Metropolia

Jessica Kaunisto

Aminohappojen analyysimenetel-
man validointi elintarvikkeille

Metropolia Ammattikorkeakoulu
Laboratorioanalyytikko (AMK)
Laboratorioanalytiikka
Opinnaytetyd

4.6.2025



Tiivistelma

Tekija: Jessica Kaunisto

Otsikko: Aminohappojen analyysimenetelman validointi elintarvik-
keille

Sivumaara: 29 sivua + 3 liitetta

Aika: 4.6.2025

Tutkinto: Laboratorioanalyytikko (AMK)

Tutkinto-ohjelma: Laboratorioanalytiikka

Ammatillinen paaaine: Laboratorioanalytiikka

Ohjaajat: Erikoistutkija Marja Raatikainen

Lehtori Kari Raatikainen

Opinnaytety6 toteutettiin Ruokaviraston kemian yksikdn orgaanisten jaamien jaos-
tossa. Laboratorio on FINAS-akkreditoitu standardin ISO/IEC 17025:2017 mukai-
sesti, ja sen akkreditointitunnus on T014.

Tyon tavoitteena oli validoida aikaisemmin rehujen aminohappopitoisuuksien maari-
tykseen kaytetty korkeanerotuskyvyn nestekromatografiaan perustuva analyysimene-
telma elintarvikematriiseille. Naytematriiseina kaytettiin puolukkaa, sika-nautajauheli-
haa, punaleimaemmentaljuustoa, perunalastuja seka vertailututkimusnaytteena las-
tenruokaa.

Aminohapot ovat elintarvikkeiden keskeisia rakennusosia, ja niiden pitoisuudet vai-
kuttavat suoraan ravitsemukselliseen laatuun. Proteiinit koostuvat erilaisista amino-
hapoista, joista osa on ihmiselle valttamattomia, koska keho ei pysty syntetisoimaan
niita. Tasta syysta tarkka aminohappoprofiilien maaritys on tarkeaa seka ravitsemus-
tutkimuksessa etta elintarvikkeiden koostumuksen arvioinnissa.

Menetelman validoinnissa arvioitiin seuraavat parametrit: selektiivisyys, spesifisyys,
oikeellisuus, toistettavuus, lineaarisuus ja mittausalue seka mittausepavarmuus. Vali-
dointi oli onnistunut, ja menetelma voidaan ottaa Ruokavirastossa kayttoon sellaise-
naan.

Avainsanat: AQC, aminohapot, derivointi, FL, hydrolyysi, lineaarisuus,
mittausalue, mittausepavarmuus, oikeellisuus, selektiivi-
syys, spesifisyys, toistettavuus, UHPLC, UV, validointi

Taman opinnaytetydn alkupera on tarkastettu Turnitin Originality Check -ohjelmalla.



Abstract

Author: Jessica Kaunisto

Title: Validation of Amino Acid Analysis Method for Food
Number of Pages: 29 pages + 3 appendices

Date: 4 June 2025

Degree: Bachelor of Laboratory Services

Degree Programme: Laboratory Sciences

Professional Major: Laboratory Sciences

Supervisors: Marja Raatikainen, Senior Researcher

Kari Raatikainen, Senior Lecturer

The thesis work was carried out in the Organic Residues Section of the Chemistry
Unit at the Finnish Food Authority. The laboratory is accredited by FINAS according
to ISO/IEC 17025:2017, with the accreditation number T014.

The aim of the thesis work was to validate a high-performance liquid chromatography
-based analytical method, previously used for determining amino acid content in
feed, for application to food matrices. The sample matrices included lingonberry, pork
and beef mince, emmental cheese (red label), potato chips, and a reference study
sample: baby food.

Amino acids are essential building blocks of food, and their concentrations directly af-
fect the nutritional quality of the product. Proteins consist of various amino acids,
some of which are essential for humans because they cannot be synthesised by the
body. Therefore, accurate analysis of amino acid profiles is important both in nutriti-
onal research and in evaluating the composition of food products.

The following parameters were assessed during method validation: selectivity, speci-
ficity, accuracy, repeatability, linearity, measurement range and measurement uncer-
tainty. The validation was successful, and the method can be implemented at the Fin-
nish Food Authority without modifications.
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Lyhenteet

AQC

AMQ

FL

HPLC

UHPLC

uv

6-aminoquinolyyli-N-hydroksisuksinimidi karbamaatti.

