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Seingjoen ammattikorkeakoululle on hankittu pyyhkaisyelektronimikroskooppiin
(SEM) lisalaitteisto, VP-ESEM. Laitteisto mahdollistaa huokoisen materiaalin ja
orgaanisten naytteiden kuvaamisen alipaineellisessa ymparistossa.

Tassa opinnaytetydssa tutustuttin  SEM:n toimintaperiaatteisiin, paineen
vaikutukseen ja mahdollisuuksiin kuvata elintarvikkeita eri VP-ESEM -
olosuhteissa. Painealueena kaytettin 500-900 Pa, elektronivirralla 10-20 kV.
Tutkimuksessa kaytettiin paaosin takaisinsirontadetektoreita EPSE Ring, EPSE
Needle ja CZ BSE ja naytteena paallystamatonta ohran jyvaa.

Ty0dssa tarkastellaan elintarvikkeiden rakenteisiin vaikuttavia komponentteja, kuten
vetta, hiilihydraattia, proteiinia ja rasvaa. Tyon lopussa tutkitaan mahdollisuuksia
havainnoida elintarvikkeiden rakenteissa tapahtuvia muutoksia VP-ESEM -kuvien
avulla. Tutkimukseen valittiin tarkkelyksen liisterdityminen, proteiinivaahdon
muodostuminen ja pikkuleivan valmistus.

Tybssa kaytetyt tutkimusalueet ovat vain pintaraapaisu mahdollisuuksista, johon
VP-ESEM pystyy. Tassa tyossd saatujen tuloksien ja kokemusten pohjalta on
kuitenkin hyva jatkaa elintarvikkeiden elektronimikroskooppitutkimuksia.
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Seingjoki University of Applied Sciences has updated its accessories to Scanning
Electron Microscopy in order to image organic samples. Now it is possible to in-
vestigate cellular samples under variable pressures. VP -microscope system is a
typical environmental scanning electron microscope.

In the thesis the principle of the SEM, the influence of pressure and the opportuni-
ties to image food in different circumstances of the VP-ESEM were clarified. The
variation of pressure was 500-900 Pa and the primary beam energy was 10-20
kV. The main images were taken by using backscattered electron detectors EPSE
Ring, EPSE Needle and CZ BSE. Uncoated grain of barley was used as a sample.

The active components of food structure, such as water, carbohydrate, protein and
fat were examined. Possibilities to image food structure with the VP-ESEM were
tested. Processes, such as starch gelation, protein formation, and cookie baking
were selected as objects for the study.

The thesis is a beginning to utilizing VP-ESEM investigation. However now it is

easier to continue examining microscopic details of organic samples by using the
VP-ESEM.
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1 JOHDANTO

Yleisesti ruuan tai elintarvikkeen valmistusta havainnoidaan omin aistein;
nakemalla, tuntemalla, maistelemalla tai jopa kuuntelemalla. Kun kastike
sakeutuu, kananmunan valkuaisvaahto kovenee, vehnéataikina irtoaa kadesta tai
popcorn poksahtaa, todetaan prosessivaiheen tavoite saavutetuksi. Useinkaan ei

kiinnitetd huomiota, mika tai mitka asiat muuttuvat itse raaka-aineen sisalla.

Ihmissilman kyky ei riitd havaitsemaan néaita pienid elintarvikkeen valmistuksen
kannalta valttamattomia mikrotason muutoksia. Pienen mittakaavan tutkimukseen

tarvitaan mikroskooppeja.

Seindjoen ammattikorkeakoulun  pyyhkaisyelektronimikroskoopille  hankittiin
orgaanisen materiaalin kuvaamisen mahdollistavat lisélaitteet. Lisdlaitehankinnan
tavoitteena oli lisata elektronimikroskoopin hyoddynnettavyytta niin opetuksessa
kuin tutkimus- ja kehitysty0ssd. Taman opinnaytetyon tavoitteiksi asetettiin VP-
ESEM -laitteiston toimivuuden testaus ja elintarvikenaytteiden kuvaamisen

mahdollisuuksien tutkiminen.

Teoriaosassa kéasitellaan veden, proteiinin, hiilihydraatin ja rasvan vaikutuksia
elintarvikkeiden rakenteisiin ja pyyhkaisyelektronimikroskoopin toimintaperiaatetta.
Tutkimusosassa on katsaus olosuhteisiin, joissa elintarvikkeesta on mahdollista
ottaa elektronimikroskooppikuvia. Lopuksi havainnollistetaan mikroskooppikuvien

hyodynnettavyytta elintarvikkeiden mikrotason rakenteiden tutkimuksessa.
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2 ELINTARVIKKEIDEN MIKRORAKENTEET

Elintarviketieteet muodostuvat osista biokemiaa, biologiaa, bakteriologiaa,
fysiikkaa ja tekniikkaa. Kemia on tarkedssa osassa silla elintarvikkeet koostuvat
useista kemiallisista yhdisteistda. Ruuassa tapahtuu kemiallisia muutoksia niin
prosessoinnin, varastoinnin kuin valmistuksen aikana. (Meenakshi 2007, 2.)
Merkittdavimmat elintarvikkeiden komponentit muodostuvat vedesta, rasvoista,
proteiineista, hiilihydraateista ja ilmasta seka niiden yhdistelmista (Heertje 2014,
21).

Monet elintarvikkeiden rakenteisiin vaikuttavista elementeista ovat niin pienia, ettei
niitd nae paljain silmin (Pray & Yaktine 2009, 27). Elintarvikkeissa on pisaroita,
iimakuplia, rakeita, kiteitd, saikeitd, miselleja ja niiden rajapintoja. Elintarvikkeen
kayttaytymisen ymmartamiseksi tarvitaan tietoa my®ds sen rakenteesta ja
rakenteellisten elementtien vuorovaikutuksesta. Vuorovaikutusvoimat maarittavat
koostumuksen ja rakenteen pysyvyyden. Elintarvikkeiden mikrorakenteita ja eri
komponenttien vuorovaikutusta voidaan tutkia valo- tai elektronimikroskoopilla.
(Heertje 2014, 3.)

Prosessoinnin aikana elintarvikkeiden proteiinit, tarkkelys ja rasvat kayvat lapi
nano- ja mikrometri -mittakaavassa useita rakenteellisia muutoksia. Mittakaava on
yksi tapa tarkastella elintarviketta. Toinen on aika. Prosessin onnistumiseksi tietyt
elintarvikkeen rakenteen komponentit tulee tulla tietyssa jarjestyksessa tiettyyn
paikkaan oikeaan aikaan. Esimerkiksi vaahdon rakenteen muodostuminen
tapahtuu tiettyjen rakenteellisten komponenttien lasnd ollessa tietyn
prosessitapahtuman vaikutuksesta, tietyssd mittakaavassa ja tietyssa ajassa.
Vaahdotuksen alussa emulgointiainemolekyylit adsorptoituvat ilma—vesi-
rajapintaan nanometrimittakaavassa millisekunneissa. Sitéd vastoin my@h&aisempi
prosessivaihe tapahtuu suuremmalla pituus- ja aikaskaalalla, kun nestevirtaukset
kuplan ymparilla vaativat mikrometrimittakaavan ja se vie aikaa muutaman
minuutin. Kuvioon 1 on piirretty elintarvikkeiden rakenteiden mittakaava Aguileran
mukaan. (Pray & Yaktine 2009, 27-28.)
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Kuvio 1. Elintarvikkeiden rakenteiden mittakaava Aguileran mukaan (Pray &
Yaktine 2009, 28).

2.1 Vesi

Useimmat elintarvikkeet sisaltdvat montaa eri faasia, joissa vesi on tarkea
komponentti.  Vetta  esiintyy  kaikissa  elintarvikkeissa.  Suurimmillaan
keskimaarainen kosteuspitoisuus on kasviksissa ja hedelmissd noin 90 %.
Kuivaksi mielletyssé kidesokerissakin on vettd 0,04 %. Vesi vaikuttaa
elintarvikkeiden valmistukseen, prosessointiin, mikrobiologiseen sailyvyyteen seka

kemiallisiin ja fysikaalisiin ominaisuuksiin. (Barbosa-Canovas ym. 2008, 47.)

Vesi on polaarinen yhdiste, jossa kaksi vetyatomia on sitoutunut kovalenttisesti
happiatomiin. Vaikka vesimolekyyli on sahkdisesti neutraali, positiiviset ja
negatiiviset varaukset ovat jakautuneet epasymmetrisesti. Veden dipolaarinen
luonne mahdollistaa vetysidosten muodostumisen muiden polaaristen molekyylien

valilla. (Barbosa-Canovas ym. 2008, 48.)

Lampdtilan noustessa vesimolekyylien véliset sidokset heikkenevat ja vesi
hoyrystyy. Veden haihtumista tapahtuu, vaikka l|ampétila ei  nousisi
kiehumispisteeseen. Elintarvikkeella on taipumus kuivua ymparéivan olosuhteen

tasapainotilaan saakka. Lampotilan laskiessa veden kyky sitoa kaasua kasvaa.
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Poolisista ominaisuuksista johtuen vedella on kyky liuottaa nestemaisia ja kiinteita
aineista seka kaasuja. (Dahlgren 1997, 22-34.) Veden kulkeutuminen
elintarvikkeessa on lampdétilan lisaksi riippuvainen paineesta ja elintarvikkeen
koostumuksesta. Veden olomuodon (kaasu, neste, kiinted) muutokset vaikuttavat

elintarvikkeen rakenteellisiin ominaisuuksiin. (Barbosa-Canovas ym. 2008, 50.)

1950-luvulla yhdistettiin ruuan suhteellinen hoyrynpaine termodynaamiseen veden

aktiivisuuteen kayttden maaritelmaa:

ay=p/po Kaava (1) Veden aktiivisuus

missa a,, on vedenaktiivisuus, p on naytteen hdyrynpaine ja po on puhtaan veden
hdyrynpaine samassa lampdétilassa ja paineessa. (Barbosa-Canovas ym. 2008,
51.) Veden aktiivisuusarvo vaihtelee a,, 0-1 valilla. Veden muodostaessa dipoli-
dipoli-, ioni-, van der Waals- tai vetysidoksia esimerkiksi tarkkelyksen tai proteiinin
kanssa, vedenaktiivisuus pienenee. Vedenaktiivisuus on riippuvainen lampdotilasta,

silla veden aktiivisuus kasvaa lampétilan noustessa. (Meenakshi 2007, 202.)

