

Suklaan siséltama kosteus vaikuttaa massan viskositeettiin seka jadhdy-
tysominaisuuteen. Liiallinen kosteus haittaa myds tuotantoprosessia. Eri
tuotteiden valmistuksessa kaytetaan eri ohjelmia ja niille ominaisia prosessi-
nopeuksia, jotta tuotteet ehtisivat jadhtya tasaisesti ennen pakkaamista. Lii-
an kostea suklaa saattaa pilata koko tuotteen ja samalla liata tuotantolinjaa

aiheuttaen ylimaaraisia kustannuksia. [1.]

Jokaiselle suklaalaadulle on omat sertifikaatio-, ohje- ja ajoarvonsa, joiden

toteutumista seurataan jatkuvasti [1].

3.2 Sokerit

Sokeri eli sakkaroosi on disakkaridi, joka koostuu fruktoosista ja glukoosista.
Nama muodostuvat kahdesta monosakkaridimolekyylista naiden liittyessa
toisiinsa kondensaatioreaktiossa 1,4-a-glykosidisidoksella. Glykosidisidos

muistuttaa alkoholiryhmien vélille muodostuvaa eetterisidosta. [10.]

Laktoosi eli maitosokeri on myos tarkea disakkaridi, joka on maidossa ja
maitotuotteissa esiintyva sokeri. Se muodostuu glukoosista ja galaktoosista.
Disakkaridit voivat hydrolysoitua monosakkarideiksi laimean hapon vaiku-

tuksesta tai entsyymien toiminnan seurauksena. [10.]
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3.2.1 Entsymaattinen maaritys

Tassa tyossa sakkaroosi ja laktoosi analysoitiin entsymaattisin menetelmiin.
Menetelmat perustuvat sokerien spesifisiin entsyymireaktioihin ja indikaatto-
rin absorption spektrofotometriseen mittaamiseen. Analyyseihin kaytettiin
Boehringer Mannheim/R-Biopharm:n "Sucrose/D-Glucose” [11] ja "Lacto-
se/D-Galactose” [12] -kittiohjeita. Mittaukset suoritettiin aallonpituudella 340
nm PerkinElmerin Lambda 25 UV/VIS-spektrofotometrilld, jonka toimintakun-

to tarkistettiin sertifioitujen referenssimateriaalien avulla.

Maaritettdessd suklaamassan laktoosipitoisuutta laktoosi hajotetaan D-
galaktoosiksi ja D-glukoosiksi B-galaktosidaasi-entsyymilla pH:n olleessa 6,6
seka veden lasna ollessa. Reaktioyhtald on esitetty seuraavassa reaktioyh-

talossa. [12.]

CH,OH CH,OH
o] J{*O
HO R Y)H
Dy (EL I ¢ :
OH ~ OH /
- ' iho
OH Lactose OH
B-galaktogidaasi
CH,OH CH,OH

+ K
Ho\ OH '

OH OH
D-galactose D-glucose

D-galaktoosi hapettuu pH:ssa 8,6 nikotiiniamidiadeniinidinukleotidin (NAD")
vaikutuksesta D-galaktonihapoksi p-galaktoosi-dihydrogenaasin (Gal-DH)

lasna ollessa. [12.]

CH,OH
: CO,H

OH .~ O,

+ NAD'  Gal-DH K on
B
\_/or«

OH

+ NADH + H*

OH
D-galaktoosi

D-galaktonihappo
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Tassé reaktiossa muodostuneen nikotiiniamidiadeniinidinukleotidimolekyylin
(NADH) maara on stoikiometrinen muodostuneelle laktoosin ja D-
galaktoosin maaralle. NADH-molekyylien maarén kasvu mahdollistaa niiden
spektrofotometrisia mittauksia aallonpituuksilla 334, 340 tai 365 nm. [12.]

Maaritettdaessa suklaamassan sakkaroosipitoisuutta sakkaroosi hydrolysoi-
daan B-fruktosidaasientsyymilla pH 4,6:ssa D-glukoosiksi ja D-fruktoosiksi

[11]. Reaktioyhtalo on esitetty seuraavassa reaktioyhtalossa.

HHJ’D H\\C{//o
H—+ — OH H—L—OH
L, OH " o HG ——H HO—L—H
Q Sy L. H
! -- ~ H ——1— OH H—L—OH
H A W ofbaon B-fruktosidaasi L
T —0o—\ ¥ 2 H—1—0H H—GC—0H
¢ ‘ | + H,O > + |
C o H CH:OH CHOH
Sakkaroosi ) )
D-glukoosi D-fruktoosi

Heksoginaasientsyymi (HK) katalysoi pH 7,6:ssa D-glukoosin fosforylaation
adenosiino-5'-trifosfaatin  (ATP) avulla muodostaen samanaikaisesti
adenosiino-5’-difosfaatin (ADP) [11].

H\/O
H—1 OH
HO—1H HK
H—! oH + ATP ——» G-6-P + ADP
H—1—OH
CH,CH
D-glukoosi

Glukoosi-6-fosfaatti-dehydrogenaasientsyymin  (G6P-DH) lasna ollessa
muodostunut D-glukoosi-6-fosfaatti (G-6-P) hapetetaan nikotiiniamidiadenii-
nidinukleotidifosfaatilla (NADP) D-glukonaatti-6-fosfaatiksi ja pelkistetyksi ni-
kotiiniamidiadeniinidinukleotidifosfaatiksi (NADPH) [11].

G6P-DH
G-6-P + NADP* ——»  D-glukonaatti-6-fosfaatti + NADPH + H*
Tassé reaktiossa muodostuneen NADPH:n maéara on stoikiometrinen muo-
dostuneelle D-glukoosin maarélle, ja se on mitattavissa spektrofotometrisesti
aallonpituuksilla 334, 340 tai 365 nm [11].
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3.2.2 Analysoiminen

Kaytetyssa kittiohjeessa on hyvin tarkat ohjeet tutkittavan naytteen kasitte-
lystd ja reagenssien pipetointim&arista. Laboratoriossa kyseisia mittauksia
on tehty jo hyvin pitkdan, joten siella on kaytdéssa oma jonkin verran muun-
neltu tydohje. Tyota tehtassa otettiin huomioon molemmat, seka kitti- etta la-
boratorion omat ohjeet. Jotta reagenssien kulutus olisi minimaalinen, samas-
ta esikasitellysta naytteestda maaritettiin yhta aika seka sakkaroosi- ettd lak-
toosipitoisuudet ja mittaukset suoritettiin lomittain. Naytteita mitattiin 4 - 6 kpl
paivassa ja jokaisesta tehtiin kolmet rinnakkaiset, kyvetteihin ei mittapulloi-
hin. Ty6n aikana kasiteltiin yhteensé 93 naytetta.

Kitissa olevat reagenssit kasiteltiin kittiohjeiden mukaan. Tarvittaviin pulloihin
lisattiin oikea maara ionivaihdettua vetta kayttden apuna tayspipetteja. Mit-
tauksiin kaytettiin kertakayttdisia muovikyvetteja. Niihin pipetoitiin ohjeiden

mukaiset reagenssi- ja naytemaarat.

Kittiohjeessa laktoosi- ja sakkaroosipitoisuuksien laskemiseksi on kehitetty

yhtalot. Laktoosipitoisuutta laskettiin kaavojen 1 ja 2 mukaan.
V * MW :

c=—— 0 xAA{d/I

€*d *v*1000

V = lopullinen tilavuus (ml)

v = naytteen tilavuus (ml)

MW = analysoitavan aineen molekyylipaino (g/mol)

d = valon matka (cm)

¢ = absorptiokerroin NADH:lle 340 nm:ss&, joka on 6,3 (*mmol™*cm™)

, jossa Q)

AAlaktoosi = (AZ B Al)n‘ayte B (AZ B Al)blankki

_ 3,300 *342,3 11,30 ) . )
c= * AA = *AA g laktoosia /| nayteliuos ta .
6,3*1,00 * 0,100 *1000 6,3
| C |al.<.toosi g/l néyteliuc.).s ta : *100 d /100 g
Total laktoosipitoisuus= PUNNItU - nayte d /'l nayteliuos ta — (2)

Sakkaroosipitoisuus laskettiin samoilla kaavoilla. Erona on vain lopullinen ti-
lavuus (V), joka on sakkaroosin tapauksessa pienempi eli 3,020 ml. Laskuis-

sa otettiin huomioon tehty laimennus, joka oli 2,5-kertainen.
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3.3 Rasva

Kuten jo aikaisemmin mainittiin suklaata valmistettaessa, siihen voidaan lisa-
td kaakaovoita, maitorasvaa tai muuta kasviperaista rasvaa. Lisatty rasva

parantaa suklaan fysikaalisia ominaisuuksia seka makua.

3.3.1 Soxhlet-uutto

Rasvan maarityksessa elintarvikkeista yleisin menetelma on Soxhlet-uutto.
Liuotinuutossa seokset erotetaan niiden liukoisuuserojen avulla. Aina ei ras-
vaa saada uutettua ndytteestd suoraan, vaan tarvitaan erilaisia esikasittelyja
tai muita menetelmia. Perusajatus on, etta kuivattu, homogenoitu nayte uu-
tetaan jatkuvatoimisessa Soxhlet-uuttolaitteessa. Lipidit uuttuvat ja kulkeutu-
vat liuottimen mukana kolviin. Liuotin haihdutetaan pois ja kolvin pohjalle
jadédnyt raakarasva kuivataan ja punnitaan. Nain saadun raakarasvan maari-

tys perustuu liuottimeen uuttuneen aineksen punnitsemiseen. [13.]