6-aminokinoliini.

Fluorescence, fluoresenssi.

High Performance Liquid Chromatography, korkean erotuskyvyn

nestekromatografia.

Ultra High Performance Liquid Chromatography, korkean ero-

tuskyvyn nestekromatografiatekniikka.

Ultraviolet, ultraviolettivalo.



1 Johdanto

Opinnaytety6 toteutettiin Ruokavirastolla Helsingissa. Mittaukset tehtiin Kemian
yksikOssa orgaanisten jaamien jaostolla. Yksikossa tehdaan elintarvikkeisiin, re-
huihin, lannoitevalmisteisiin seka elainperaisiin naytteisiin littyvaa kemiallista ja
biokemiallista tutkimusta. Laboratorio on akkreditoitu standardin ISO/IEC
17025:2017 mukaisesti, ja laboratorion FINAS-akkreditointitunnus on T014 [1].

Taman opinnaytetyon tarkoituksena on kehittaa olemassa olevaa aminohappo-
jen analyysimenetelmaa niin, ettad se sopii kaikille elintarvikkeille. Menetelma
my0s validoidaan, jotta laboratorio voi hakea menetelmalle akkreditointia. Ny-
kyinen menetelma on validoitu vain rehuille. FINASIn linjauksen mukaan akkre-
ditoinnin kriteerind on menetelman validointi neljalle viidesta elintarvikeryh-
masta. Ryhmat ovat 1) yhdistelmaelintarvikkeet, 2) kasvikset, 3) maito ja maito-
valmisteet, 4) lihat ja kananmunat ja niista tehdyt valmisteet seka 5) kala ja ay-
riaiset ja niista tehdyt valmisteet. Tassa tyossa menetelma validoitiin neljalle en-
simmaiselle mainitulle elintarvikeryhmalle. Menetelman validoinnissa kaytettiin
seuraavia parametreja: spesifisyys, selektiivisyys, toistettavuus, oikeellisuus, li-
neaarisuus, mittausalue seka mittausepavarmuus. Oikeellisuuden ja mit-
tausepavarmuuden maarittamiseen kaytettiin lastenruokanaytetta, mika oli ver-

tailututkimusnayte.

TyoOssa kaytettiin UPLC-UV -laitteistoa 17 aminohapon analysointiin, joita ovat
kystiini, histidiini, seriini, arginiini, glysiini, aspargiininappo, metioniini, glutamiini-
happo, threoniini, alaniini, proliini, lysiini, tyrosiini, valiini, isoleusiini, leusiini ja
fenyylialaniini. Lisaksi tryptofaanin analysointiin kaytettiin UPLC-FL -laitteistoa.
Tryptofaanille tehtiin muista aminohapoista poiketen esikasittelyna emashydro-
lyysi, silla se hajoaa vahvassa hapossa. Muille aminohapoille tehtiin happohyd-
rolyysi seka derivointi. Rikkipitoisten aminohappojen maaritysta varten naytteet
my0Os hapetettiin ennen hydrolyysia.



Opinnaytetyon raportin kieliasun muotoilussa, tarkistuksessa ja otsikoinnissa on
kaytetty Open Al:n ChatGPT:n versiota 40 mini. Opinnaytetydntekija on vas-

tuussa kaikesta opinnaytetyon sisallosta ja muotoilusta.

2 Aminohapot ja niiden analysointi

Aminohapot ovat proteiinien rakennuspalikoita ja kiinnittyvat toisiinsa kovalentti-
silla sidoksilla. Proteiinit koostuvat yleensa 20 aminohaposta, joista ihmiselle
valttamattémia on ainakin kahdeksan: fenyylialaniini, isoleusiini, leusiini, lysiini,
metioniini, treoniini, tryptofaani ja valiini. Keho ei pysty muodostamaan naita

aminohappoja itse, joten ne on saatava ravinnosta. [2, s. 23; 3, s. 45.]