Elintarvikkeen huokoskoko vaikuttaa veden aktiivisuuteen, vaikka tuotteiden
vesipitoisuus olisi sama. Elintarvikkeessa, jossa on paljon pienid huokosia, veden
aktiivisuus on pienempi kuin suurihuokoisessa elintarvikkeessa. (Jouppila 2006).
Mittaamalla ja kontrolloimalla elintarvikkeen veden aktiivisuutta on mahdollista
ennustaa, mitkd mikro-organismit mahdollisesti pilaavat tuotetta, yllapitavat
elintarvikkeen kemiallista stabiiliutta, vahentavat entsymaattista ruskistumista ja
rasvojen hapettumista, pitkittavat entsyymien aktiivisuutta ja vitamiineja seka

optimoida elintarvikkeiden fysikaalisia rakenteita. (Meenakshi 2007, 203.)

2.2 Hiilihydraatit

Kasvit ovat térkein ravinnon hiilihydraattiiihde. Kasvit tuottavat glukoosia

yhteyttamalla auringon energian avulla hiilidioksidista ja vedesta:

6CO, + 6H,0 — C6H1206 + 60,.
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Kasvit pystyvat muodostamaan suuren maardn erilaisia hiilihydraatteja.
Yksinkertaiset sokerit kuten glukoosi ja fruktoosi ovat monosakkarideja.
Disakkareita ovat maltoosi, laktoosi ja sakkaroosi. Polysakkarit, kuten tarkkelys ja
selluloosa, ovat pitkia glukoosiyksikdista koostuvia polymeerejd. Sokerit ovat
kiteisia ja liukenevat veteen muodostaen makean liuoksen. (Meenakshi 2007, 11.)
Mitd alhaisemmassa lampdétilassa sokeri liukenee, sita helpommin se kiteytyy.
Sokerin kiteisyydella on vaikutusta tuotteen rakenteeseen, hienokiteinen liukenee

nopeammin kuin karkea. (Heinonen 1993, 27-30.)

Tarkkelys on kasvin tarkein energiavarasto. Tarkkelysjyvan alkuperd voidaan
tunnistaa tutkimalla jyvan kokoa ja muotoa mikroskoopilla. (Meenakshi 2007, 11—
14.) Tarkkelys koostuu kahdesta glukoosipolymeerista: lineaarisesta amyloosista
ja haaroittuneesta amylopektiinista. Tarkkelysjyvan sisélla ne jarjestaytyvat
vuorotellen muodostaen kasvurenkaat. Suuremman raekoon tarkkelysjyva turpoaa
enemman prosessoinnin aikana ja nain vaikuttaa elintarvikkeen rakenteeseen.
(Wrolstad 2011, 110-113.)

Veden lasna ollessa tarkkelysta lammitettdessa tarkkelysjyva turpoaa
moninkertaiseksi, rakenne hajoaa ja amyloosi valuu ulos jyvasta.
Geeliytymislampdtila on  riippuvainen  tarkkelyslahteestd ja tarkkelyksen
molekyylitason koostumuksesta. Geeliytyminen on havaittavissa elintarvikkeessa
tilavuuden ja viskositeetin kasvuna. Kun kuuman tarkkelysgeelin lampdétila laskee,
geelin viskositeetti kasvaa. Talloin tarkkelys pyrkii kiteytym&éan uudelleen.
Uudelleenkiteytymisessa amyloosimolekyylit jarjestaytyvat uudelleen. (Wrolstad
2011, 113.) Tarkkelysgeelin viskositeettia lampdtilan ja ajan suhteen on kuvattu
kuviossa 2. Useat elintarvikkeiden laatuvirheistd johtuvat tarkkelyksen
uuskiteytymisesta, geelin sameutumisesta, viskositeetin noususta, ei-liukenevien

kalvojen muodostumisesta tai nesteen erottumisesta (Mannisto 2012, 24).
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Kuvio 2. Tarkkelysgeelin viskositeetti kuumennettaessa ja jadhdytettdessa
Delcourin ja Hoseneyn mukaan (Mannist6 2012, 21).

2.3 Proteiini

Proteiinit eli valkuaisaineet muodostuvat aminohapoista. Aminohapot muodostavat
pitkia  ketjuja  aminohapporyhman reagoidessa  toisen aminohapon
karboksyylihapporyhmé&n kanssa. Yksinkertaisissa proteiineissa on vain
aminohappoja. Konjugoituneissa proteiineissa on mukana muitakin ryhmia.
(Vilhunen 2012, 3.) Yksinkertaisia proteiineja ovat kananmunan valkuaisen
albumiini, vehnan gliadiini ja gluteiini ja sidekudosten kollageeni. Konjugoituneita
proteiineja ovat esimerkiksi fosforihappoon yhdistynyt maidon kaseiini ja lipidiin
yhdistynyt kolesteroli tai munankeltuaisen lesitiini. (Dahlgren 1997, 60.)

Proteiinit muodostavat primaari-, sekundaari-, tertiaari ja kvaternaarirakenteita.
Kuvioon 3 on piirretty proteiinin nelja eri rakennetta. Proteiinien
aminohappojarjestystd  kutsutaan primaarirakenteeksi.  Sekundaarirakenne
muodostuu tietylla tavalla suuntautuneista primaarirakenteista ja on muodoltaan
kierteinen primaarirakenteen tilan tarpeen ja molekyylien vélisten voimien
vaikutuksesta. Rakenne voi olla joko poimuttunut tai serpentiiniméinen.

Serpentiinimédinen  sekundaarirakenne  sisaltdd  runsaasti  vetysidoksia.
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Sekundaarirakenteista muodostunutta proteiinin kolmiulotteista muotoa kutsutaan
tertiddrirakenteeksi.  Tertidarirakenteessa  proteiinien  sivuryhmien  valille
muodostuu  vetysidoksia, rikkisiltoja, van der Waalsin voimia ja
ionivuorovaikutuksia. Proteiinien denaturoitumisessa tertiddrirakenteella on suuri
merkitys. Kahden tai useamman aminohappoketjun toisiinsa sitoutunutta

ryhmittymaa kutsutaan kvaternaarirakenteeksi. (Vilhunen 2012, 3-4.)

. 2
2
Primaari- Sekundaari- Tertiaari- Kvaternaari-
rakenne rakenne rakenne rakenne

Kuvio 3. Proteiinin nelja rakennetta.

Proteiinien vedensidonta-, vaahtoutumis- ja emulgoitumiskyky, denaturoituminen
ja koaguloituminen vaikuttavat elintarvikkeen rakenteeseen. Kun elintarviketta
kuumennetaan tai vaivataan tai lasketaan pH:ta tai lisdtdan suolaa, proteiinit
denaturoituvat. Proteiinikeran denaturoituessa sen sisaiset sidokset rikkoutuvat ja
kerd suoristuu. Samalla proteiinin kyky sitoa vettéa heikkenee. Proteiinien kyky
sitoa vettda vaikuttaa merkittavasti esimerkiksi kypsan lihan ja kalan
herkullisuuteen. Kypsennettaessa lihan solujen proteiiniverkkoon sitoutunutta vetta

vapautuu lampdtilan noustessa. (Dahlgren 1997, 61-63.)

Proteiinien vaahtoutumista tapahtuu vatkattaessa esimerkiksi kananmunan
valkuaista. Vatkaaminen rikkoo proteiinien rakenteen, jolloin proteiini denaturoituu.
Hydrofobiset proteiinien osat hakeutuvat ilmakuplien ympaérille, kuplaan pain ja
hydrofiiliset proteiinien osat hakeutuvat kohti vetta. Illmakuplien ymparilla
tapahtuva proteiinien saostuminen ja liukoisuuden pieneneminen mahdollistavat
uusien ilmakupla—proteiini-rajapintojen syntymisen. Kun vatkaamista jatketaan,
proteiini juoksettuu eli neste ja kiinted aine erottuvat toisistaan. (Vilhunen 2012, 9—
12.)
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Kun avautuneet proteiiniketjut reagoivat keskendén, tapahtuu hyytymista tai
jahmettymista (Vilhunen 2012, 6). Runsaan veden lasna ollessa jahmettyneet el
koaguloituneet proteiiniketjut muodostavat hyytelon, leivdn tai makkaran
rakenteiden rungon. Proteiinien emulgoitumiskyky mahdollistaa vesi—rasva-

emulsioiden syntymisen ja sailymisen. (Dahlgren 1997, 44—-63.)

2.4 Rasva

Kemiallisessa jaottelussa rasvat kuuluvat lipideihin. Rasvat eivat liukene veteen ja
niiden tiheys on veden tiheyttd pienempi. (Heinonen ym. 1993, 19.) Rasvat
muodostuvat glyserolista ja siihen kiinnittyneista rasvahapoista. Kun glyserolin
jokaiseen kolmeen OH-ryhmadan on esterisidoksella kiinnittynyt joko tyydyttynyt,
tyydyttyméatén tai  monityydyttymatén rasvahappo, yhdistettd sanotaan
triglyseridiksi. Tyydyttyneen rasvahapon hiilivetyrungossa ei ole ainuttakaan
kaksoissidosta hiiliatomien valilla, kun tyydyttdmatdon rasvahappo sisaltaa yhden
kaksoissidoksen ja monityydyttamé&ton useamman. (Dahlgren 1997, 50-52.)

Kiintea eldinrasva sisaltaa paljon tyydyttyneitd rasvahappoja, kuten palmitiini- ja
Ollyhappoa. Juoksevassa kasvidljyissa on tyydyttymattomia linoli- ja 6ljyhappoja.
(Heinonen ym. 1993, 19.) Ennen vuotta 1910 95 % rasvan kulutuksesta oli
elainrasvaa. Kun opittiin kovettamaan tyydyttamattomia rasvoja lisaamalla vetya

rasvahapon kaksoissidoksiin, kasvioljyjen kaytto lisdantyi. (Meenakshi 2007, 7.)