3.3.2 Analysoiminen

Tassa tyodssa kokonaisrasvapitoisuutta suklaamassasta analysoitiin Foss
Tecator Soxtec 2050 system -laitteen avulla (kuva 2). Naytteesta erotettiin
rasva keittamalla sitd 10 %:sessa suolahapossa ja uuttamalla sen jalkeen
petrolieetterilld. Samalle naytteelle tehtiin kolme rinnakkaista punnitusta, jo-

ten yhdessa paivassa kasiteltiin vain nelja naytetta.

Kuva 2. Foss Tecator Soxtec 2050 system —uuttolaite [14]

Sulaa suklaamassaa punnittiin SoxCap-lasikapseliin 1 - 3 g, jossa on kerta-
kayttdinen SoxCap-polyesterisuodatin. Kapseli erottaa hydrolyysin yhtey-
dessd naytteessa olevan rasvan ja vapauttaa sen 10 -%:seen HCI-
liuottimeen uuttamisen yhteydessa. Tyhjiopumppu poistaa samassa yhtey-
dessd muodostuvat happohdyryt automaattisesti [15]. Kuvassa 3 on esitetty

SoxCap system -keittoastia.
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Kuva 3. 2047 SoxCap system -keittoastia [16]

Pesu suoritettiin kylmalla vesijohtovedella kuusi kertaa. Pesun jalkeen kap-
selit nostettiin kasipyyhkeen padlle, jotta ylimaardinen vesi poistuisi. Pieni
pumpuli tydnnettiin kapseliin suodattimen molemmin puolin. Taman jalkeen

ne nostettiin kiertoilmauuniin 50 °C:seen kuivumaan yon yli.

Uutto suoritettiin Soxtec™ 2050 automaattisella uuttojarjestelmalla [17]. Yon
yli kuivuneisiin naytekapseleihin asetettiin selluloosauuttosukka (28 x 22
mm) ja metalliadapteri, minka jalkeen ne kiinnitettiin uuttoyksikk66n mag-
neettikiinnityksen avulla. Naytteista uutettiin rasvaa petrolieetterilla seuraa-
vanlaisella ohjelmalla: 3 h uutto, 1 h huuhtelu, 8 min takaisinkeraysaika ja 1
min kuivaus. Uuttokuppeihin erottuneen rasvan maara punnittiin ja rasvapi-

toisuus laskettiin kaavan 3 mukaan.

W2_W1.

100 %

Wo , missa 3)

rasva-% =

W> = uuttokuppi + uutettu rasva (g)
w1 = uuttokuppi (9)
Wo = ndytemaara (g)

3.4 Kosteus

Suklaassa oleva vesipitoisuus on yleensa 0,5 - 1,5 %. Ylimaarainen vesi
nostaa huomattavasti suklaan viskositeettia. [5, s. 94.] Viskositeetin kuuluu
olla oikea, jotta prosessituotanto olisi mahdollista. Raaka-aineiden ja valmiin
suklaamassan vesipitoisuudet tulee valvoa saanndllisesti hyvan tuotteen ai-

kaansaamiseksi.

Elintarvikkeesta kosteutta voidaan maarittdd gravimetrisesti tai pakkaskuiva-
uksella, jossa nayte ensin pakastetaan ja sitten vesi haihdutetaan pois ali-
paineessa. Veden esiintymismuoto ja mé&ara elintarvikkeessa maaraavat

kaytettavan menetelman. Se voi esiintyd vapaana vetend, johon muita ainei-
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ta on liuenneena tai dispergoituneena, hydraatteina, geeleihin sitoutuneena
ja adsorboituneena. [18.] Tassa tydssad suklaamassan vesipitoisuutta maari-

tettiin Karl Fischerin menetelmalla.

3.4.1 Karl Fischer -reaktio

Karl Fischer -titraus on laajalti kaytetty analyysimenetelma, jolla voidaan
kvantitatiivisesti maarittdd vesipitoisuutta eri tuotteista. Taman titrauksen pe-
rusajatus perustuu jodin ja rikkidioksidin valiseen reaktioon nestemaisessa
valiaineessa. Karl Fischer havaitsi, ettéa taman reaktion voisi muuttaa ja kayt-
taa ei-vesipitoisen jarjestelman veden maarityksessa, joka sisaltaa rikkidiok-
sidia ylimaarin. Han kaytti ensisijaisesti liuottimena metanolia ja puskurina

pyridiiniemasta. [19.]

Metanoli ei ainoastaan kayttaydy kuten liuotin vaan myds osallistuu suoraan
itse reaktioon. Se reagoi rikkidioksidin (SO,) ja eméaksen kanssa muodos-
taakseen vdlituotteen, alkyylisulfiittisuolan, joka tdmén jalkeen hapetetaan
jodilla alkyylisulfaattisuolaksi. TAma hapetusreaktio kuluttaa vettd. Reagoiva
alkoholi on tyypillisesti metanoli tai 2-2-etoksietoksietanoli, joka tunnetaan
my6s nimella dietyleeniglykoolimonoetyylieetteri (DEGEE) tai jokin muu so-
piva alkoholi. Nykypaivana kaytdssa olevat Karl Fischer -reagenssit eivat si-
salla pyridiinia, vaan ne sisaltavat sen sijaan imidatsolia tai primaariamiinia.
[19.]

Alkoholiliuoksessa reaktio jodin ja veden valilla tapahtuu stoikiometrisessa
suhteessa 1:1. Kun kaikki lasna oleva vesi kuluu, jodin ylimaara havaitaan
voltametrisesti titraattorin indikaattorielektrodilla. Nama pisteet ovat titrauk-
sen paatepisteet. Vesipitoisuuden maara naytteessa lasketaan Karl Fischer

-titrausreagenssissa olevan jodin konsentraation ja kulutuksen mukaan. [19.]

Optimaalinen pH-alue Karl Fischer:in -reaktiolle on 5 - 8 ja voimakkaasti
happamia tai emaksisia naytteitd pitaa puskuroida, jotta saadaan pH talle
alueelle. Jos pH on alle 5, titrausnopeus on hyvin hidasta. Toisaalta, kun pH
on yli 8, titrausnopeus on kova, mutta ainoastaan kun sivureaktion tuotteena
muodostuu vettd esterdinnin seurauksena, tuloksena on paatepisteen ka-

toaminen. [19.]
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3.4.2 Analysoiminen

Tassa tytssd suklaamassojen vesipitoisuudet madritettiin Mettlerin Toledo
DL 38 Karl Fischer Titrator -automaattititraattorilla (kuva 4). Laitteen

toimintakunto tarkistettiin sertifioitujen referenssimateriaalien avulla.

\ l'\/ ]
“

eee
—~—

Kuva 4. Mettler Toledo DL 38 Karl Fischer Titrator [21]

Talla laitteella tapahtuu kahden komponentin tilavuustitraus. Titrantti
siséltda vain jodia ja metanolia, kun taas Solventti siséltda muita Karl Fi-
scher -reagointikomponentteja (rikkidioksidi, imidatsoli ja metanoli), joita kay-
tetdan valiaineena titrausastiassa. Kaksikomponenttisilla reagensseilla on
paremmat pitkaikaiset vakaus- ja nopeammat titrausajat kuin yksikompo-
nenttisilla reagensseilla, mutta ne ovat yleensa kalliimpia ja niilla on mata-

lampi liuotinkapasiteetti. [20, s. 6.]

Tassa tyodssa liuoksina olivat Riedel-de Haénin Hydranal — Solvent ja Hyd-
ranal — Titrant 5. Koska titrausastiaan laitettavan suklaan massa taytyy olla
tiedossa, apuna kaytettiin Mettlerin AT100 FZ 5096 -analyysivaakaa, jonka
tarkkuus on = 0,0001 g.

Sula suklaa punnittiin ruiskussa 0,8 — 1,8 g. Liuotinta vaihdettiin kolmen mit-

tauksen jalkeen. Jokaisesta naytteesta tehtiin kolme rinnakkaista mittausta.
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4 NIR-SPEKTROSKOPIA

Infrapunaspektrometriaa eli IR-spektrometriaa kaytetdén aineiden tunnista-
miseen ja molekyylien rakenteiden selvittdmiseen. IR-sateily on lampodsatei-
lya, joka absorboituessaan aineeseen saa sen molekyylit varahdys- ja pyo-
rahdysliikkeeseen. [24, s. 90.] IR-alue jaetaan kolmeen taajuusalueeseen
(kuva 5) [22, s. 288, 289, 292]:

o Near-IR: 12500-4000 cm™ (750—-3000 nm) (lahi-infrapuna)
o Mid-IR: 4000-1300 cm* (3000-20000 nm) (keski-infrapuna)
o Far-IR: 667-10 cm™ (667—750 nm) (kaukoinfrapuna)

Frequency (Wavenumbers
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-
v
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= et - Fundamental
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i
667 750 1000 2500 20000

Wavelength (Nanometers)

Kuva 5. IR-séteilyn absorptioalueen jako [25]

NIR-spektroskopiaa kaytetaan rutiininomaisesti koostumuksellisissa, toimin-
nallisissa ja aistinvaraisissa analyyseissa elintarvikeainesosien maarittelemi-

seksi prosessin véli- ja lopputuotteista [23].