Aminohapot ovat tarkeita ihmisen yleisen terveyden ja hyvinvoinnin kannalta,
silla ne osallistuvat moniin fysiologisiin tapahtumiin. Aminohapot toimivat mm.
typen lahteena, minka puute johtaa proteiinisynteesin hairiintymiseen ja edel-
leen lihaskudoksen hajoamiseen seka heikentyneeseen elintoimintojen saate-
lyyn. Aminohapot osallistuvat myds entsyymien ja hormonien tuotantoon, im-
muunijarjestelman toimintaan seka hermoston toimintaan. Aminohappojen tarve
on yksildllista ja siihen vaikuttavat mm. ika, fyysinen aktiivisuus, terveyden tila,
ravinnon laatu, kehon typpitasapaino, lihasmassa sekad muut geneettiset tekijat.
[4, .49, 53-54, 60-63, 71-72.]

2.1 Aminohappojen kemiallinen rakenne

Proteiineissa esiintyvien aminohappojen perusrakenne on samanlainen. Kes-
kushiilessa, eli a-hiilessa, on kiinnittyneina aminoryhma (-NH2), karboksyy-
lirynma (-COOH) seka vety (-H). Liséksi hiilessa on kiinnittyneena sivuketju (-
R), joka maarittda aminohappojen yksildlliset eroavaisuudet. Proteiinien ominai-
suuksiin vaikuttaa puolestaan muun muassa aminohappojen maara ja jarjestys
seka se, mita aminohappoja proteiinissa on. Aminohappojen perusrakenne na-
kyy kuvassa 1. [2, s. 23-24]
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Kuva 1. Yleinen aminohapporakenne.

Aminohapot ovat proteiineissa sitoutuneet toisiinsa kovalenttisilla peptidisidok-
silla. Peptidisidos muodostuu, kun yhden aminohapon karboksyyliryhman hii-
liatomi sitoutuu toisen aminohapon aminoryhman typpiatomin kanssa. Talldin
aminohappoketjuun jaa toinen paa, jossa on vapaa aminoryhma, ja vastakkai-
seen paahan vapaa karboksyyliryhma. Tallaisia lyhyita ketjuja kutsutaan pepti-

deiksi, ja pidempia polypeptideiksi eli proteiineiksi. [2, s. 26-27; 3, s. 45.]

Aminohappojen kemiallisen rakenteen vuoksi suurin osa aminohapoista voi
muodostaa L- ja D-enantiomeereja. Proteiineissa esiintyvat aminohapot ovat

aina L-enantiomeereja. [2, s. 24; 3, s. 42.]

Suurimmassa osassa yleisimmista aminohapoista on primaarinen aminoryhma,
joka on kiinnittyneena vain yhteen hiileen, a-hiileen. Naita kutsutaan primaari-
siksi aminohapoiksi. Sekundaarisissa aminohapoissa aminoryhma on kiinnitty-
nyt myos toiseen hiiliatomiin tai on osa rengasrakennetta, jolloin puhutaan se-
kundaarisesta aminoryhmasta. Esimerkiksi proliini on sekundaarinen amino-

happo, jonka rakenne on esitetty kuvassa 2. [5;6.]
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Kuva 2. Proliini. Esimerkki sekundaarisesta aminohaposta. Kuva on laadittu
Open Al:n Chat GPT:n versiolla 40 mini [7].

2.2 Proteiinien hydrolyysi

Proteiinien hydrolyysi tarkoittaa proteiineihin sitoutuneiden aminohappojen va-
pauttamista eli proteiinin pilkkomista yksittaisiksi aminohapoiksi. Hydrolyysi on
keskeinen vaihe aminohappopitoisuuksien analysoinnissa, silla se mahdollistaa
kaikkien proteiiniin sitoutuneiden aminohappojen mittaamisen. Hydrolyysi voi-
daan toteuttaa joko happamissa tai emaksisissa olosuhteissa, ja menetelman

valinta riippuu analysoitavista aminohapoista. [8.]

Useimmiten kaytetdan happohydrolyysia, mutta tryptofaani hajoaa vahvoissa
happo-olosuhteissa, minka vuoksi sen maaritys edellyttaa emashydrolyysia.
Emashydrolyysi puolestaan tuhoaa seriinin, treoniinin, arginiinin ja kysteiinin, jo-
ten kaikkien aminohappjen analysoimiseksi on kaytettava molempia menetelmia
[8]. Lisaksi hydrolyysissa on huomioitava, ettd asparagiini ja glutamiini muuttu-
vat asparagiinihapoksi ja glutamiinihapoksi, mika vaikuttaa naiden aminohappo-

jen lopulliseen pitoisuuteen analyysituloksissa [9].