Paljon rasvaa sisaltavien tuotteiden valmistuksessa rasvojen koostumuksella ja
kyllaisyysasteella on suuri merkitys. Rasvan kiderakenne vaikuttaa elintarvikkeen
reologisiin, mekaanisiin ja aistittaviin ominaisuuksiin. Rasvat voivat pilata tuotteen
kiteytymalla tai sulamalla. Rasvahappojen pituus ja tyydyttyneisyysaste vaikuttavat
kiteytymisen muotoon ja kayttaytymisen. Kiteytymiskayttaytymiseen vaikuttaa
myO6s muiden rasvojen lasndolo. Rasvahappokoostumus ja kiderakenne
maarittavat rasvan fyysiset ominaisuudet, kuten sulamiskayttaytymisen,
ominaispainon, viskositeetin ja savuamis- ja leimahduspisteet. Kuviossa 4 on
havainnollistettu rasvan rakenteen muutokset ajan suhteen nano-, mikro- ja
makrotasolla prosessoinnin, jaahdytyksen ja varastoinnin aikana. (Hernandez &
Kamal-Eldin 2013, 34-35.)
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Kuvio 4. Kristallisoituneiden verkkojen prosessi ja muodostuminen (Hernandez &
Kamal-Eldin 2013, 35).

Elintarviketeollisuudelle on kehitetty useita eri rasvalaatuja riippuen rasvalle
asetetuista teknologisista vaatimuksista, rasvan roolista tuotteen valmistuksen
yhteydessd, rasvan antamasta mausta ja suutuntumasta seka tuotteen
energiatavoitteesta. Tuotteissa rasva antaa joustavuutta, parantaa tilavuutta ja
hidastaa kuivumista. (Heinonen ym. 1993, 18-23.) Rasvoilla, joita kaytetdan
elintarvikkeiden valmistuksessa, ei ole tiettyd sulamispistetta. Sulamispiste ja
lampdtila-alue, jossa rasva pehmenee, ovat elintarvikkeiden valmistuksen ja

suutuntuman kannalta rasvojen tarkeimpia ominaisuuksia. (Dahlgren, 51-56.)
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3 PYYHKAISYELEKTRONIMIKROSKOOPPI

Ranskalainen fyysikko, Luis de Broglien, oletti vuonna 1924 hiukkasilla olevan
aalto-ominaisuutta, aineaaltoa. Elektronimikroskoopeissa kéaytetd&nkin valon
asemasta elektronisuihkua. Elektronimikroskoopilla voidaan tutkia pienten
materiaalinaytteiden kokoa ja muotoa. (Peltonen ym. 2007, 364-366.) 1930 -
luvulla tehtiin ensimmaiset yritykset rakentaa toimiva
pyyhkaisyelektronimikroskooppi.  Tutkimusty6ta jatkettin  ja ensimmaisen
kaupallisesti saatavan pyyhkaisyelektronimikroskoopin prototyyppi syntyi vuonna
1963. (Pelttari 2007, 36.)

Kuvion 5 mittakaavapiirros havainnollistaa eri mikroskooppien tarkkuusrajat
verrattuna ihmissilman kykyyn erottaa pientd mittakaavaa. Valomikroskoopilla
paastaan 0,2 pum:n tarkkuuteen, jolla voidaan havaita bakteereja ja useimpia
soluja.  Valomikroskoopin  erotuskyky  riippuu  valon  aallonpituudesta.
Elektronimikroskooppien elektronien pieni aallonpituus mahdollistaa viela
pienempien  partikkeleiden  havainnollistamisen. Elektronimikroskoopeista
pyyhkaisyelektronimikroskoopilla (SEM) p&astaan 1,25 nm:n tarkkuuteen ja
l&paisyelektronimikroskoopilla (TEM) 0,14 nm:n tarkkuuteen. Skannaavalla
tunnelimikroskoopilla (STM) paastaan kuvaamaan jopa atomitasolle 0,08 nm:n
tarkkuuteen (Jaksch & Vermeulen 2005, 22.)

10 mm —

=

lhmissilma

Nuppineulan paa

0,2 mm

3

Useimmat solut

Valomikroskooppi

‘ Hius
|

tem T - Bakteerit
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Pyyhldisyelektronimikroskooskooppi (SEM)
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0,2 nm
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Kuvio 5. Ihmissilman ja mikroskooppien tarkkuusmittakaava.
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Elektronioptiikkaa verrattaessa valo-optiikkaan on toimintaperiaate monella tapaa
sama. Mikroskopoinnissa hyodynnetdén valon tai elektronin aallonpituutta. Valon
kulkua on mahdollista hallita normaalissa ilmanpaineessa, kun taas
elektronisuihku tarvitsee alipaineellisen ympariston. Kuvaamisen onnistumiseksi
kummallakin menetelmalla fokus eli polttopiste ja polttovali tulee saatdd oikeaksi
naytteen suhteen. Kummallakin menetelmalla kuvattaessa joko valon sade tai
elektronisuihku kohdistetaan haluttuun naytekohtaan. Kuvan tarkkuus on keskella
teravimmilladan ja heikkenee ulkoreunoille mentaessa. Elektronimikroskoopilla
kuvattaessa nayte voi varautua, jos elektroneja pommitetaan yhteen kohtaan liian
pitkaan. Naytteen varautuminen vaikuttaa kuvan laatuun heikentavasti.

Valomikroskopoinnissa ei vastaavaa haastetta ole. (Goodhew ym. 2000.)

3.1 Pyyhkaisyelektronimikroskoopin (SEM) toimintaperiaate

Pyyhkaisyelektronimikroskoopin  (Scanning Electron Microscopy) toiminta
muodostuu: 1) elektronioptisesta jarjestelmastd eli elektronilahteestd eli
filamentista ja useista kaameista, jotka ohjaavat elektronisuihkun naytteeseen 2)
naytepdydasta ja naytteesta 3) detektointijarjestelmasta, jossa detektorit keraavat
ja vahvistavat muodostuneet signaalit 4) kuvanmuodostusjarjestelmastd, jossa
detektoreiden kautta keratty data analysoidaan tietojarjestelméassa ja kuva piirtyy
tietokoneen ruudulle. (Gabriel 1987, 166-178; Pelttari 2007, 38.) Kuvioon 6 on

havainnollistettu pyyhkaisyelektronimikroskoopin toimintaperiaate.

Elektronitykin  tuottamat elektronit ohjataan samansuuntaisesti olevien
magneettisten linssien kautta néaytteelle. Elektronitykissd katodina toimivaa
volframihehkulankaa kuumennetaan. Muodostuneet elektronit kiihdytetddn ja
ohjataan magneettilinssien eli kokoojakaamien lapi. (Gabriel 1987, 166-178.)
Magneettilinssit ovat kondensorilinsseja, joiden tehtava on pienentda naytteelle
tulevan elektronisuihkun halkaisija mahdollisimman kapeaksi. Alimman linssin
yhteydesséa on poikkeutuskelat, joilla saadaan aikaan pyyhkiva liike. (Pelttari 2007,
37-38.)
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Kuvio 6. Pyyhkaisyelektronimikroskoopin toimintaperiaate (Atteberry 2009).

Elektronisuihkun osuessa naytteeseen pinnassa tapahtuu energiamuutoksia
(Pelttari 2007, 36). Sateilytetysta naytteestd vapautuneet elektronisignaalit
voidaan analysoida, kun lasnd on sopivia ilmaisimia, detektoreita. Datasignaalit
syntyvat joko elastisista tai inelastisista tormayksistd. Elastiset tormaykset
synnyttavat takaisinsironneita elektroneja (backscattered electrons), joiden
perusteella muodostetaan kuvaa naytteen pinnan muodosta. Inelastiset
torméaykset tunkeutuvat naytteeseen ja vapauttavat sekundaarielektroneja
(secondary electrons), rontgensateita (x-rays) ja lampofotoneja. (Gabriel 1987,
166-178.) Sekundaari- ja takaisinsironneiden elektroneiden lisdksi naytteesta
emittoituu réntgen- ja nakyvan valon fotoneja seka Auger-elektroneja (Stokes
2008, 18). Kuvioon 7 on piirretty signaaleja, joita muodostuu elektronivirran

osuessa naytteeseen.
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Kuvio 7. Signaaleja, joita muodostuu elektronivirran osuessa naytteeseen (Stokes
2008, 18).

Kuviossa 8 on havainnollistettu naytteen ja elektronisuihkun vélinen vuorovaikutus.
Auger-elektroneja emittoituu aivan naytteen pinnassa. Sekundaarielektronit, joita
kaytetddn tavallisimmin  elektronimikroskopian  kuvan  muodostamiseen,
emittoituvat 5-50 nm pinnasta. Takaisinsirontaelektronit ja rontgensateet
emittoituvat syvemmalta naytteesta (Pelttari 2007, 36). Netista |0ytyvasta Monte
Carlo -ohjelmistosta saadaan ennusteita naytteeseen osuvan elektroniratojen

tunkeutumissyvyyksista eri materiaaleilla. (Gabriel 1987, 166—-178; Stokes 2008,
152.)

Ve Auger-elektonit 1 nm

Naytteen pinta s

------- —~ Sekundaarielektonit 5-50 nm

~— Takaisinsironneet elektonit
~ 100- 1000 nm

~ Rontgensatet
500-5000nm

Kuvio 8. Elektronisuihkun ja naytteen pinnan valinen vuorovaikutus
maksimisyvyyksilla (Stokes 2008, 33; Pelttari 2007, 36).
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Takaisinsironneet elektronit sailyttavat noin 80 % séteen energiasta. Detektorit
kykenevat havaitsemaan takaisinsironneet elektronit vain, jos ne leikkaavat
detektorin. Detektorit sijoitetaankin kohtisuoraan optiseen akseliin nahden,
"napakengan” alapuolelle. Sekundéaarielektronien energiamaara on vahainen, noin
4 eV. Sekundaaridedektori on sijoitettu 90°:n kulmaan optiseen akseliin nahden.
Naytteen kallistaminen 10-30° parantaa elektronien keraysta. (Gabriel 1987, 166—
178.)