Elintarvikkeiden NIR-spektrit ovat laajat leveat vyohykkeet, jotka syntyvéat
paallekkaisistd kemiallisten sidosten absorptioista, kuten CH, OH ja NH.
Nama koostuvat paadasiassa perusvarahdyksista, joissa jokaisesta on ole-
massa vastaava sarja yli- ja kombinaatiovarahdyksid. Kuvassa 6 on esitetty
kemiallisten sidosten perusvarahdysalueet, jotka on jaettu yli- ja kombinaa-
tiovarahdyksiin. Naissa jokainen perakkainen ylivarahdysalue on noin kerta-

luokkaa vdhemman intensiivistd kuin edellinen. Tama tarjoaa sisddnraken-
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netut laimennussarjat, jotka mahdollistavat useita vaihtoehtoja erilaisia ab-
sorptiointensiteetteja, jotka sisdltavat samat kemialliset tiedot. [23.]

1%, 2" and 3™ Overtone Region Combination Region

CHy; CHsz
HOH COH OH

ArCH
CH

CH; MH NH
ArCH

COH ZH CHgl
HOH NMH

CH CH OH NH OH
CH CHa| CHz

1000 1250 1500 1750 2000 2250 2400

Kuva 6. Kemiallisten sidosten absorptioaallonpituudet l&hi-IR -alueella [25]

Vesi-, proteiini-, rasva- ja hiilihydraattipitoisuudet voidaan periaatteessa
maarittdd klassisen absorptiospektroskopian avulla. Kuitenkin useimpien
elintarvikenaytteiden kemiallinen informaatio hamartyy spektreissa tapahtu-
vien muutoksien takia ja silmamaarainen tunnistaminen on mahdotonta.
Muutoksia aiheuttavat naytteiden fysikaaliset ominaisuudet, kuten esimer-
kiksi jauheiden hiukkaskoko. [23.] Fysiokemiallisissa tutkimuksissa hyddyn-
netdan aineen isomeriaa, olomuotoa, lAmpdtilaa ja muita ulkoisia tekijoita,
jotka vaikuttavat IR-spektrissd esiintyvien absorptioiden taajuuksiin ja inten-
siteetteihin  [24, s. 90]. Naytteiden ainesosien maarittelemiseksi NIR-
spektroskopia vaatii vertailumenetelmien pohjalta kalibroinnin. Spektrin ha-
jaantuneen transmittanssin, heijastuskyvyn ja hankaluuden takia kalibrointi
suoritetaan kayttden monimuuttujamatematiikkaa eli kemometriaa. Merkitta-
va rajoitus NIR-spektroskopian elintarvikeanalyyseissa on sen riippuvuus
vahemman tarkoista vertailumenetelmista. [23.] Naiden avulla tunnistettujen
naytteiden suuri maara spektreja voidaan ajaa tietokoneen muistiin. Nain ol-
leen statistisen korrelaatioanalyysin avulla voidaan saada vastaavat ominai-

suudet selville tuntemattomasta naytteesta. [24, s. 112.]

NIR:n suuri etu on se, etta yleensa mikdan naytteen esikasittely ei ole tar-
peen. Analyysit ovat hyvin yksinkertaisia ja erittain nopeita (15 - 90 s) ja ne
voidaan suorittaa saman tien. Yksi NIR-teknologian vahvuuksista on se, etta

se mahdollistaa useiden ainesosien samanaikaisen mittaamisen. [23.]
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NIR-analyysiin vaadittavat laitteet ovat suhteellisen yksinkertaisia ja kohtuu-
hintaisia. Sateilylahteena toimii tavallinen halogeenilamppu. Optiikasta vas-
taa yksi tai kaksi kvartsiprismaa tai prismahila kaksoismonokromaattori. [22,
s. 293] Detektorin materiaali riippuu mitattavasta aallonpituudesta. Esimerk-
kein& materiaaleista ovat Si 400 - 1100 nm, InGaAs 800 - 1700 nm ja PbS
1100 - 2500 nm. Mittauksissa voidaan kayttaa myos naiden yhdistelmia, jol-
loin mittausalue laajenee. Piin ja lyijysulfidin yhdistelmadetektorilla voi mitata
vain jauhemaisia tai rakeisia naytteitd diffuusioheijastustekniikalla kuituop-
tiilkkailmaisimella. [23.] Siin& hyddynnetdan ellipsoidin muotoisten peilien op-
tisia ominaisuuksia jauhemaisen naytteen lahettdmaa, joka suuntaan siroa-
van IR-sateilyn mittaamiseksi. Ellipsoidin toiseen polttopisteeseen laitetaan
nayte ja toiseen detektori. Nain naytteesta lahteva sateily saadaan fokusoi-
tua detektorille. [24, s. 103.] Kuvassa 7 on esitetty diffuusioheijastuslaitteen
toimintaperiaate. Optimaalinen valo havaitaan 45 asteen heijastuksesta. Hei-
jastunut valo on yhdistelmé peili- ja diffuusioheijastuksesta. Jotta tallaista
tekniikkaa voitaisiin kayttad, heijastuksen on oltava enemman diffuusiohei-

jastusta kuin peilimaista. [25.]

. Specular
Incident
Light Reflectance 3
‘{‘\\ ] /'/7" Detector
Detector Rp L ’ ’ F Rp

45

Kuva 7. Diffuusioheijastuslaitteen toimintaperiaate [27]

Toinen mittaustekniikka on Interactance. Sen paaasiallinen tehtava on saa-
da valo tunkeutumaan mahdollisemman syvélle naytteeseen ja mitata sieltd
heijastunutta valoa. Tatd tekniikkaa kaytetadn vaikeasti mitattaville ja ei-

homogenisoiduille lietteille. [25.]
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4.1 InfraXact™ Lab -laite

InfraXact™ Lab -laitteen avulla mitataan tarkasti NIR-teknologiaa kayttden
tuotteen koostumusta, kuten rasvaa, proteiineja, kosteutta ja tarkkelysta kiin-
teista, rakeisista ja nestemaisista tuotteista. Useimmissa tapauksissa nayt-
teet eivat vaadi mitd&n esikasittelyja. [27.]

Talla hetkella laboratoriossa kaytetaan FOSSin InfraXact™ Lab -laitetta (ku-
va 8). Se paatettiin ottaa kayttéén vuonna 2007 parin koekuukauden jalkeen,
jolloin oli ollut yhtéa aikaa koekéaytdssa myos PerkinElmerin valmistama NIR-
spektrometri. [1.] Laitteen NIR-alue on 570 - 1948 nm. Yhdistelmadetektori
koostuu Si-detektorista, joka toimii 570 - 1098 nm:n alueella ja InGaAs-
detektorista 1100 - 1948 nm:n alueella. Valolahteend on halogeenilamppu
24V DC , 3A. Skannaukseen kuuluu kolme sekuntia ja datavali on kaksi nm.

Aallonpituustarkkuus on alle puoli nm ja -toistettavuus alle 0,02 nm. [26.]

Kuva 8. InfraXact™Lab -laite [28]

InfraXact-laitteen kayttd vaatii tietokoneeseen asennettavan ISlscan-
ohjelman. InfraXact ja PC yhdistetdan USB-kaapelin avulla. ISlscan-
ohjelmassa kaytetaan profiileja ohjelman konfiguroimiseksi naytteiden ru-
tiinianalysointia varten. Profiileissa laite- ja ohjelma-asetukset tallennetaan
loogisiin ryhmiin, mik& tekee niiden esitystavan ja kaytdn helpoksi ja intuitii-
viseksi. Dialogiruutujen esitystapa riippuu siita, kuinka ohjelmisto on konfigu-

roitu eri profiileissa. [27.]

Ennen varsinaisen naytteen mittausta laitteen toimintakunto tarkistetaan
skannaamalla sisdista keraamista referenssilaattaa. Nayte voi pysya paikal-

laan koko mittauksen ajan tai sita voidaan pydrittda ja ottaa osamittauksia eri
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kohdista, talldin naytekuppi pyséhtyy aina skannauksen ajaksi ja kuppi pa-
lautuu aloitusasentoonsa mittauksen jalkeen. [27.]

Naytekuppia taytettdessa on tarkead, ettd kuppi tulee taytetyksi naytteella
niin, ettei valo vuoda lapi. Suora valo vaikuttaa analyysitulokseen. Laitteella
on mahdollista kayttaa seka kyvettia (kuva 9) etta petrimaljaa. [27.]

Kuva 9. InfraXact-laitteen kyvetti

ISIscan-kalibrointiohjelma

Kalibrointiohjelmaa laadittaessa kalibrointindytteet on valittu ja nimetty edus-
taviksi odotetuista tuntemattomista naytteistd. Nama naytteet on analysoitu
kayttaen referenssimenetelmia, jotta on voitu asentaa tietyt parametrit ja
luoda matemaattinen data. Kalibrointi ISIscan:ssa on matemaattinen maari-
telmd, joka ennustaa parametrien arvot NIR-spektrin perusteella. Kalibrointi
voidaan luoda kayttdaen apuna MLR:4a (multiple linear regression [moniker-
tainen lineaarinen regressio]), mMPLS/PLS:4a (modified partial least squares
regression [osittainen pienemman nelibsumman regressio]), LOCAL regres-
siota tai ANN:aa (artificial neural networks [keinotekoinen neuroverkko]).
[27.]