Hydrolyysin tehokkuuteen ja aminohappojen taydelliseen vapautumiseen vai-
kuttavat useat tekijat, kuten lampotila, hydrolyysiaika seka kaytetyt reagenssit.
[8.]



2.3 Aminohappojen derivointi

Koska kaikki aminohapot eivat ole luonnostaan fluoresoivia tai kromoforisia — el
ne eivat absorboi valoa tietyilla aallonpituuksilla — ne on derivoitava ennen FL-
tai UV-detektorilla tapahtuvaa analyysia. Derivointi suoritetaan tarkoitukseen so-
veltuvilla reagensseilla, joiden valintaan vaikuttavat kaytettava detektori ja ana-

lysoitavat yhdisteet. [6.]

Tassa tyossa kaytettiin derivointireagenssina AQC-yhdistetta (6-ami-
noquinolyyli-N-hydroksisuksinimidikarbamaatti). Reaktio aminohappojen ja
AQC-reagenssin valilla on esitetty kuvassa 3. Derivointi AQC-reagenssilla ta-

pahtuu pH:ssa 8-10, joten nayte puskuroitiin boraattipuskurilla.
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Kuva 3. Primaaristen ja sekundaaristen aminohappojen derivointi AQC-rea-
genssilla. [6.]



AQC reagoi tehokkaasti primaaristen ja sekundaaristen aminoryhmien kanssa
muodostaen stabiileja, fluoresoivia johdannaisia. Menetelman etuna on, etta re-
aktio ei tuota hairitsevia sivutuotteita. AQC:n reagoidessa veden kanssa muo-
dostuu aminokinoliinia, joka nakyy UHPLC-ajossa korkeana piikkina, derivointi-
piikkina, kromatogrammin alussa. Lisaksi muodostuu bis-aminokinoliiniureaa,

joka nakyy toisena derivointipiikkina myohemmalla retentioajalla. [5;6;10.]

3 Analyysimenetelma

3.1 UHPLC:n toimintaperiaate

UHPLC eli Ultra High Performance Liquid Chromatography on kehittyneempi
versio korkean erotuskyvyn nestekromatografiasta (HPLC). Nestekromatogra-
fiaa kaytettdessa naytteen taytyy liueta sopivaan liuottimeen ja olla reagoimatta

taman kanssa. Analyysissa on kaytettava soveltuvaa detektoria [11].

Nestekromatografialla voidaan analysoida orgaanisia molekyyleja, kuten prote-
iineja ja aminohappoja. Pieni naytemaara syotetaan injektorilla liikkuvaan faa-
siin, joka koostuu paineistetusta liuottimesta. Liuotin (eluentti) kulkee sykkeetto-
masti pumpun avulla kolonniin, jossa naytteen yhdisteet vuorotellen adsorboitu-
vat stationaarifaasiin ja liukenevat takaisin liikkuvaan faasiin. Kullakin yhdis-
teella on sille ominainen retentioaika, jonka perusteella detektori tunnistaa yh-

disteen mittaamalla sen signaalin ajan funktiona. [11.]

Kuvassa 4 on esitetty yksinkertaistettu kaavio UHPLC-laitteistosta.
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Kuva 4. UHPLC:n toimintaperiaate. [12.]

UHPLC- seka HPLC-menetelmia voidaan kayttaa yhdisteiden erottelussa toisis-
taan ja niiden toimintaperiaate on samanlainen. UHPLC-menetelma eroaa kui-

tenkin osittain perinteisestda HPLC-menetelmasta.

UHPLC:lla saavutetaan parempi erotuskyky ja piikkien teravyys verrattuna pe-
rinteiseen HPLC:hen. UHPLC-kolonnit ovat tyypillisesti lyhyempia ja sisdhalkai-
sijaltaan pienempia kuin perinteiset HPLC-kolonnit. Tama vahentaa liuottimen

kulutusta ja lyhentaa analyysiaikaa.