Onnistuneen kuvan saamiseen vaikuttaa laitteen suorituskyky; kiihdytysjannite,
elektronisuihkun sateen halkaisija ja tekninen resoluutio. Kiihdytysjannite vaihtelee
yleensa 5-30 kV:n valilla. Johtavia metallinaytteita kuvataan suurilla, 25-30 kV:n
jannitteella, paallystettyja ei-johtavia naytteitda noin 15 kV:n jannitteella ja ei-
johtavia, paallystamattémia naytteitd pienelld, noin 5 kV:n jannitteella. (Gabriel
1987, 166-178.)

Pyyhkaisyelektronimikroskoopilla kuvattavat naytteet yleensa johtavat sdhkoéa. Jos
sahkonjohtokyky on alhainen, suositellaan naytteen peittamista ohuella kulta- tai
kromipinnoitteella. HOoOyrykaapissa pinnoitetulle naytteelle voidaan kayttaa
suurempia jannitteitd, 15-20 kV, ja nain saada tarkempia kuvia.
Hoyrypinnoitemenetelmdad kaytettdessa pinnoitemateriaali ei valttdmatta kiinnity

tasaisesti epatasaiseen naytteeseen. (Gabriel 1987, 166—-178.)

Mitd pienemman halkaisijan elektronisuihku kohdistetaan naytteen pinnalle, sita
korkealaatuisempaa kuvaa naytteestd voidaan saada. Toisaalta elektronisuihkun
pieni halkaisija voi aiheuttaa kuvaan kohinaa ja nain heikentaa resoluutiota. Kuvan
fokusta ja suurennosta ohjataan magneettilinsseillda. Fokus saavutetaan
vaihtelemalla objektiivin lapi kulkevaa elektronivirtaa. Koska suurennos liittyy
oleellisesti kuvattavaan pinta-alaan, kannattaa kuva aluksi fokusoida ainakin kaksi
kertaa suuremmalla suurennoksella. Nain otettu kuva pysyy selkeana. (Gabriel
1987, 166-178.)

Hajataitto eli optinen poikkeama voi johtua magneettilinssin pienesta virheesta.
Tama ilmenee vaaristymana, kuten fokuksen vaihteluna. Esimerkiksi
elektronisuihku ei ole pyo6red, vaan jompaankumpaan suuntaan ellipsi. Tata

poikkeamaa kompensoidaan stigmatisoijalinsselilla. (Gabriel, 166-178.)
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Sahkdmagneettinen kenttd on elektronisuinkun keskustassa voimakkain ja se
heikkenee reunoille mentaessa. Tatd kutsutaan pallopoikkeamaksi. Elektronit
kulkevat naille eri vyodhykkeille erisuuruisesti. Reunaelektroneja véahennetaan
pysayttamalla niitd aperuureilla. Yleisesti pienemmalla aukolla varustetut aperuurit
asennetaan lahelle naytettd ja suuremmat aperuurit asennetaan lahemmas
elektronitykkid. Apertuureja kayttamalla kuvaa saadaan selkeammaksi ja
syvemmaksi. Apertuurit on keskitettava tarkasti optiselle akselille. (Gabriel 1987,
166-178.)

Apertuureja kaytettdessd menetetddn suurin osa elektroneista. Mita parempi
erotuskyky naytteesta halutaan, sitd kapeammaksi elektronisuinku tehdaan ja sita
enemman elektroneja menetetaan. Esimerkiksi elektronildhteellda elektronien
suihkuvirta on 100000 nA ja naytteella suihkuvirta on pienentynyt jopa 0,1 nA:n
tasolle. (Pelttari 2007, 38.)

Detektorin vastaanottama signaali vahvistetaan elektronisella vahvistimella.
Riippuen naytteestd emittoituvien elektronien maarasta kuvapisteen signaalin
voimakkuus vaihtelee. Muodostunut kuva voidaan tallentaa digitaalisessa

muodossa tietokoneen muistiin. (Pelttari 2007, 39.)

Kayttdjan kokemattomuus voi olla suurin yksittainen syy kuvan heikkoon laatuun.
Muita virhetekijoita Cheneyn mukaan voivat olla virheellinen kiihdytysjannite,
elektronitykilla tapahtuva filamentin lammityksesta johtuva emission epavakaus,
elektronikoettimen virheellinen halkaisija, vaarin asennettu ja keskitetty aperutuuri,
riittAmaton hajataiton korjaus, vaara polttovali, liian suuri suurennos, naytteen
varautuminen ja magneettisuus tai huono kameran fokus. Kuvan huonoa laatua
voivat aiheuttaa virheellinen Kkiihdytysjannitteen asetus, vaara anturi valituille
asetuksille, virheellinen hajataittokorjaus, liiallinen virta, vaara kontrasti ja kirkkaus,
naytteen vaara valmistusprosessi, naytteen ja detektorin vaara sijainti tai naytteen
kallistus. Kuvan kohinaa voivat aiheuttaa kiihdytysjannitteen tai detektorin
epavakaus, naytteen tai naytteen pinnan varautuminen, magneettikentan
hajoaminen tai mekaaninen tarina. Kuvan vaaristymista ja epamuodostumaa
voivat aiheuttaa naytteen varautuminen tai likkuminen, ulkoinen magneettikentta,

elektronisuihkun vaurio, naytteen vaurioituminen valmistuksen aikana, kolumnin
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siséisesta varautumisesta johtuva kuvan vaeltaminen tai naytevirtaus [ammityksen
tai jaahdytyksen aikana. (Cheney, [viitattu 16.2.2014].)

3.2 Paineen vaikutus

Paineen yksikkéna kaytetaan pascalia (Pa) tai baaria (bar), 1 bar = 105 Pa.
llImakeh&n normaali paine on noin 101300 Pa = 101,3 kPa = 1013 bar. Paine
voidaan ilmaista mittayksikoissa: Pa = N/m2 = Nem/m3 = J/m3. (Fontell ym. 1986,
17)

Elektronimikroskooppi  tarvitsee toimiakseen alipaineellisen  ympariston.
Elektronimikroskoopin naytekammion paine on matalassa paineessa (HV) 10-400
Pa (Carl Zeiss 2008, 17) eli n. 1/10000 ilmakehan paineesta.

llImakeha koostuu paaosin typesta (78,084 %), hapesta (20,946 %), argonista
(0,934 %) ja hiilidioksidista (n. 0,033 %). Kullakin komponenttikaasulla on tietty
osapaine, joiden summasta ilmakehan paine koostuu. Kun ilmatiiviista kammiosta
pumpataan kaasuja pois, puhutaan tyhjiostd. Tyhjickammioon yleensa jaa jonkin
verran kaasuja. Kammion jadnnodskaasujen molekyylit tdrmailevat toisiinsa ja
kammion seinamiin. Lampdotilan laskiessa tormaykset vahenevat. Tyhjiokammion
kaasujen kokonaispaine on tietyssad lampdétilassa tiettyyn pinta-alayksikkoon
kohdistuvaa molekyylitdrmayksista johtuvaa voimaa. (Fontell ym. 1986, 15-18)

Tyhjion tasoja on useita. Taulukkoon 1 on koottu eri tyhjidalueet, kussakin
tyhjiossa oleva kaasumolekyylien lukumaara ja paine (Pa) 1,0 cm®ssa

jaannoskaasua eri painealueilla lampétilassa 20 °C. (Fontell ym. 1986, 28)

Tyhjidalueluokittelun perusteella pyyhkaisyelektronimikroskooppi yltaa 20 °C:ssa
valityhjidalueelle, jolloin térmailevia kaasumolekyyleja olisi yli 2,5-10% kpl / 1,0
cm®. Naytekammion paineen ollessa lian korkea elektronit siroavat herkemmin
eivatka kohdennu néaytteeseen (Stokes 2008, 66).
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Taulukko 1. Kaasumolekyylien lukumaara 1,0 cm®ssa jaannoskaasua eri

painealueilla l1ampdtilassa 20 “C (Fontell ym. 1986, 28).

Kaasumolekyylien

Tyhjidalue Paine (Pa)
lukumaara (kpl)

Karkeatyhiio 2,5-10% - 2,5.10™ 10° — 107
Valityhjio 2,5-10% - 2,5.10" 10 - 10
Suurtyhijio 2,5-10" - 2,5.10%° 10t - 10"

Hyva suurtyhjio 2,5-10'° - 2,5.10’ 10 - 10"
Ultratyhijio 2,5:10" - 2,5-10* 107 10"
Hyva ultratyhjio 2,5-10% — 100 -
3.3 VP-ESEM

Elektronimikroskoopin ndytekammion alipaineessa orgaanisen naytteen sisaltama
vesi alkaa kiehua ja nayte tuhoutuu. Jotta biologista naytettd voidaan kuvata
elektronimikroskoopilla, nayte voidaan kuivata, jaadyttaa tai paallystaa.
Kuivaaminen kuitenkin kutistaa naytettd ja voi muuttaa sen pintarakennetta,
jadaddytetyn naytteen sailytettdvyys on huono ja paallystamisen haasteena ovat
paallysteeseen mahdollisesti jddvat aukkopaikat. Kasittelyt voivat muuttaa tai jopa
tuhota tutkittavan naytteen. (Pelttari, 2007, 40-44.)

ESEM- (enviromental scanning electron microscope) laitteessa naytekammion
painetta voidaan saataa laajemmalla painealueella perinteiseen SEM:iin
verrattuna. Paineen saatoon kaytetty kaasu on yleensa vesihdyry. Naytekammion
paineensdadon mahdollistaa pieni aukko, apertuuri. Apertuuri yllapitda paine-eroa
kolumnin eri osien vdlilla. (Pelttari 2007, 45.) Talla VP- (variable pressure)
pyyhkaisyelektronimikroskopialla on mahdollista tutkia naytteitd, joita ei
tavanomaisella pyyhkéaisyelektronimikroskoopilla voida kuvata, kuten kosteita, ei-
johtavia tai paallystaméattomia naytteitd. Naytekammion ja naytteen valilla tulee

vallita termodynaaminen tasapaino. (Nedéla, 2007)

Elektronimikroskoopin ndytekammion paine on VP-ESEM:lla <3000 Pa (Carl Zeiss
2008, 17). Tyhjibalueluokittelun perusteella naytekammion paine putoaa
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karkeatyhjidalueelle 20 °C:ssa. Naytekammiossa naytteeseen kohdistettu
elektronisuinku  kohtaa jaannoskaasun lisaksi paineensaatoon kaytettya
vesihoyryd. Molekyylitormaysten seurauksena elektronisuihku vaimenee. (Fontell
ym. 1986, 44.)