LOCAL regressio on ainutlaatuinen ennustustekniikka, jossa tuntemattoman
naytteen spektria verrataan kalibrointitietokantaan ja valitaan vain saman-
tyyppisia naytteita. Kalibrointi on tehty valituista naytteista vain tietylle ai-
nesosalle, esimerkiksi rasvalle, jolloin aina seuraava tutkittava ainesosa ka-

sitellaan samalla tavalla. [27.]

Talla hetkella laboratoriossa on kaytdssa kolmas versio kalibrointiohjelmasta
kyvetille ChoF706 ja petrimaljalle ChoF706P. Siind kaytetaan LOCAL reg-
ressiota. Ohjelma saapui huhtikuussa 2008, minka jalkeen sita ei ole sen
kummemmin tutkittu vaan ruvettiin heti kayttdmaan valmistajan validointira-

portin perusteella. [1.] Valmistaja paransi ohjelmaa 237 suklaanaytteellad ky-
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vettimittausmenetelmdd varten ja 231 naytteelld petrimaljamittausmenetel-
maa varten ja teki kalibroinnin naytteiden spektrien ja referenssimittausten
rasva-arvojen mukaan. Valmistaja suoritti validoinnin ainoastaan rasvalle,
jolloin saatiin suhteellisesti pienemmat arvot edellisiin kalibrointiohjelmiin
verrattuna, jotka on esitetty taulukossa 2. [29.]

Taulukko 2. Valmistajan tekemét kalibrointiohjelmien validoinnin tulokset [31]

Dataset Malli SEP | SEP(C) | Bias Slope [ R?

Kyvetti030308 ChoF705 1,25 [ 0,69 1,05 [1,02 [0,97
Kyvetti030308 ChoF706 059 [0/55 020 [1,03 0,98
Kyvetti030308* ChoF706 052 045 020 [1,02 0,99
Petrimalja030308 ChoF705P | 2,11 | 2,05 051 |[205 |09
Petrimalja030308 ChoF706P | 0,69 | 0,69 0,03 [107 0,97
Petrimalja030308* | ChoF706P | 0,49 | 0,47 0,14 [1,05 0,99

SEP: Ennusteen standardin mukainen virhe (Standard error of prediction)

SEP(C): Ennusteen standardin mukainen virhe poikkeaman korjauksen jalkeen (Standard er-
ror of prediction after bias adjustment)

* Datasta on poistettu poikkeava nayte

Validointiraportin mukaan kalibrointiohjelma on parempi kuin edellinen, eten-
kin kyvettimittausmenetelmalla ongelmia on yhden néaytetyypin kanssa seké
kyvetti- ettd petrimaljamittauksella. Valmistajan mukaan kalibrointiohjelma

ennustaa hyvalla tarkkuudella eri suklaalaatujen rasvapitoisuudet. [29.]

4.3 Analysointi

Tassa tydssa on tutkittu 16 eri suklaalaatua ja yhteensa 93 suklaanaytetta.
Naytteet otettiin eri paivina eri kellonaikoina ja eri sailidista. Jotta tuotesalai-
suudet eivét paljastuisi, jokaiselle suklaalaadulle on keksitty lyhenne. Téar-
keimpid eli eniten kaytdssa olevia laatuja pyrittin tutkimaan tarkemmin ja
muita mahdollisuuksien mukaan. Taulukossa 3 on esitetty, mita laatuja on
tutkittu.

Taulukko 3. Suklaalaadut

Nimi K| VE | V1 | ML | M2 |7 [Tl | Kl |K2|M3|T2|T3|T4|T5]|R
2

Naytteet(kpl) | 12 | 20 | 17 | 15 |10 |2 | 1 | 2 | 2 | 1 |2 |2 [ 2 | 2

Aluksi kaikki naytteet analysoitiin edella kuvatuilla referenssimenetelmilla.
Tulokset on esitetty taulukossa 4. n tarkoittaa kunkin suklaalaadun mittaus-

kertoja yhteensa.
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Taulukko 4. Suklaalaatujen sakkaroosi-, laktoosi-, rasva- ja vesipitoisuuksien tulokset
referenssimenetelmia kéyttaen

sakkaroosi laktoosi rasva vesi

VE ka= 39,02 8,87 32,88 0,78
n=60 s= 1,22 0,28 0,46 0,09
RSD= 3% 3% 1% 12 %

V1 ka= 33,50 11,69 32,53 1,89
n=51 s= 0,77 0,99 0,48 0,15
RSD= 2% 8 % 1% 8 %

K1 ka= 48,16 0,20 33,52 0,53
n=6 s= 0,24 0,05 0,17 0,03
RSD= 1% 27 % 1% 5%

K2 ka= 47,94 0,08 34,02 0,56
n=6 s= 0,71 0,06 0,11 0,04
RSD= 1% 73 % 0 % 7 %

K3 ka= 48,14 0,12 33,27 0,60
n=36 s= 1,24 0,07 0,58 0,04
RSD= 3% 56 % 2 % 7%

M1 ka= 36,28 12,54 33,10 0,81
n=45 s= 0,82 0,36 0,45 0,07
RSD= 2% 3% 1% 8 %

M2 ka= 54,47 0,24 28,33 0,41
n=30 s= 1,35 0,10 0,28 0,04
RSD= 2% 41 % 1% 10 %

M3 ka= 41,67 8,56 36,46 0,66
n=3 s= 0,18 0,06 0,06 0,02
RSD= 0,4 % 1% 0,2 % 2%

7 ka= 28,03 0,46 40,95 0,99
n=6 s= 0,38 0,18 0,20 0,03
RSD= 1% 40 % 0,5 % 3%

T1 ka= 52,08 0,16 30,59 0,54
n=3 s= 0,27 0,01 0,04 0,04
RSD= 1% 5 % 0 % 6 %

T2 ka= 38,26 11,71 33,26 0,97
n=6 s= 0,20 0,23 0,05 0,03
RSD= 1% 2% 0,2 % 3%

T3 ka= 42,52 9,35 34,96 0,67
n=6 s= 0,16 0,11 0,21 0,02
RSD= 0,4 % 1% 1% 2 %

T4 ka= 52,04 0,06 33,71 0,51
n=6 s= 0,26 0,35 1,05 0,03
RSD= 0,5 % 612 % 3% 6 %

T5 ka= 32,98 12,01 36,14 0,75
n=6 s= 0,17 0,75 1,15 0,02
RSD= 1% 6 % 3% 3%

E1l ka= 41,88 5,31 34,20 0,69
n=3 s= 0,43 0,08 0,18 0,02
RSD= 1% 1% 1% 3%

R ka= 40,06 11,90 35,60 0,76
n=6 s= 0,38 0,27 0,69 0,04
RSD= 1% 2% 2% 6 %

Joitain yksittaisia rasvapitoisuuden analyysituloksia ei huomioitu keskiarvoa

laskiessa niiden poikkeavuuden takia. Joidenkin tulosten pienuus saattoi joh-

tua happokeiton jalkeisesta pesusta, jolloin pieni osa naytetta saattoi poistua

lasikapselista. Tama tarkoittaa sitd, ettd uutetun rasvan maara ei enaa vas-

taa punnittua naytteen maaraa.

Sitten naytteet sulatettiin uudelleen ja suoritettiin mittauksia InfraXact™ Lab

-laitteella. Laite antaa heti seka rasva-, sakkaroosi-, laktoosi- ettd vesipitoi-

suudet. Sulaa massaa valettiin kyvetteihin ja petrimaljoihin, laitettin 50
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°C:seen lampotkaappiin temperoitumaan noin neljannestunniksi ja mitattiin
koneelle asennetulla seka kyvetti- ettd petrimaljakalibrointiohjelmilla. Jokai-
sesta naytteesta tehtiin kolme rinnakkaista kyvetti- ja petrimaljamittausta.
Taman lisaksi jokaisesta mittauksesta otettiin perédkkain kolme signaalia, jo-
ten kaiken kaikkiaan yhdesta naytteesta saatiin yhdeksan mittaustulosta se-
k& kyvetti- ettd petrimaljamenetelmalld mitattaessa. Temperointi suoritettiin
50 °C:ssa, koska siina lampétilassa kaikki rasva on sulanut. Massa on mah-

dollisimman tasainen ja siksi tuloksien oletetaan olevan luotettavia.

Tyon tarkoituksena oli NIR-laitteen validoinnin ja mittausmenetelmien ver-
taamisen lisdksi tutkia,, eroavatko viikon verran seisseiden naytteiden
analyysitulokset merkitsevasti toisistaan. Lisaksi tutkittin my6s eri
esikasittelylampdétildjen ja konssien vaikutusta analyysitulokseen. Lampdtila-
analysi tehtiin 40 ja 50 °C:ssa kolmelle suklaalaadulle: VE:ll&a kaksi naytetta,
K3:lla ja M2:lla kolme naytetta kummallakin. Myds toistokoe tehtiin samoille
laaduille 50 °C:ssa. VE:lla ja K3:lla viisi naytettda kummallakin ja kolme
naytettd M2:lla. Tosin sailyvyystestia ei tehty heti vastatulleille naytteille vaan
vasta viikkojen paasta, uutta kalibrointiohjelmaa odottaessa. Samat naytteet

kuitenkin analysoitiin viikon erolla ensimmaisesta mittauksesta.
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NIR-analysaattorilla tehtyjen analyysien tuloksia 50 °C:ssa (taulukko 5) ver-

rattiin suklaalaatu ja menetelma kerrallaan referenssimenetelmilla saatuihin

keskiarvoihin taulukoissa 4 ja 5 esitettyjen tuloksien perusteella.