UHPLC-kolonneissa kaytetaan, n. 1,5 ym-2 um:n kokoisia partikkeleita. Pie-
nempi partikkelikoko parantaa erotuskykya ja piikkien teravyytta. Pienet partik-
kelit aiheuttavat kuitenkin suuremman vastapaineen, minka vuoksi UHPLC-ko-
lonneja ei voida kayttaa perinteisilla HPLC-laitteistoilla. UHPLC-menetelma
mahdollistaa myos pienempien naytemaarien ja alhaisempien pitoisuuksien
analysoinnin suuremmalla herkkyydella. [13, s. 706;14]. Opinnaytety6ssa kay-
tettiin kuvassa 5 nakyvaa Waters’n Acquity UPLC® -laitteistoa.



Kuva 5. Waters'n Acquity UPLC-laitteisto.

3.2 UV-ja FL-detektorit

Tassa tyossa kaytettiin seka ultravioletti- (UV) etta fluoresenssi (FL) -detekto-
reita. UV-detektorina toimi Watersin Acquity UPLC PDA -detektori ja fluoresens-
sidetektorina Watersin Acquity UPLC fluoresenssidetektori. Tryptofaanin pitoi-
suuden maarittdmisessa hyddynnettiin FL-detektoria, koska tryptofaani fluoresoi
luonnostaan. Muiden aminohappojen analysoimisessa kaytettiin UV-detektoria.
Koska kaikki aminohapot eivat absorboi UV-valoa, naytteet derivoitiin ennen

analyysia.

UV-detektori mittaa naytteeseen tulevan ja sen lapi kulkeneen valon intensiteet-
tien suhdetta tietyn aallonpituuden funktiona. UV-detektorin tuottama signaali

noudattaa Lambert-Beerin lakia ja mahdollistaa kvantitatiivisen analyysin. [11.]

Fluoresenssidetektorit puolestaan virittavat analyytin valonlahteella, kuten

ksenonkaarilampulla tai laserilla, ja mittaavat sen emittoimaa fluoresenssivaloa



pidemmilla aallonpituuksilla. Detektioperiaate perustuu eksitaatioon, jossa
UV/Vis-sateily virittaa tutkittavan naytteen molekyylit ylemmalle elektroniselle ti-
lalle valon absorptiolla. Tahan kaytetaan voimakasta valonlahdetta, kuten kse-
nonlamppua, ja valittu aallonpituus ohjataan naytteeseen monokromaattorin
avulla. Kun molekyyli palaa takaisin alempaan energiatasoon, se emittoi valoa
pidemmalla aallonpituudella (emissio). Nayte emittoi fluoresenssivaloa kaikkiin
suuntiin, ja tata sateilya kerataan linssilla, ennen kuin se ohjataan valodetekto-

rille mittausta varten. [11.]

Fluoresenssidetektorit ovat jopa 100 kertaa herkempia kuin UV-detektorit, mutta
soveltuvat vain fluoresoiville yhdisteille. Detektion laajentamiseksi voidaan suo-

rittaa derivointi, jossa analyyttiin liitetdan fluoresoiva ryhma ennen kromatogra-

fiaa. [13,s. 724 ]

Koska naytteet derivoidaan ennen analyysia, aminohappojen maarityksessa
voidaan kayttaa seka UV- etta FL-detektoria. UV-detektori on kuitenkin kyseisen
tyon kannalta parempi vaihtoehto, silla sen vaste aminohapoille on tasaisempi.
Kuvassa 6 on esitetty UV- ja FL-detektorien valinen ero aminohappojen analy-

soinnissa.
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Kuva 6. Ero PDA- ja FL-detektoreissa aminohappojen analysoinnissa. Ylem-
massa kromatogrammissa on PDA-detektorilla saatu kromatogrammi ja alem-
massa FL-detektorilla saatu kromatogrammi. Esimerkiksi kysteiinin (Cys) ja ty-
rosiinin (Tyr) piikit ovat FL-detektorilla huomattavasti pienemmat. [15.]

3.3 Tyossa kaytetty laitteisto ja reagenssit

Alla on listattu tydssa kaytetyt laitteistot ja reagenssit.