Naytekammion vesihdyryn tulee olla tasapainossa naytteen veden aktiivisuuden
kanssa. Epétasapainotilassa néyte voi hoyrystya tai kondensoitua. Naytteen
hoyrystyessa vetta siirtyy naytteesta naytekammioon ja nayte kuivuu. Tallgin
kammion painetta tulee vahentda ja/tai naytteen lampdtilaa nostaa. Naytteen
kondensoituessa nayte kostuu, kun naytekammion vesihdyrya siirtyy naytteeseen.
Naytekammion painetta tulee lisata ja/tai vahentdd naytteen lampdtilaa.
Tutkimuslampdtila suositellaan saadettavan valille 2-6 °C, jolloin kosteuden

haihtuminen naytteesta on vahaisinta. (Stokes 2008, 84-87.)
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Orgaanisten materiaalien hoyrystyminen riippuu materiaalin kosteudesta ja
sitoutuneen veden maarasta, ay. Kuviossa 9 on kuvattu lampdtilan funktiona,
missa hoyrynpaineessa vesihdyryn olomuoto muuttuu nesteeksi eri naytteen a,
arvolla. (Stokes 2008, 86.)

3.4 ZEISS EVO MA10

Seingjoen ammattikorkeakoulun materiaalilaboratoriossa on
pyyhkaisyelektronimikroskooppi Zeiss EVO MA10. Laitteella on kuvattu paaosin
metallindytteita. Laitteen kiihdytysjannite vaihtelee 0,2—30 kV:n valilla, erottelukyky
on parhaimmillaan 2 nm ja suurennoskyky 1,000,000 x. Vuonna 2012 SeAMK:lle
hankittin ~ VP-ESEM-lisalaitteet:  jaahdytettavd  naytealusta,  vesihoyryn

tuottojarjestelma, korkeapainekuvaamisen mahdollistavat apertuurit, EPSE-Ring ja

-Needle -detektorit ja diffuusiopumppu. Naytekammion painevali saatiin nostettua
400 Pa:sta 3000 Paciin.

Kuvio 10. Zeiss EVO MA10 naytekammio 1) EDS -detektori 2) SE1 -detektori 3)
CZ BSD —detektori 4) VPSE G3 -detektori 5a) EPSE Ring ja 5b) EPSE Needle —
detektorit 6) alin apertuuri 7) naytekuppi ja 8) jddhdytettava naytealusta.

Zeiss EVO MA10 -elektronimikroskoopille voidaan asentaa useita eri detektoreita.
Kuvioon 10 on numeroitu SeAMK:n SEM:n detektorit, alin apertuuri, naytekuppi ja
jaéhdytettava naytealusta.
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EDS-detektori (Energy Dispersive Spectrometry) on kammioon Kkatsottaessa
vasemmalla. Detektori havainnoi naytteesta kimmonneet rontgensateita.
Detektoria kaytetdan metallinaytteiden alkuainejakauman kvalitatiiviseen el

laadulliseen ja kvantitatiiviseen eli maaralliseen maarittamiseen.

SEl-detektori sijaitsee EDS-detektorin vieressd, kammioon Kkatsottuna 2.
vasemmalta. VPSE G3-detektori sijaitsee oikealla, takana. Detektorit
havainnoivat naytteestd kimmonneita sekundaarielektroneja. Detektoreilla

kuvataan korkeassa paineessa (HV).

CZ BSD -takaisinsirontadetektori sijaitsee suoraan naytteen ylapuolella ja tulee
poistaa asennettaessa alempia aperuureja. Metallindytteiden kuvista nakyy
atomien kontrastit, missa happi on tumma ja rauta vaalea. Laitevalmistaja lupaa
resoluutioksi 4,5 nm 30 kV:n jannitteelld, kun kammiossa on 10-400 Pa:n paine
(VP mode).

EPSE-sekundéaaridetektori on kammioon katsottaessa oikealla. Detektoria
kaytetddn yhdessd alempien apertuurien kanssa <3000 Pa:n paineessa.
Kuvattaessa korkeissa paineissa orgaanista naytettd detektori tuodaan
manuaalisesti nadytteen ja takaisinsirontadetektorin, CZ BSD, vdliin. SEM:n
ulkopuolella olevasta kahvasta pidetaan tiukasti kiinni, vapautetaan lukko ja
varmistetaan TV-naytolta, ettei detektori osu apertuuriin tai naytteeseen vietaessa
detektoria syvemmalle kammioon. EPSE-detektoriin kuuluu rengasmainen Ring-
detektori ja neulamainen Needle-detektori. Detektoria kaytetaan Water Vapour -

toiminnon yhteydessa.

Water vapour -toiminnolla mahdollistetaan huokoisten ja orgaanisten naytteiden
kuvaaminen Zeiss EVO MA10 -elektronimikroskoopilla. Toiminnon ansiosta
naytekammioon muodostuu olosuhdeasetusten mukainen maara vesihoyrya.
Nestejaahdytteinen naytealusta tulee olla kiinnitettyna ja paalla seka vesisailidissa

tulee olla tislattua vetta.

Apertuurien ja EPSE-detektoreiden asentamiset vaikuttavat ratkaisevasti kuvan
laatuun, joten tyd tulee tehda huolellisesti. Naytekammion ilmaus, naytekupin ja
naytteen asettaminen, kammion sulkeminen, oikeiden kammio-olosuhteiden

valinta ja alipaineen muodostuminen ovat tyQvaiheita, jotka edeltavat
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mikroskopointia. Ennen kuvaamista tulee nayte kohdistaa x-, y- ja z-koordinaatein
l&helle elektronivirran ulostuloaukkoa. Elektronisuihkun kaynnistyksen jalkeen

voidaan aloittaa oikean naytekorkeuden ja fokuksen etsinta.



31

4 OLOSUHTEIDEN VAIKUTUS KUVAN LAATUUN

Paallystamattomia elintarvikkeita kuvattaessa VP-ESEM:lla naytteen veden
aktiivisuus tulee tuntea. Kun tiedetddn naytteen ominaisuudet, voidaan valita
oikeat naytekammion olosuhteet. Oikeiden paineolosuhteiden ja lampotilan
valinnalla  varmistetaan  naytteen  sailyminen tutkittavassa  kunnossa.
Kuvausolosuhteiden maarittamiseksi tutkimuksessa kaytettyjen naytteiden ay
mitattiin LabMaster-analysaattorilla. a,~-mittausten jalkeen naytekammio-olosuhteet

valittiin kuviosta 9.

Tutkimuksessa kaytettiin kahta alempaa apertuuria. Ylemmas asennettiin 100u VP
-apertuuri ja alemmas 500U Lower Aper Assy -apertuuri. Olosuhdetutkimukseen

valittiin muuttuviksi parametreiksi jannite, paine ja kosteus.

4.1 Jannitteen muutoksen vaikutus eri detektoreilla

Elektronisuihkun jannitteen vaikutusta kuvaustulokseen tutkittiin 20 kV:n, 15 kV:n
ja 10 kV:n jannitteilla. Detektoreiksi valittin matalissa paineissa toimivat,
elintarvikenaytteiden kuvaamiseen soveltuvat EPSE Ring ja EPSE Needle seka
CZ BSD -takaisinsirontadetektorit. Naytteena kaytettiin poikkileikattua ohran jyvaa.
Jyvien ay oli 0,446.

Halkaistua ohran jyvaa kuvattiin olosuhteissa 500 Pa, 73,6 % kosteus ja +1,5 °C.
Detektoria vaihdettaessa naytettad siirrettiin niin, ettd elektronisuihku kohdistui
naytteen eri kohtaan. Talla haluttiin eliminoida naytteen varautumisen vaikutus
kuvaustulokseen. Vertailu tehtiin 3000x-suurennoksella otettujen kuvien avulla.

Kuvat koottiin taulukkoon 2.

Valitulla detektorilla kuvattaessa naytteen paikkaa ei muutettu lainkaan. Jannitteen
muuttaminen teki kuvasta epatarkan ja kuva oli fokusoitava uudelleen. Kun

elektronisuihkun jannitetta kasvatti, tyoskentelyetéisyys (WD) pieneni.
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Taulukko 2. Jannitteen vaikutus eri detektoreilla otettuihin poikkileikatun
ohranjyvakuviin. Paine 500 Pa, lampétila: +1,5 ‘C, kosteus: 73,6 %.

EPSE Needle EPSE Ring

CzZ BSD

Jannite: 20 kV Jannite: 15 kV Jannite: 10 kV

EPSE Ring -detektorilla saatiin hyvia kuvia 20 kV:n ja 15 kV:n jannitteilla. EPSE
Needel -detektorin kuvista parhaiten onnistui 15 kV:n jannitteella otettu kuva. CZ
BSD -detektorilla paras kuva saatiin 10 kV:n jannitteella. 20 kV:lla tuotetta ikdan

kuin haviaa kuvasta ja mustia aukkoja tulee enemman.

Yhteenvetona voidaan todeta, ettd EPSE-detektoreilla on mahdollista saada
onnistuneita SEM-kuvia 500 Pa:ssa kaikilla valituilla jannitteilla (10, 15 ja 20 kV).
CZ BSD -detektorilla otettuihin kuviin riittdaa 20 kV:a pienemmat jannitteet (10 ja 15
kV).
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4.2 Paineen muutoksen vaikutus EPSE Ring -detektorilla

Paineen vaikutuksen tutkimiseen valittin EPSE Ring -detektori. Tutkittaviksi
paineiksi valittiin 500, 600, 700, 800 ja 900 Pa elektronisuihkun jannitteilla 10, 15
ja 20 kV. Naytteena kaytettiin poikkileikattua ohran jyvaa.