Taulukko 5. InfraXact™Lab -laitteella suoritettujen mittauksien tuloksia, niiden kes-
kiarvot, -hajonnat ja suhteelliset hajonnat

sakkaroosi laktoosi rasva vesi
kyv 50°C p.mal kyv p.mal kyv p.mal kyv p.mal
50°C 50°C 50°C 50°C 50°C 50°C 50°C
VE ka= 39,87 38,07 10,35 10,78 33,16 34,22 0,52 0,73
n=180 = 0,41 0,28 0,57 0,38 0,34 0,26 0,15 0,09
RSD= 1% 1% 5% 3% 1% 1% 30 % 12 %
V1 ka= 35,47 33,98 14,00 14,15 32,73 33,19 1,77 1,71
n=153 s= 0,42 0,26 0,23 0,38 0,38 0,32 0,20 0,14
RSD= 1% 1% 2% 3% 1% 1% 11 % 8 %
K1 ka= 48,17 44,95 1,39 1,73 33,14 32,65 0,50 0,59
n=18 s= 0,16 0,13 0,19 0,27 0,08 0,07 0,09 0,03
RSD= 0,3 % 0,3% 14 % 15 % 0% 0,2 % 18 % 5 %
K2 ka= 47,37 43,97 3,48 4,56 34,11 34,11 0,27 0,41
n=18 s= 0,25 0,26 0,32 0,37 0,26 0,16 0,08 0,04
RSD= 1% 1% 9% 8 % 1% 0 % 29 % 9 %
K3 ka= 47,72 44,25 3,02 3,63 33,23 33,34 0,41 0,53
n=108 s= 0,23 0,31 0,45 0,80 0,40 0,34 0,12 0,08
RSD= 0,5 % 0,7 % 15 % 22 % 1% 1% 29 % 16 %
M1 ka= 36,72 35,38 13,60 13,74 32,89 33,55 0,75 0,94
n=135 s= 1,00 0,67 0,49 0,55 0,38 0,25 0,12 0,05
RSD= 3% 2% 4 % 4 % 1% 1% 16 % 5%
M2 ka= 54,05 48,28 0,97 1,79 28,30 29,96 0,26 0,51
n=90 s= 0,30 0,47 0,73 1,17 0,30 0,35 0,12 0,11
RSD= 1% 1% 75 % 65 % 1% 1% 47 % 21 %
M3 ka= 42,73 40,02 9,17 10,09 36,06 35,47 0,29 0,57
n=9 s= 0,09 0,22 0,21 0,37 0,05 0,12 0,11 0,02
RSD= 0,2 % 0,5 % 2% 4 % 0 % 0,3 % 38% 4 %
7 ka= 25,38 34,30 7,45 2,73 39,70 35,33 1,04 0,67
n=18 s= 0,15 0,19 0,17 0,24 0,22 0,09 0,15 0,05
RSD= 1% 1% 2% 9% 1% 0% 15% 8 %
T1 ka= 52,89 46,63 3,02 3,62 30,32 31,61 0,77 0,72
n=9 s= 0,15 0,17 0,21 0,14 0,06 0,05 0,07 0,05
RSD= 0,3 % 0,4 % 7% 4 % 0 % 0,2 % 9 % 6 %
T2 ka= 39,31 37,82 13,19 13,37 33,05 33,85 0,58 0,69
n=18 s= 0,18 0,23 0,37 0,46 0,16 0,21 0,14 0,04
RSD= 0,5 % 0,6 % 3% 3% 0 % 0,6 % 24 % 6 %
T3 ka= 43,65 40,53 10,35 11,59 34,53 35,05 0,36 0,63
n=18 s= 0,26 0,18 0,23 0,23 0,23 0,07 0,14 0,04
RSD= 1% 0% 2% 2% 1% 0% 39% 6 %
T4 ka= 54,24 46,04 6,04 7,00 33,49 33,57 -0,54 0,38
n=18 s= 0,29 0,36 0,26 0,45 0,28 0,25 0,07 0,04
RSD= 1% 1% 4 % 6 % 1% 1% -13 % 12 %
T5 ka= 33,56 33,23 14,78 14,64 35,91 35,06 0,18 0,80
n=18 s= 0,65 0,56 0,23 0,77 0,25 0,28 0,08 0,11
RSD= 2% 2% 2% 5% 1% 1% 45 % 14 %
El ka= 42,14 40,58 7,23 7,01 34,03 33,49 0,51 0,46
n=9 s= 0,12 0,16 0,22 0,23 0,16 0,08 0,06 0,04
RSD= 0,3 % 0,4 % 3,1 % 3% 0,5 % 0,2 % 11 % 8 %
R ka= 42,09 38,76 10,74 12,18 34,92 34,86 0,89 0,88
n=18 s= 0,19 0,20 0,74 0,82 0,60 0,18 0,09 0,04
RSD= 0,4 % 0,5 % 7% 7% 2% 1% 10 % 4 %

Menetelmia verrattiin toisiinsa regressiosuoran avulla. Piirrettiin kuvaaja,

jossa vaaka-akselilla on referenssimenetelman mittaustulokset ja pystyakse-

lilla NIR-analysaattorin mittaustulokset. Naihin sovitettiin regressiosuora,




28

jonka avulla tutkittiin, antavatko menetelméat samat tulokset. Sovitetun suo-
ran kulmakerroin tulee olla yksi ja sen tulee leikata pystyakseli origossa, jos

menetelmat antavat samat tulokset.

Visuaalisesti mittaustuloksia tarkasteltaessa todettiin, ettd niissd on suuret
hajonnat ja ettd ne eivat ndytad oikeaa arvoa. Kuvaajasta 1 nahdaan, etta
regressiosuorien kulmakertoimet eivét ole yksi ja ettd ne eivat leikkaa pysty-
akselia origossa. NIR-analysaattorilla ei siis voi mitata luotettavasti nayttei-

den vesipitoisuuksia.

NIR Vesi
2,00 -
y(kyv) = 1,1239x - 0,3153
R? = 0,625

1,50 -
1,00 -

y(p.mal) = 0,8141x + 0,0845

R? =0,7983
0,00 T T T T T T T s
ola 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6 18 2
-0,50 A P & kyv
B p.mal
-1,00 - KF1]

Kuvaaja 1. Vesipitoisuuden regressiosuorat seka kyvetti- etta petrimaljamenetelmille

Vahalaktoosisia (K1, K2, K3, M2, 7, T1 ja T4) suklaalaatuja taytyy tuntea, sil-
& nolla-arvoa ei ole mahdollista mitata seka entsymaattisesti UV/VIS-
spektrofotometria ettd NIR-analysaattoria kaytettdessa. Taméa on néhtavissa
molempien menetelmien mittaustuloksissa. Kuvaajassa 2 on kaikkien suk-
laalaatujen laktoosiarvojen regressiosuorat seka kyvetti- etta petrimaljame-
netelmille. Kun piirretddn suora ilman vahalaktoosittomia suklaalaatuja (ku-
vaaja 3), regressiosuorien kulmakertoimet paranevat, mutta ne eivat ole kui-
tenkaan yksi. Suorat eivat myodskaan leikkaa pystyakselia origossa, joten
voidaan todeta, ettd menetelmien tulokset eroavat. Laktoosia sisaltavien
naytteiden mittaustulokset olivat noin kaksi prosenttiyksikk6d suuremmat
kuin entsymaattisen menetelmén tulokset. Suurimmalle osalle naytteista
(5:4) kyvettimenetelman tulokset ovat kuitenkin lahempéné oikeita, samoin

niiden hajonta on pienempi kuin petrimaljamenetelmélld mitattaessa.
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NIR Laktoosi (kaikki)
y(kyv) =0,8029x + 3,3684 »
R?=0,8671
[ ]
> *
.
y(p.mal) = 0,8466x + 3,3525 & kyv
2
R® =0,9229 = p.mal
0 2 4 6 8 10 12 UV/Vig|

Kuvaaja 2. Laktoosipitoisuuden regressiosuorat seka kyvetti- ettd petrimaljamenetel-
mille kaikille suklaalaaduille

NIR
16 A

Laktoosi (ilman tummia suklaalaatuja)

14 y(kyv) = 0,9515x + 1,7705
R? =0,8013

12 A
10 4
8
6

y(p.mal) =0,9707x + 2,0333
4 R =0,914 * kyv
u p.mal

2_

0 T T T T T T T ]
5 6 7 8 9 10 11 12UV/VIS13

Kuvaaja 3. Laktoosipitoisuuden regressiosuorat seka kyvetti- ettd petrimaljamenetel-
mille kaikille suklaalaaduille, lukuun ottamatta K1-, K2-, K3-, M2-, T1-, T4- ja 7-
laatuja.