Valitussa paineolosuhteessa naytettd ei liikuteltu, kun jannitettd muutettiin. Talla
pyrittiin helpottamaan kuvien tulkintaa. 3000x-suurennoksella otetut kuvat koottiin
taulukkoon 3. Taulukkoon on merkitty naytekammion paine, lampdétila ja kosteus

seka elektronisuihkun jannite tutkimuksen aikana.

Verrattaessa EPSE Ring -detektorilla otettuja kuvia 500, 600, 700, 800 ja 900 Pa:n
paineessa, 10, 15 ja 20 kV:n jannitteelld, voidaan todeta kuvaamisen olevan
mahdollista kaikissa valituissa olosuhteissa. Vertailtavuuteen tuo haastetta kuvien

erilaiset kontrastit ja kirkkausasteet.

500-900 Pa:ssa elektronisuihkun jannitettd ei ole syytd nostaa yli 15 kV:n.
Jatkossa tutkimus kannattaa aloittaa vielakin pienemmalla elektronivirralla.
Etenkin, jos paine on = 1000 Pa. Nain pienennetdan jannitteen aiheuttamaa

naytteen vaurioitumisen mahdollisuutta.

Jannitteen muutos ja siitéa johtunut kuvan uudelleen fokusointi ei mainittavasti
vaikuttanut naytteen kuvattavuuteen. Kuvasarjan edetessa kuvat liikkkuvat hieman
ylos ja oikealle. Kuiva ohranjyva soveltui mainiosti detektoritutkimuksen naytteeksi.

3000x-suurennoksella saatiin informatiivista kuvaa jyvan eri osista.
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Taulukko 3. Paineen ja jannitteen vaikutus EPSE Ring -detektorilla otettuihin
poikkileikatun ohranjyvékuviin.

Paine: 800 Pa Paine: 700 Pa Paine: 600 Pa Paine: 500 Pa

Paine: 900 Pa

Lampétila: +6,5°C Lampdtila: +1,5°C Lampdtila: +5°C Lampdtila: +1,5°C

Kosteus 82,6%

Lampétila: +9,0°C
Kosteus 78,3%

Kosteus: 68,7% Kosteus 73,6%

Kosteus 73,6%

Jannite: 20 kV Jannite: 15 kV Jannite: 10 kV

EHT=2000KY  SgualA=EPSE  Mage 300KX
WD= B5mm  Date 22 Fab 2014

EHT=1500K¢  SgalA=EPSE Mg 300KX
WD TSmm  Dste 22Feb 2014

EHT=1000KY  SgualA=EPSE  Mage 300KX

WD= 75mm  Date 22 Fab 2014

EHT=2000kY  SowlA=EPSE  Mage 300KX

TS0k SoWASERSE  Mage SA0KX 10 ST=1001K  SwWASEPSE  Nage 200KX 7]
WD = E5mm Dste 22 Fab 2014 —

WD BEmm  Date 227802014 WD= TSmm  Dste 22 Fab 2014 Seamk

-
£ °
Ay -
¥ v

"
EHT=2000KY  SgualA=EPSE  Mage 300KX
WD BOmm  Date 22 Feb 2014

EMT= 1500k  Sgnal A=EPSE  Mag= 300KX
WD=6Smm  Date 22 Feb 2014

EHT=1000KY  SgualA=EPSE  Mage 300KX

WD TOmm  Date 22 Feb 2014

ENT=20D0KY  SiralA=EPSE  Mag= 300KX
WO=BS5mm  Date:t2 dpr 2014

EMT=1500KY  SgualA=EPSE  Mage 300KX ENT=1000KY  SanmlAZERSE  Mage 00K 7]
WD BSmm  Daie 42 Apr 2014 Seamk WO= BSmm  Dete 12Ap 2014 Seamk

EWT 2000y SigelA-EPSE  Mag= 300KX 7]
WD=85mm  Das 12 Apr 2014 Seamk

EHT=1500KY  SoaiA=EPSE  Mag« 300KX ERT=1000K/  SipnalA=EPSE  Mag= 300KX /‘

W= 80mm Data 12 Apr 2014 —A W= 88mm

Date 12 Apr 2014 Seamk
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4.3 Naytekammion kosteusolosuhteen muutos

Naytekammion kosteusolosuhteen vaikutusta elintarvikenaytteen kayttaytymiseen
tutkittiin kaurahiutaleen avulla. Kuivan kaurahiutaleen a,, oli 0,354. Kuvaus tehtiin
sekundaaridetektorilla, SE1. Kuvaus aloitettin SEM-olosuhteissa 465 Pa, +0,5 'C
ja 74 %:n kosteudella. Naytekammion paine muutettin 640 Pa:iin ja lampotila
pidettiin +0,5 °C:ssa, jolloin kammion kosteus nousi 100 %:iin.

Kuivassa kaurahiutaleessa, kuvio 1la, on havaittavissa litistyneita soluseinien
rakenteita seka tarkkelysjyvid. Naytekammion kosteuden noustessa kuiva
kaurahiutale adsorboi itseensé kosteutta, kuvio 11b. Kaurahiutaleen pinta on
tasaista massaa ja soluseinét ovat havinneet nakyvistd kokonaan. Tarkkelysjyvia

nakyy siella taalla.

7 . " -
EHT =2000KV  Signal A= SE1 = EHT=2000kV  Signal A= SE1 Mag= 800X
WD = 7.0 mm Date & Feb 2013 Seamk WD= 7.0 mm Date :5 Feb 2013

-~ - = — ———

Kuvio 11. Kaurahiutale kuvattuna SE1-detektorilla +0,5 °C:ssa a) 465 Pa, 74 %
kosteus b) 650 Pa, 100 % kosteus.

Kuvat osoittavat, ettd naytteen veden aktiivisuus on syytd selvittaéa ennen
tutkimusta. Néayte voidaan pilata valitsemalla vaara lampétila/héyrynpaine -suhde
ennen kuin ainuttakaan kuvaa on otettu. Toisaalta naytekammion olosuhteita
muuttamalla voidaan tutkia naytteen kayttaytymista poistamalla tai lisdamalla
kosteutta.
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4.4 Muita haasteita

4.4.1 Paineen muodostuminen naytekammioon

Naytevaihdon jalkeen kammion suljetaan ja vakuumipumppu kaynnistetaan.
Kuvaamiseen valittu paine tulee huomioida SEM:n Purge Control -asetuksista. Jos
Purge Max ja Min -arvot ovat liian pienet tavoitepaineeseen verrattuna vakuumia
pumpattaessa naytekammioon, paine kday huomattavasti alempana ja voi pilata
naytteen. Taulukkoon 4 on koottu ESEM 700 Pa:n tavoitepaineella alimmat

painelukemat eri Purge Max ja Min -testiasetuksilla.

Taulukko 4. Naytekammion alin mahdollinen paine verrattuna tavoitepaineeseen
eri Purge Control -asetuksilla.

< —~ v < g
0 o D“f =S O
& LT £ g g ¢
c = G =
S S s &5 g §s £8
_ o o o E 2 E E g 8
> = i > =)
e & T g £ 82 &3 I 8
1 4 115 10 700 98 14
2 7 400 200 700 150 21
3 7 500 400 700 293 42
4 10 800 700 700 474 638

Purge Min on syytd asettaa naytekammion tavoitepaineeseen ja Purge Max
korkeampaan paineeseen. Na&in véltetddn naytteeseen kohdistuva alipaine ja
nayte sailyy ehjana. Purge Cycles:in kasvattaminen lisdd tavoiteolosuhteen

saavuttamisaikaa.
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4.4.2 Aika

Elektronisuihkun kaynnistyksen jalkeen voidaan aloittaa kuvan fokusointi.
Erityisesti aloittelijalta kuvan fokusointi voi veda aikaa. Kuviossa 13 on kuvattu 55
°‘C:ssa vedessa lampokasiteltya perunatarkkelysta 484 Pa:n paineessa. Naytteen

aw 0li 0,982. Kuvasarjasta havaitaan naytteen muutokset tutkimuksen aikana.

Kuvio 12 Lampokasitelty perunatarkkelys kuvattuna a) 20 kV:n, b) 15 kV:n ja
c) 10 kV:n jannitteilla EPSE Ring -detektorilla.

Kuviossa 12a naytteeseen kohdistettiin elektroneja 20 kV:n jannitteella. Naytteen
pinnalla esiintyy vain muutamia poimuja. Kuviossa 12b jannite pudotettiin 15 kV:iin
ja nayte on alkanut "kuplia”. Kuviossa 12c¢c naytteen pinnalla on runsaasti kuplia,
vaikka jannite oli vain 10 kV. Naytetta ei liikutettu tutkimuksen aikana lainkaan.
Jannitteen muutoksen jalkeen kuvan fokus tuli tarkentaa uudelleen. Kuvasarjasta
on havaittavissa, ettd tutkimuksen aikana nayte on vaeltanut oikealle ylos ja

naytteen pinta on vaurioitunut.

Mitd kauemmin elektronisuihkua kohdistetaan naytteen pintaan, sitda suuremmalla
todennakoisyydella nayte varautuu. Varautuminen johtaa kuvattavan kohteen
muutoksiin  ja  kuvan laadun heikkenemiseen. Naytettd siirrettdessa
elintarvikenaytteen epéatasaisuus muuttaa kuvattavan naytepinnan korkeutta ja
fokus tulee saataa uudelleen. Kuvaajan taitojen karttuessa kuvan fokusointi

nopeutuu ja nayte pysyy kelvollisena pidempaan.
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5 ESIMERKKEJA PROSESSOINNIN VAIKUTUKSESTA
ELINTARVIKKEEN RAKENTEESEEN

Tydssa selvitettiin, kuinka elektronimikroskoopilla pystytaan havainnoimaan
elintarvikkeiden prosessointiin liittyvia mikrotason muutoksia. Prosessointivaiheista
tutkimukseen valikoitui tarkkelyksen liisterdityminen, proteiinin vaahtoutuminen ja
raaka-aineiden sekoitus ja paisto. Tutkimuksessa verrattiin
elektronimikroskooppikuvia valomikroskoopilla otettuihin kuviin.