Mitattaessa suklaalaatujen sakkaroosipitoisuutta NIR-analysaattorilla, suurin
osa (12:4) kyvettimenetelméan tuloksista on lahes samoja kuin entsymaatti-
sella menetelmalla UV/VIS-spektrofotometrilla mitattaessa, myds niiden ha-
jonta on pienempi. 7-, V1-, T4- ja R-laadut erosivat enemman, yli kaksi pro-
senttiyksikkda. Petrimaljamenetelma ei anna samoja sakkaroosituloksia kuin
referenssimenetelma. Sen regressiosuoran (kuvaaja 4) kulmakerroin ei ole
yksi ja suora ei leikkaa pystyakselia origossa, kun taas kyvettimenetelméan
suoran kulmakerroin on yksi ja se leikkaa pystyakselin hyvin lahella origoa.
Nayttaa silta, etta ohjelma ennustaa huonommin niitd suklaalaatuja, joissa

sokeri esiintyy suhteellisen paljon sitoutuneena toiseen raaka-aineeseen.
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NIR Sakkaroosi
55 - _
y(kyv) = 1,0213x - 0,3782
50 4 R?=0,9772
45 4
40 -
p.mal) = 0,6207x + 14,16
35 1 L] R® =0,9612 o kyv
30 A ® p.mal
25 * T T T T T ]
25 30 35 40 45 50UVIVIS 55

Kuvaaja 4. Sakkaroosipitoisuuden regressiosuorat sekd Kyvetti- ettd petrimaljamene-
telmille

Mitattaessa naytteiden rasvapitoisuutta kyvettimenetelman tulokset olivat
hyvin lahella referenssimenetelmén tuloksia. M2-laadun kyvettimenetelman
tulos oli lahes sama. Kuvaajasta 5 nahdaan, etta kyvettimenetelman mittaus-
tulokset sijoittuvat tosi hyvin suoralle, kun taas petrimaljamenetelmén tulok-
sissa on suuri hajonta. Eniten rasvapitoisuustulokset erosivat 7-laadulla sit-
ten R:lla. Huonoon ennustukseen todennakoisesti vaikuttaa se, ettd 7-
laadussa rasva esiintyy voibljynd seka sitoutuneena suhteellisesti suureen
osaan kaakaomassaa. R-laadussa rasva esiintyy kaakaovoina, jota on siina
suhteellisesti eniten verrattuna muihin laatuihin, ja rasvaisessa maitojau-
heessa. Parhaiten rasvapitoisuuksia kalibrointiohjelma ennusti, jos suklaa-
massan valmistuksessa on kaytetty kaakaovoin lisdksi muita rasvoja, esim.
voibljya, tai jos pelkkda kaakaovoita on suhteellisesti vahiten. Jos rasva
esiintyy sitoutuneena muihin raaka-aineisiin, niin ennustaminen vaikeutuu.

Tata vaittamaa voi tarkistaa mittaamalla enemman kyseisia suklaalaatuja.

NIR Rasva

41

391 y(kyv) = 0,9045x + 2,9979

37 4 R* =0,9898

35 -

33

31 - y(p.mal) = 0,4564x + 18,204

29 | R® =0,7463 = p.ma

27 : : . . . . .
27 29 31 33 35 37 39 HCl 41

Kuvaaja 5. Rasvapitoisuuden regressiosuorat seka kyvetti- etta petrimaljamenetelmille
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Taulukossa 6 on esitetty InfraXact-laitteella molemmilla menetelmill& mitattu-
jen suklaalaatujen sakkaroosi-, laktoosi-, rasva- ja vesipitoisuudet ja niiden
luottamusrajat, jotka laskettiin kaavan 4 mukaan. Lasketut luottamusrajat
ovat pienet, mika osoittaa sitd, ettd menetelméat ovat tasmallisia, VE-, V1-,
K1-, K3- ja 7-laatujen kohdalla parempia kuin toisten. Edell& on kuitenkin to-
dettu, ettd ainoastaan kyvettimenetelmélla sakkaroosi- ja rasvapitoisuuksia

voi mitata luotettavasti.

Jn , Missa 4)
to,05,(n-2) = kaksipuoleinen Studentin t-testi (95%)
s = NIR-mittausten keskihajonta
n = naytteiden lukuméaéréa

Taulukko 6. Suklaalaatujen aineosien pitoisuusarvot luottamusvéleineen

sakk lak rasva vesi
kyv p.mal kyv p.mal kyv p.mal kyv
50°C 50°C 50°C 50°C 50°C 50°C 50°C p.mal 50°C
VE 39,9+0,2 382+01 | 104+0,2 | 10,8+0,2 | 332+0,2 | 342+0,1 | 05+0,1 0,7 £ 0,04
V1 355+0,2 340+0,1 | 140+0,1 | 142+0,2 | 32,7+0,2 | 332+0,2 | 1,8+0,1 1,7+0,1
K1 48,2+0,2 | 450+0,1 | 1,4+01 1,7+03 | 331+0,1 | 326+0,1 | 05+0,1 0,6 +0,01
K2 474+0,3 | 440+03 | 35+0,3 46+04 | 341+03 | 341+02 | 03+0,1 0,4+ 0,03
K3 47,7+0,1 | 443+0,2 | 3,0+0,3 36+05 | 332+0,2 | 333+0,2 | 04+0,1 0,5+ 0,05
M1 | 36,7+0,6 354+04 | 136+0,3 | 13,7+0,3 | 329+0,2 | 335+0,1 | 08+0,1 0,9 +£0,02
M2 | 541+0,2 |483+0,3| 10+05 18+08 | 283+0,2 | 300+0,2 | 0,3+0,05 05+0,1
M3 | 42,7+05 | 400+16 | 92+14 |10,1+24 | 36,1+03|355+09 | 03+0,6 06+0,1
7 254+0,1 343+0,2 | 7401 27+02 | 397+02 | 353+0,1 | 1,0+0,1 0,7 £ 0,05
Tl 52,9+0,2 | 466+10 | 3011 36+07 | 303+04|31,6+03 | 08+0,1 0,7+0,3
T2 39,3+0,2 37,8+0,2 | 132+0,4 | 134+0,5 | 33,1+0,2 | 339+0,2 | 06*0,1 0,7 £0,03
T3 43,7+0,3 | 405+0,1 | 104+0,2 | 11,6+0,2 | 345+03 | 351+0,1 | 04+0,1 0,6 £ 0,04
T4 542+0,3 | 460+0,4 | 6,0+£0,2 70+05 | 335+03 | 336+03 | -05+0,1 | 04+0,03
T5 33,6+0,7 332+0,6 | 148+0,2 | 146+0,9 | 359+0,3 | 351+0,3 | 02+0,1 08=+0,1
El 42,1+05 | 406+¥09 | 72+10 70+15 | 340+11 | 335+05 | 05%0,1 05%0,1
R H2,1+0,2 388+0,2 | 10,7+0,8 | 122+0,9 | 349+0,7 | 349+0,2 | 09+0,1 0,9 £0,02

egressiosuorien avulla tutkittin systemaattisen virheen olemassaoloa. Jos
suora ei kulje origon kautta, mutta herkkyys ei poikkea ykkdsestd, niin mene-
telma sisédltaa vakiosystemaattisen virheen eli virhe on naytteen pitoisuudes-
ta riippumaton. Jos herkkyys poikkea merkitsevasti ykkdsestda, niin mene-
telma sisaltda suhteellisen systemaattisen virheen eli virhe on naytteesta
riippuva. Virheiden merkitsevyytta tutkittiin t-testin avulla. Laskujen mukaan
seka kyvetti- ettd petrimaljamenetelmat sisaltavat molempia virheitd ja suurin
osa niista on suhteellisia systemaattisia virheitd. Kyseinen virhe on jokaisen
suklaalaadun molemmissa menetelmissa. Vakiosystemaattinen virhe on K2-,
K3- ja T5-suklaalaatujen laktoosin molemmissa menetelmissd. Koska mene-
telmat sisaltavat jokaisen suklaalaadun kohdalla ainakin yhden virheen, niita

ei voi kayttaa luotettavasti merkitsevyystasolla 0,05.
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5.1 Menetelmien vertailu

Kyvetti- ja petrimaljamenetelmien tuloksia 50 °C:ssa verrattiin keskenaan
seka piirtamalla kuvaajat etta analysoimalla naytteiden spekirit.

Piirretyistd kuvaajista ndkee heti, ettd menetelméat eroavat toisistaan kaikki-
en suklaalaatujen kohdalla. Esimerkkina on VE-laadun sakkaroosi- ja rasva-
pitoisuudet mittauskerran funktiona seka kyvetti- etta petrimaljamenetelmaa

kayttaen (kuvaaja 6).

Kyvetti- vs. petrimaljamenetelméa
pitoisuus (%)

42,00 ~

40,00 A~ IW _H/N'\W\A/l’ \/\'\/\/\f\r\/\,\’“

38,00 {'v Mo/ V\/J\NN‘/\/\\/'\\/»J"\"/\«/\“”V\M/\-,\ 7NN

sakk kyv 50°C
sakk p.mal 50°C
36,00 + rasva kyv 50°C
rasva p.mal 50C
34,00 A
32,00 T T T T T T T T T T
0 18 36 54 72 90 108 126 144 162 180

mittauskerta

Kuvaaja 6. VE-laadun sakkaroosi- ja rasvapitoisuudet mittauskerran funktiona seka
kyvetti- etta petrimaljamenetelmaéa kayttaen

Verrattaessa saman naytteen kyvetti- ja petrimaljamenetelmien spektreja
(kuvat 11, 12) ndhdaan, ettd petrimaljan spektrissa on kaksi ylimaaraista
piikkia aallonpituudella 1150 nm ja 1635 nm seka yksi piikki on kasvanut
huomattavasti. Todennakdista on, etta taman aiheuttaa itse petrimalja, joka
absorboi valoa. Muuten spektrien piikit ovat samanmuotoisia ja sijaitsevat
samoilla aallonpituuksilla. Naytteen rinnakkaisten spektrien valilla ei ole na-
kyvaa eroa. Spektrien logaritminen asteikko vaihtelee suklaalaadun mukaan.
Vahalaktoosittomien suklaalaatujen logaritminen asteikko nousee yli 1300
1/R, kun taas laktoosia sisaltavien laatujen asteikko on 850-1200 1/R valilla.
T3-, R-, M1- ja T5-laatujen asteikko alkaa 850 - 900 1/R. VE-, VM-, M3- ja
T2-laatujen asteikko alkaa 950 - 1000 1/R valilla. E1-suklaalaadun asteikko
alkaa 1200 1/R.
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T2-kyvettimittaus
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Kuva 10. T2-naytteen kyvettimittauksen spektri

18656 T2-p.maljamittaus
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\Wavelengths
Kuva 11. T2-néytteen petrimaljamittauksen spektri

Leg 1/R

1 - 4 2100 %

# , Missa (5)
X = kyvetti- tai petrimaljamenetelmalla saatu arvo
L = referenssimenetelmilla saatu arvo

Tarkkuus (%) =

Kyvetti- ja petrimaljamenetelmille tehtiin osittaisvalidointi, jossa tarkasteltiin
sekd menetelmien tarkkuutta ja satunnaisvaihteluja etta laskettiin mittaus-
epavarmuudet. Tarkkuutta (%) arvioitiin kaavan 5 mukaan referenssimene-
telmien tuloksien avulla [30]. Laajennettu mittausepavarmuus, U, laskettiin
kaavan 6 mukaan. Satunnaisvirheen standardiepavarmuus laskettiin taulu-
kossa 5 olevien suhteellisien keskihajontojen avulla. Systemaattinen virhe
arvioitiin laskemalla aluksi jokaiselle suklaalaadulle virheprosentti (tarkkuus)
jokaisen ainesosan kohdalla. Laskemalla niistd keskihajonnat saatiin syste-
maattisen virheen osuudet kokonaismittausepdvarmuudesta. Kyseiset pa-
rametrit laskettiin jokaiselle ainesosalle erikseen, kuitenkin kaikki suklaalaa-
dut mukaan lukien. Tarkoituksena oli selvittdaa, onko jokin tietty ainesosa,
jonka kohdalla kalibrointimenetelmaa taytyy kehittéaa lisda. Validoinnin tulok-
set on esitetty taulukossa 7. Laktoosin kohdalla lasketut arvot eivat sisalla
laktoosittomien (K1, K2, K3, M2, 7, T1 ja T4) suklaalaatujen tuloksia.
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U :k'UC,missa (6)

— 2 2
ue \/u(suht )" T u(system ) , kokonaisepavarmuus
u(suht ) = satunnaisvirheen standardiepavarmuus (%) = kaikkien suklaalaatujen suhteellisten
keskihajontojen keskiarvo
u(system) = systemaattisen virheen standardiepavarmuus (%) = kaikkien suklaalaatujen vir-
heprosenttien keskihajonta
k = kattavuuskerroin luottamustasolla 95 % eli 2

Taulukko 7. Osittaisvalidoinnin tutkittujen parametrien tulokset

sakkaroosi laktoosi rasva vesi
kyv p.mal kyv p.mal kyv p.mal | kyv | p.mal
Tarkkuus (%) 1,1 -3,3 14 18 -0,7 -0,5 -35 -5,4
Mittausepavarmuus (%) 7 16 140 60 3 9 120 50

Osittaisvalidoinnin tuloksien mukaan molempia kalibrointimenetelmia taytyy
kehittaa lisda, etenkin laktoosin ja veden kohdalla, luotettavien tuloksien ai-

kaan saamiseksi.

5.2 Lampdtila-analyysin tulokset

Tassa tyossa tutkittin myos, vaikuttaako naytteiden temperointi eri lampoti-
loissa analyysitulokseen. Tuloksia (taulukko 8) verrattiin keskenaan piirta-
malla kuvaajat ja analysoimalla spektrit. Samalla lampdtilan vaikutusta ana-
lyysituloksiin tarkistettiin laskemalla niille tilastollinen t-arvo pareittaisen t-

testin avulla.

Taulukko 8. Lampétila-analyysin tulokset

sakkaroosi laktoosi

kyv kyv p.mal p.mal kyv kyv p.mal p.mal

50°C 40°C 50°C 40°C 50°C 40°C 50°C 40°C

VE ka 39,93 39,86 38,14 38,67 10,46 10,48 10,68 10,76
n=18 kh 0,07 0,10 0,15 0,09 0,15 0,11 0,14 0,16
K3 ka 47,72 47,64 44,36 44,93 2,92 2,97 3,40 3,44
n=27 kh 0,14 0,11 0,19 0,14 0,15 0,13 0,22 0,20
M2 ka 54,04 53,89 48,27 48,51 0,85 1,12 1,78 1,90
n=27 kh 0,13 0,13 0,30 0,21 0,18 0,17 0,18 0,15

rasva vesi

kyv kyv p.mal p.mal kyv kyv p.mal p.mal

50°C 40°C 50°C 40°C 50°C 40°C 50°C 40°C

VE ka 33,00 32,83 34,18 34,06 0,55 0,60 0,76 0,80
n=18 kh 0,05 0,04 0,03 0,03 0,08 0,07 0,03 0,03
K3 ka 32,76 32,76 33,02 32,97 0,39 0,54 0,52 0,58
n=27 kh 0,08 0,06 0,08 0,07 0,08 0,08 0,04 0,03
M2 ka 28,35 28,27 29,99 29,95 0,24 0,38 0,50 0,54
n=27 kh 0,10 0,09 0,08 0,05 0,13 0,11 0,05 0,04

Mitattaessa kyvettimenetelmalla naytteitad, jotka ovat olleet 40 °C:ssa, kaikki-
en ainesosien kohdalla VE-laadun pitoisuusarvot eroavat oikeista arvoista
vahemman kuin 50 °C:ssa temperoitujen naytteiden. K3- ja M2-
suklaalaaduilla mitaan saanndllista poikkeavuutta ei ole huomattavissa. Kay-
tettdessd petrimaljamenetelméda maaritettdessa suklaalaatunaytteiden sak-

karoosi- ja rasvapitoisuudet, naytteet kannattaa temperoida 40 °C:ssa, silla
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niiden tulokset ovat lahempana oikeita tuloksia. Kuitenkin petrimaljamene-
telm& on vdhemman luotettava kuin kyvettimenetelméa. K3- ja M2-laatujen
laktoosipitoisuuksien tuloksia ei huomioitu, silla laite ei anna niille nollapitoi-
suusarvoa. Vesipitoisuuden osalta naytteiden temperointilampdtilalla ei ole
valia. Tulokset eivét eroa toisistaan kovinkaan paljon. 40 °C:ssa temperoitu-
jen naytteiden kaikkien ainesosien pitoisuustuloksien hajonta on pienempi.
T-testien mukaan suurimmalla osalla kaikkien ainesosien pitoisuusarvojen
tuloksista lampdtilalla ei ole vaikutusta analyysitulokseen molemmissa me-
netelmissa. Menetelméat myos eroavat toisistaan yhta paljon 40 °C:ssa kuin

50 °C:ssa, mikd nakyy kuvaajassa 7.

Lampdtilan vaikutus rasva- ja sakkaroosipitoisuuksiin
pitoisuus (%)

—— e ———
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sakk p.mal 40 °C
sakk p.mal 50 °C
38,00 A rasva kyv 40°C
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rasva p.mal 40°C
rasva p.mal 50°C
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Kuvaaja 7. K3-ndytteen lampdétila-analyysin kuvaaja

Naytteiden eri temperointilampoétilojen spektreissa on havaittavissa pienta
eroa. Lampimampien naytteiden (50 °C) piikkien intensiteetti on jonkin ver-
ran pienempi kuin 40 °C:isten, mika ndkyy molempien menetelmien spekt-
reissa. Paaasiassa myos 50 °C:ssa temperoitujen naytteiden tulokset ovat

siis hieman matalammat.
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Samalla tavalla tutkittin myds, eroavatko viikon verran seisseiden naytteiden

analyysitulokset (taulukko 9) merkitsevasti toisistaan eli tehtiin toistokoe.

Sailyvyystestin taulukoissa ensimmainen mittaus on merkitty T:ll& ja viikon

paastéa suoritettu mittaus V:IIa.