5.1 Tarkkelyksen liisterdityminen

Tarkkelyksen liisterditymista  eli  gelatinoitumista  tutkittin ~ sekoittamalla
modifioimattomia Kolmenkonstin Perunajauhoja veteen ja samalla nostettiin
liuoksen lampétilaa. Tutkimuslampétiloiksi valittiin 20°C ja 60°C. Tarkkelysliuoksen
aw-ksi mitattiin 0,982. Kuvausolosuhteiksi valittiin 700 Pa, 3,0°C, 92,4 % kosteus ja
detektoriksi valittin EPSE Ring -detektori.

Tutkimuksen yhteydessé verrattiin VP-ESEM -kuvia Olympus-valomikroskoopilla
otettuihin kuviin. Valomikroskooppikuvat ovat Jenni Ahlhholmin ja Tiina Riipin
SeAMK:lla suoritetun harjoittelun aikana ottamasta mikroskopointikuvasarjasta.
Valomikroskoopilla tutkitut tarkkelysnaytteet on jodivarjatty. Jodi on varjannyt

amyloosiketjut siniseksi ja haarautuneet amylopkteiiniketjut punaisiksi.

20 °C:ssa vedessa kasitellyn tarkkelyksen valomikroskooppikuvassa, kuvio 13a,
on jodivarjdyksen ansiosta havaittavissa rikkoutuneen perunatarkkelyksen
kasvurenkaat. Kuviossa 13b rikottu perunatarkkelys on sitonut vetta ja turvonnut

niin, ettei sipulimainen rakenne paase elektronimikroskooppikuvassa esiin.

Valomikroskooppikuvassa, kuvio 13c, 60 °C:ssa vedessa kasitelty
perunatarkkelyksen kuori on hajonnut ja siniseksi varjaytynyt amyloosi on
purkautunut tarkkelysjyvan siséltd ymparoivaan vesiliuokseen. Kuviossa 13d on
kuvattu sama tapahtuma VP-ESEM:lla. Elektronimikroskooppikuvasta ei voida
suoraan paatella, mika polymeeriketju kuvassa nakyy.
Pyyhkaisyelektronimikroskoopilla kuvattaessa elektronisuihku heijastuu
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detektoreille naytteen pinnasta, joten valomikroskoopilla kuvattu jyvan sisustan
kerroksellisuus jaa& havaitsematta. Samoin ulos pursuava amyloosi jaa
tunnistamatta ilman  varjattyjen  naytteiden  valomikroskooppikuvia  tai

kirjallisuusviitteita.

a)

2um EHT =20.00 kV Signal A = EPSE Mag= S500KX
H WD= BEmm  Dale 15 Feb 2014 Seamk

10pm EHT = 20.00 k¥ Signal A=EPSE  Mag= 250KX
WD = 8.0mm Date 15 Feb 2014 Seamk

Kuvio 13. a) Rikkonainen perunatarkkelys 20 "C lampokasittely, valomikroskooppi
b) Rikkonainen perunatéarkkelys 20 °C lampokasittely, VP-ESEM c)
Perunatarkkelys 60 "C lampdkasittely, valomikroskooppi d) Perunatarkkelys 60 "C
lampdkasittely, VP-ESEM.

EHT = 20.00 kV Signal A = EPSE Mag= 1200 KX
WD = 8.0mm Date :15 Feb 2014

Seamk

Kuvio 14. 60 °‘C:ssa lampokasitelty perunatarkkelys 12000x-suurennoksella.
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Riippuen naytteesta kuvan suurennoksen kokoluokkaa voidaan kasvattaa. Kuvion
13d naytettd on suurennettu kuvioon 14. 12000x-suurennoksella otetusta 60
‘C:ssa lampokasitellysta tarkkelyksesta voidaan havaita jyvien valille
muodostuneen verkostoa. Tarkkelysten pinnalla oleva proteiini nayttaisi sitovan

Jyvia toisiinsa.

5.2 Proteiinin vaahtoutuminen

Proteiinin  vaahtoutumisen tutkimukseen valittin kananmunan valkuainen.
Valkuainen sisaltdd proteiineja 10,1 % ja se on helposti vaahtoutuvaa.
Kananmunan valkuaista vaahdotettiin niin kauan, etté a) valkuainen vaahtoutui ja
pysyi kulhossa kulhoa k&&nnettaessa ylosalaisin, b) valkuaisvaahdon tilavuus
kasvoi ja siita tuli Kiiltavan valkoista ja c) valkuaisvaahdon tilavuus pieneni ja siita
tuli kokkareista. Kananmunan valkuaisen a,:ksi mitattiin 0,980. Kuvausolosuhteiksi
valittiin 700 Pa, 3 °C, 92,4 % kosteus ja detektoriksi valittin EPSE Ring -detektori.

20 pm EHT=2000k/  SignalA=EPSE  Mag= 500%
WD'= 7.5 mm Date :12 Apr 2014 Seamk

EHT = 20.00 kv Signal A = EPSE Mag= 500X
WD = 80mm Date 12 Apr 2014

20 um EMT=2000KkV  Signal A=EPSE  Mag= 500X
WD = 8.5 mm Date 12 Apr 2014 Seamk

Kuvio 15. Kananmunan valkuaisvaahto eri vaahdotusajoilla a) kevyt vaahto b)
kiiltava vaahto c) kokkareinen vaahto.
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Kuvion 15 kuvista havaitaan kananmunan valkuaisen vaahdotusaikojen vaikutus
proteiinikalvon muodostumiseen, stabiloitumiseen ja rikkoutumiseen. Kuviossa
15a vaahdotuksen alussa tapahtuneen ilmakuplien ymparille muodostunut
proteiiniverkko ei ole ehtinyt vahvistua. Kun vaahdotusta jatkettin useampia
minuutteja, proteiiniverkko vahvistui ja ilmakuplia muodostui lisda, kuvio 15b.
Kuviossa 15c proteiiniverkko on menettdnyt vahvuutensa ja on repeillyt liiallisen

prosessoinnin seurauksena.

Valkuaisvaahtojen ohuet proteiinikalvot ovat todennakoisesti menneet rikki
nayteolosuhteiden muodostumisen yhteydessa. Liian kova alipaine on
mahdollisesti hajottanut naytteitda. Jatkossa herkkien naytteiden tutkimusta

kannattaa jatkaa pienemmalla alipaineella ja pienemmalla elektronivirralla.

5.3 Raaka-aineiden sekoitus ja paisto

Raaka-aineiden sekoitusvaiheiden ja paiston kuvattavuutta tutkittiin pursotettavan
pikkuleipareseptin avulla. Pikkuleivan taikinamassan valmistus aloitettiin
vaahdottamalla huoneenlampoinen (+20 °C) rasva ja pienikiteinen sokeri. Rasva-
sokerivaahtoon sekoitettiin vehna- ja perunajauho. Pursotuksen ja paiston jalkeen
tuloksena saatiin ilmava ja suussa sulava Strassburgilainen - pikkuleipa.
(Rasmusson 2011, 196.)

Pursotettavien pikkuleipien raaka-aineina oli: Valion voi (100 g), Dan Suckerin
tomusokeri (30 g), Kolmen Konstin perunajauho (80 g) ja Myllyn Paras
kakkuvehnajauho (80 g). Elektronimikroskooppikuvat otettiin huoneenlampoisesta
voista, jokaisen raaka-ainelisayksen tapahtuneen vaahdotuksen jalkeen ja paiston
jalkeen. Kuvattavien komponenttien vedenaktiivisuus laski jokaisen raaka-
ainelisdyksen jalkeen voin 0,925:sta paistetun pikkuleivdn 0,380:een, ay:t
taulukossa 5. VP-ESEM -olosuhteiksi valittiin: 20 kV, 650 Pa, 2 °C, kosteus 92,2 %
ja detektoriksi EPSE Ring.
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Taulukko 5. Veden aktiivisuusarvot pikkuleipdprosessin eri vaiheissa.

Pikkuleipa ay
Voi 0,925
Voi + tomusokeri
(100g +300) 0,839
Voi + tomusokeri + perunajauho ja vehnajauho 0.710
(100g+30g+80g+800) '
Paistettu pikkuleipa 0,380

Kuviossa 16a nahdéaén huoneenlampdisen voin rakenne. Voi sisaltda kiteista ja
nestemaista rasvaa. Kuviossa 16b voi ja sokeri on vaahdotettu. Vaahdotuksen

aikana rasvan sisaan on muodostunut pienid ilmakuplia ja sokeri on sekoittunut

massaan. Valmis vaahto on kevytta ja pehmedaa.

10 pm EHT = 20.00 kv Signal A = EPSE Mag= 300KX 10 pm EHT =20 00 KV Signal A = EPSE Mag= 3.00 KX
WD= 9.0mm Date :15 Mar 2014 Seamk WD = 8.0 mm Date 15 Mar 2014 Seamk

10pm EHT=2000kV  Signel A=EPSE  Mag= 300KX 10 um EMT=2000K/  Signal A=EPSE  Mag= 300KX
WD'= 85 mm Date :15 Mar 2014 Seamk WD = 8.0 mm Date 15 Mar 2014

Kuvio 16. Pikkuleivan valmistusprosessmuVattuna EPSE Ring -detektorilla a)
huoneen lampdinen voi b) voi—sokerivaahto c) pikkuleipataikina d) paistettu
pikkuleipa.

Vatkaamista jatkettiin ja jauho liséttiin vahitellen, kuvio 16c. Jauho on sekoittunut
tasaisesti rasvan vesiosaan. Tarkkelysjyvasia on erotettavissa voi—sokerivaahdon
seasta. Paistettu pikkuleipa ndhdaan kuviossa 16d. Paiston aikana kosteutta on
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haihtunut. Koska taikinamassa sisaltdéd vain vahan vettqa, vehna- ja

perunatarkkelys ovat sailyttdneet osittain muotonsa.