Taulukko 9. Séilyvyysanalyysin tulokset

sakkaroosi laktoosi

kyv kyv p.mal p.mal kyv kyv p.mal p.mal

T \Y T \Y T \Y T \Y
VE ka 39,68 39,78 38,04 38,10 10,36 10,52 10,60 10,85
n=45 kh 0,09 0,11 0,11 0,25 0,14 0,17 0,21 0,39
K3 ka 47,54 47,66 44,03 44,05 3,47 3,43 4,46 4,52
n=45 kh 0,11 0,13 0,16 0,10 0,17 0,13 0,22 0,17
M2 ka 54,10 54,14 48,21 47,75 1,20 1,31 2,20 2,45
n=27 kh 0,12 0,12 0,16 0,16 0,17 0,18 0,17 0,14

rasva vesi

kyv kyv p.mal p.mal kyv kyv p.mal p.mal

T \ T \ T \ T \
VE ka 33,26 33,28 34,26 34,14 0,57 0,63 0,79 0,76
kh 0,05 0,07 0,05 0,11 0,09 0,08 0,08 0,08
K3 ka 33,50 33,50 33,68 33,78 0,38 0,38 0,46 0,48
kh 0,09 0,06 0,05 0,04 0,08 0,07 0,04 0,03
M2 0,11 28,39 28,49 30,07 30,33 0,27 0,29 0,45 0,51
54,1 0,08 0,06 0,04 0,06 0,09 0,09 0,03 0,04

Taulukosta 9 nahdaan, ettd eri-ikdisten naytteiden analyysitulokset eivéat

eroa toisistaan melkein yhtaan. Myods tehtyjen parittaisten t-testien mukaan

suurimmassa osassa mittauksista massan ika ei aiheuta merkittavaa eroa

kummallakaan menetelmalla mitattaessa. Tama on my6s huomattavissa piir-

retyssa kuvaajassa 8, jossa on esitetty analyytin pitoisuus mittauksen funk-

tiona. Kummaankaan menetelman eri-ikaisten naytteiden spektreissa merkit-

tavaa eroa ei myodskaan ole havaittavissa. Yleisesti voidaan sanoa, ettad

kaikkien analyyttien kannalta massan iké ei vaikuta analyysitulokseen, silla

kalibrointiohjelmaa taytyy kehittaa lisaa.
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5.4 Konssien valiset vertailutulokset

Tybssd myds tutkittiin, onko merkittdvaa eroa saman suklaalaadun eri kons-
seista otettujen naytteiden tuloksien valilla. Sita tutkittiin piirtamalla kuvaajat.
Esimerkkina on kuvaaja 9, misséa on esitetty VE-suklaalaadun rasvapitoisuu-
den vaihtelu konsittain mittauksen funktiona. Yleisesti dataa kerattin VE-,
V1- sekd Ml-suklaalaatujen mittaustuloksista, koska néaita laatuja on otettu
monesta eri konssista. Muiden suklaalaatujen naytteet olivat peraisin sa-

moista konsseista, joten niita ei ollut mahdollista tutkia talta kannalta.

VE:n konssien 1, 12 ja 13 vaihtelevuus

pitoisuus (%)
33,60 -

33,50 A
33,40 A
33,30 A
33,20 A
33,10 A
33,00 A
32,90 A
32,80 A
32,70 T T T T T T T T ]

0 3 6 9 12 15 18 21

24 27
mittauskerta

Kuvaaja 9. VE:n rasvapitoisuudet kyvettimittauksen funktiona. Naytteet on otettu
konsseista numero 1, 12 ja 13.

Kuvaajasta 9 nahdaan, ettda saman suklaalaadun yhteensa yhdeksan naytet-
ta eroavat toisistaan rinnakkaisten tuloksien valilla. Myds eri konsseista otet-
tujen naytteiden rasvapitoisuus vaihtelee, mutta mitdan sdannénmukaisuutta
niissa ei ole havaittavissa. Vaikka suklaalaatu ja sen valmistusohje olisi sa-
ma, naytteet on otettu eri paivina, joten niitd on todennékoisesti valmistettu
eri tarkkuudella, myds raaka-aineiden koostumus vaihtelee. Naytteiden ras-
vapitoisuus siis vaihtelee konsittain, mutta mitaan saanndénmukaisuutta ei
ole havaittavissa. Suklaalaatujen vaihteleva rasvapitoisuus todenndkdisesti

johtuu niiden annostelutarkkuudesta.
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6 PAATELMAT

InfraXact™ Lab -laitteen vanhan kalibrointiohjelman validointi onnistui hyvin.
Validoinnin  perusteella  todettiin, ettda ChoF706- ja ChoF706P-
mittausmenetelmia ei voida ottaa kayttdon. Niitd taytyy kehittaa lisda luotet-
tavien tuloksien aikaansaamiseksi. Menetelméat ovat T2-, T3- ja R-
suklaalaaduille paremmat kuin toisille, mutta niilla ei voida mitata yhta aikaa
luotettavasti sakkaroosi-, laktoosi-, rasva- ja vesipitoisuuksia.

Valmistajan raportti lupasi luotettavia rasvapitoisuusmittauksia kaikille suk-
laalaaduille molemmilla menetelmilla. Tehty tyo osoitti kuitenkin muuta. Ras-
vapitoisuudet ovat muihin ainesosapitoisuuksiin verrattuna lahempéana oikei-
ta arvoja ja tulokset on ennustettu paremmalla tarkkuudella, mutta siinékin

on kehitettavaa.

Kyvetti- ja petrimaljamenetelmat eroavat toisistaan huomattavasti. Validointi-
tulosten mukaan menetelmat antoivat hyvin epétarkkoja laktoosi- ja vesipi-
toisuusarvoja. Naille pitoisuuksille on myds suurimmat luottamusvalit. Sita on
mahdollista korjata kehittdamalla parempi kalibrointiohjelma, huomioon ottaen
kaikki ainesosat eikd ainoastaan rasva. Olisi parempi, jos vesi- ja laktoosipi-
toisuusmittauksia varten olisi tehty erillinen kalibrointiohjelma. Kaytdssa ole-
va mittausalue on aivan liian suuri. Keskittymalla pienempaan pitoisuusalu-

eeseen on mahdollista parantaa mittaustuloksia.

Lampdtila-analyysi osoitti, etta lamp6tilan alenemisella ei ole vaikutusta ana-
lyysitulokseen kummassakaan menetelmassa. 40 °C:n tulokset poikkeavat
referenssimenetelmien tuloksista yhta paljon kuin 50 °C:ssa temperoitujen
naytteiden tulokset. Menetelmét myds eroavat toisistaan yhta paljon 40
°C:ssa kuin 50 °C:ssa. Kaikkien naytteiden kaikkien ainesosien pitoisuustu-

loksien hajonta on kuitenkin pienempi.

Sailyvyysanalyysi osoitti, ettd eri-ikdisten naytteiden analyysitulokset eivat

eroa toisistaan merkitsevasti.

Suklaalaatujen ainesosapitoisuuksiin ei vaikuta, mistd konssista naytteet on

otettu. Suklaamassan pienet naytekohtaiset pitoisuusvaihtelut ovat tavallisia.

Luotettava referenssimenetelmd on hyva apukeino méaéaritettdessa syste-

maattista virhettd. Systemaattisen virheen vaikutus on mahdollista poistaa
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tai pienentad sitd paikallistamalla virheldhde. Tassa tyossa kaytetyt refe-
renssimenetelmat vesi- ja rasvapitoisuuden mittaamiseksi ovat luotettavia.
Kaytettyjen Karl Fischer -titraattorin ja spektrofotometrin toimintakunto on
tarkistettu sertifioitujen referenssimateriaalien avulla. Niilla saadut pitoisuu-
det vastaavat hyvin suklaalaatujen reseptiarvoja. Entsymaattisilla kittimene-
telmilla mitatut sakkaroosi- ja laktoosipitoisuudet taas eroavat enemman re-
septiarvoista. Kannattaisi kokeilla muita menetelmia sokeripitoisuuksien sel-
vittdmiseksi. Esimerkiksi samalta valmistajalta 16ytyy laktoosin maarittami-
seksi "Lactose/D-Glucose” -kitti ja sakkaroosin maarittdmiseksi "Malto-
se/Sucrose/D-Glucose” -kitti, jotka voivat olla sopivampia maaritysmenetel-

mi& suklaa-analyysiin.

Tallentamalla InfraXact™ Lab -laitteen kalibrointiohjelman muistiin enemméan
spektreja erilaisista suklaalaaduista. Koska spektrissa esiintyvien absorptioi-
den taajuuksiin ja intensiteetteihin vaikuttavat mm. aineen olomuoto ja lam-
potila, voisi kokeilla naytteiden temperointia korkeammassa lampdtilassa,
esimerkiksi 70 °C:ssa. Taman hetkinen ohjelma ennustaa huonommin, jos
tutkittava ainesosa on sitoutunut johonkin toiseen raaka-aineeseen eika ole
vapaasti lisattyna suklaamassaan. Lampdétilan nostamisen myéta suklaan
olomuoto muuttuu sulavammaksi helpottaen molekyylien likkkumista ja niiden
NIR-absorption mittaamista, joten saadaan tarkempi spektri. Naytteen an-
nostelu voi myds vaikuttaa mittaustuloksen systemaattiseen virheeseen. Va-
lamisen sijasta ndyteastiaan voi ruiskun avulla annostella ohuen tasaisen

paksun suklaakerroksen.

Edella mainitut asiat voidaan ottaa huomioon validoitaessa uutta kalibroin-

tiohjelmaa, joka on saapunut laboratorioon elokuussa.
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