Elintarvikkeiden eri faasien rajapintojen erottaminen mikroskopoimalla voi olla
haastavaa. Kaikkia ilmidita ei valttaméttd saada kuvattua. Kuvat kuitenkin
havainnollistavat ja auttavat ymmartamaan elintarvikkeiden mikromaailmaa ja siina

tapahtuvia muutoksia.
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6 YHTEENVETO JA JOHTOPAATOKSET

Elintarvikkeiden rakenteisiin vaikuttavat komponentit ovat vesi, hiilihydraatit,
proteiinit, rasvat ja kaasut. Prosessoinnin, varastoinnin tai valmistuksen aikana
rakenteissa tapahtuvat muutokset voivat tapahtua millisekunnista kuukauteen,
nanometrista millimetriin. Kaikkia tapahtumia ei voida ihmissilmin havaita. Naita
tapahtumia voidaan kuvata ja havainnoida mikroskoopeilla.
Pyyhkaisyelektronimikroskoopilla (Scanning Electron Microscopy) paastaan

parhaimmillaan noin 2 nm:n tarkkuuteen.

SEM:ssa nayte asetetaan naytekammioon ja siihen kohdistetaan elektronisuihku.
Naytekammiossa olevat detektorit havaitsevat naytteesta emittoituneet signaalit ja
laite  muodostaa niistd kuvan tietokoneen ruudulle. Detektoreiden kerdamaét
signaalit ovat yleensa sekundaari- ja takaisinsirontaelektroneja sekd valo- ja
rontgenséateita.

Elektronisuihku tarvitsee toimiakseen alipaineen. Alipaine mahdollistaa hyvan
kuvalaadun, mutta se voi vaurioittaa naytetta. Pyyhkaisyelektronimikroskooppia,
johon on litetty naytekammion paineensdatomahdollisuus ja jaahdytettava
naytealusta, kutsutaan lyhenteella VP-ESEM (Variable Pressure - Environmental
Scanning Electron Microscope). Paallystamattomia orgaanisia naytteita
kuvattaessa naytekammion painetta voidaan saataa vesihoyrylla. Kammion ja
naytteen valilla tulee vallita termodynaaminen tasapaino, ettei nayte kostu tai kuivu
mikroskopoinnin aikana. Tasséa tyossa tutkittin SeAMK:lle hankitun VP-ESEM:n

toimivuutta, kun naytteena oli paallystamaton elintarvike.

Aluksi tutkittiin jannitteen vaikutusta eri detektoreilla. Testiolosuhteiksi valittiin 500
Pa, 10-20 kV:n elektronivirta ja takaisinsirontadetektorit EPSE Ring, EPSE Needle
ja CZ BSE. Kuvavertailussa kaytettin 3000x-suurennoksella otettuja kuvia.
Naytteind oli poikkileikattu ohran jyva, jonka a, oli 0,446. Kuvaaminen onnistui
hyvin, etenkin VP-ESEM -olosuhteisiin tarkoitetulla EPSE -detektoreilla. Tasséa
tutkimuksessa Ring toimi paremmin kuin Needle. EPSE Ring -detektorilla otetut
kuvat saatiin vaivatta saadettya sopivaan kirkkauteen ja kontrastiin. 20 ja 15 kV:n

elektronivirtasdaadoilla saatiin hyvat kuvaustulokset. CZ BSD -detektorilla paras
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kuva saatiin 10 kV:n jannitteella. Mitd suurempi jannitevirta oli, sitd enemman

kuvassa oli mustia aukkoja.

Tarkempaan detektoritarkasteluun valittin edellisten tulosten perusteella EPSE
Ring. Tutkimusalueeksi valittin 500-900 Pa ja 10-20 KkV. Kuvavertailussa
kaytettiin - 3000x-suurennoksella otettuja kuvia ja néaytteend oli edelleen
poikkileikattu ohranjyva. Tutkimuksessa saatiin hyvia kuvia koko tutkimusalueella.
Ainoastaan kuvaan harjaantumattomuus kontrastin ja valoisuuden saadodssa
heikensi kuvaustuloksia. Verrattaessa 500 Pa:ssa otettuja kuvia 900 Pa:ssa

otettuun kuviin pienempi elektronivirta riittdd hyvaan kuvaustulokseen.

Naytteen ja naytekammion termodynaamisen tasapainotilan  merkitys
kuvaustulokseen todennettiin kaurahiutaleen avulla. Naytekammion kosteus
saadettiin aluksi 74 %:iin ja nostettiin 100 %:iin. Kaurahiutale adsorboi nopeasti
kosteutta naytekammiosta itseensd, jolloin soluseindt ja tarkkelysjyvéaset
turposivat. Tatd ominaisuutta voidaan hyddyntaa tutkittaessa veden lisayksen tai

kuivumisen vaikutuksia naytteeseen.

Tutkimuksen aikana havaittiin paallystamattoman elintarvikenaytteen kuvaamiseen
littyvida haasteita, kuten paineen muodostuminen néaytekammioon ja
mikroskopointiin kuluva aika. Nayte voidaan pilata jo ennen kuin ensimmaistak&an
kuvaa on otettu. Jos naytekammion paineenmuodostusasetukset eivat ole
kohdallaan, liilan suuri alipaine voi pilata tutkittavan naytteen. Nayte voi vaurioitua
myas liiallisesta elektronivirran vaikutuksesta. Fokusoinnin aikana naytepisteeseen
kohdistetaan elektronivirtaa koko ajan ja varsinkin aloittelijalla kuvan fokusointi vie

aikaa.

Tassa tyossa haluttiin tarkastella myods prosesseiden vaikutusta elintarvikkeen
mikrorakenteisiin. Prosesseiksi valittin tarkkelyksen liisterdityminen, valkuaisen

vaahtoutuminen ja pikkuleivan valmistus.

Lampokasitellyn  tarkkelyksen VP-ESEM-kuvia verrattiin valomikroskoopilla
otettuihin vastaaviin kuviin. Valomikroskoopilla otetut kuvat kertovat enemmaéan
jyvasta ja geeliytymistapahtumasta kuin elektronimikroskooppikuvat.
Valomikroskooppikuvissa varjaytyneet amyloosi ja amylopektiini ovat helpommin
tunnistettavissa kuin mustavalkokuva VP-ESEM:lla. Elintarvikkeita tutkittaessa
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kannattaakin yhdistdd kummallakin mikroskooppityypilla otettujen kuvien

informaatio.

VP-ESEM:n kuvasarja kananmunan valkuaisen vaahtoutumisesta eri vatkausajalla
kertoo havainnollisesti rakenteessa tapahtuvista muutoksista. Kuvista on selkeasti
havaittavissa rakenteelliset erot: kevyt vaahto, jolloin ilmakuplat ovat suuria ja
proteiiniverkko ei ole ehtinyt viela kunnolla muodostua, kiintea vaahto, jolloin
ilmakuplia on jakautunut tasaisemmin tiiviseen verkkoon ja yli mennyt vaahto,
jolloin ilmakuplia on kasautunut sinne tanne ja proteiiniverkko on mennyt osittain jo
rikki.

Tutkimukseen otettiin mukaan yksi koko tuotteen valmistusprosessi, jossa jokaisen
raaka-ainelisayksen ja paiston jalkeen otettin VP-ESEM-kuva, pikkuleivan
valmistus. Kuvasarja on sinansad mielenkiintoinen, mutta kaipaisi rinnalleen eri
raaka-aineiden vaikutusten vertailua. Voi/margariini, tomusokeri/kidesokeri,
vehndjauho + perunajauho/vehngjauho  -kuvien vertailuilla  saataisiin
lisdinformaatiota rakenteiden eroista ja vaikutuksista. Tutkimus kuitenkin osoittaa,
ettd VP-ESEM on hyvd menetelma tutkittaessa niin yksittaisen elintarvikkeen

rakennetta kuin prosessoinnin vaikutusta rakenteeseen.

Tassa tyossa yhdistyy laitteen toimintaperiaatteisiin tutustuminen ja perustutkimus
kuvausolosuhteista. Ennen tyon aloitusta VP-ESEM:lle tehtiin suomenkieliset
kayttdohjeet. Ohjetta tullaan paivittamaan sitd mukaa, kun kokemus laitteesta
lisdantyy. Kuvausolosuhteiden tutkimus jaa vajaaksi verrattuna laitteen antamiin
mahdollisuuksiin. Opinnaytetytn tavoitteeksi asetettu VP-ESEM:n toimivuuden
testaus toteutui vain osittain. Laitteisto mahdollistaa mikroskooppikuvien ottamisen
3000 Pa:in saakka alhaisella, 3 kV, elektronivirralla. Tassa tyd kuitenkin rajattiin

500-900 Pa:n paineeseen ja 10-20 kV:n elektronivirralle.

Tutkimus osoittaa, ettd paallystamattomien elintarvikkeiden kuvaaminen VP-
ESEM:lla on mahdollista 500 Pa:n paineessa. Tutkimuksessa saatiin hyvia
mikroskooppikuvia painealueella 500-900 Pa. Jatkossa tutkimusta voisi keskittaa
korkeammille painealueille kayttden pienempaa elektronien jannitevirtaa.
Naytteeksi voisi valita korkeita veden aktiivisuusarvoja omaavia elintarvikkeita.

Myds muiden detektoreiden kuvantamiskykya kannattaisi tutkia.
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Tassad tyossa ei esitelty SEM:n hyodynnettavyytta alkuainemaarityksissa.
SeAMK:n EVO MA10 on kytketty ohjelmistoon, jolla mé&aritys on mahdollista.

Tama aihealue olisi oman tutkimustyén arvoinen.

Opinnaytetydon haasteena oli tyon rajaus. Tyon edetessd halu tutkia
mikroskaalassa eri prosessoinnin vaikutuksia eri elintarvikkeisiin vain kasvoi.
Kuvamateriaalia saatiin runsaasti 500x—12 000x-suurennoksilla. Kuvista valittiin
tahan tyohon vain osa. VP-ESEM:n kayttomahdollisuudet niin opetuksessa kuin
hankkeissa ovat suuret. Tama tyd antoi arvokasta kayttokokemusta ja materiaalia

SeAMK:n elintarvikkeiden mikroskopointitutkimuksiin.
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