3.3.1 Laitteisto

Tassa tyossa kaytetty laitteisto:

e UHPLC, Waters Acquity UPLC® -laitteisto

e FL-detektori, Waters Acquity UPLC Fluoresenssi detektori

e UV-detektori, Waters Acquity UPLC PDA detektori
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e kolonni ja esikolonni, AccQTag Ultra C18, 1.7um, 2.1 x 100 mm Waters
186003836

3.3.2 Reagenssit

Tassa tyossa kaytetyt reagenssit:

asetonitriili, C,HsN, M= 41,05 g/mol T.J.Baker

AccTag™ Ultra Eluent A, Waters 186003838

o Ajoliuos A:n valmistus: AccTag Eluent A 25 ml, vetta 475 ml

AccTag™ Ultra Eluent B, Waters 186003839

DL-tryptofaani, C11H12N202, M=204,23 g/mol Fluka Chemika CAS: 54-12-
6

o Kantaliuos 100 pum/ml: 5 mg 50 ml: mittapulloon. Tayttd merkkiin

vedella.

o Valilaimennos 2,5 pug/ml: 250 pl kantaliuosta 10 ml:n mittapulloon.

Taytto merkkiin vedella.

e DL-metioniinisulfoni, CH3SO2CH2CH2CH(NH2)COOH, M= 181.21 g/mol
Sigma Aldrich CAS: 820-10-0

o 2,5 pl/ml DL-metioniinisulfoni: 45,3 mg 100 ml:n mittapulloon.
Tayttdé merkkiin 0,1 mol/l HCI.

e L-kysteiinihappo monohydraatti, CsH7NOsS - H20, M=187,17 g/mol
Sigma Aldrich CAS:23537-25-9
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o 2,5 umol/ml L-kysteiinihappo monohydraatti: 46,8 mg 100 ml:n
mittapulloon. Taytté merkkiin 0,1 mol/l HCI.

e aminohappostandardi H Protein Biology Thermo Scientific REF 20088
o Sisaltaa seuraavia 2,5 pmol/ml (paitsi jos mainittu toisin) 0,1 mol/l
HCl:ssa: Ammonia, L-Alaniini, L-Arginiini, L-Aspartic Acid, L-Kys-
tiini (1,25 ), L-Glutamiinihappo, Glysiini, L-Histidiini, L-Isoleusiini,
L-Leusiini, L-Lysiini, L-Metioniini, L-Fenyylialaniini, L-Proliini, L-Se-

riini, L-Threoniini, L-Tyrosiini, L-Valiini

o Standardin valmistus: 200 yl aminohappostandardia, kysteiinihap-

poa ja metioniinisulfonia 2 ml mittapulloon, taytté merkkiin vedella.

¢ muurahaishappo 99-100%, CH,0,, M= 46,03 g/mol VWR Chemicals
CAS: 64-18-6

e vetyperoksidi 30 %, H,O,, M= 34,0147 g/mol Merck KGaA 1.07209.0250

¢ natriumdisulfiitti, Na2S205, M=190,10 g/mol T.J.Baker CAS: 7681-57-4

e suolahappo 6 mol/l, HCI, M=36,46 g/mol Oy FF-Chemicals Ab CAS:
7647-01-0

e suolahappo 0,1 mol/l, HCI, M=36,46 g/mol Oy FF-Chemicals Ab CAS:
7647-01-0

¢ natriumhydroksidi, NaOH, M=40,00 g/mol Merck KGaA CAS: 1310-73-2

¢ natriumtetraboraatti dekahydraatti Na2B4O7 - 10H20 M= 381.37 g/mol
Sigma-aldrich CAS: 1303-96-4

e 6-aminoquinolyyli-N-hydroksisuksinimidi karbamaatti, C14H11N3O4,
M=285,25 g/mol Apollo Scientific CAS: 148757-94-2.



13

3.3.3 Muut valineet

Tavanomaisten laboratoriotarvikkeiden lisaksi tarvittiin seuraavia valineita:

teflon naytepurkkeja, 100 ml
e lampodkaappi (110°C+2°C)

e suodatinpaperi

e vortex

e ruiskusuodattimia

e ruiskuja 1 ml

e ajopulloja, 2 ml

e sailopulloja, 100 ml

e lampdhaude (55 °C 1 °C).

4 Tyon suoritus

Analyysi tehtiin Ruokaviraston valmiin validoidun menetelman pohjalta, jolla mi-
tataan aminohappopitoisuuksia rehuista. Kyseinen menetelma perustuu rehujen
menetelmaasetukseen 152/2009 [16]. Menetelmassa kaytetty derivointi perus-
tuu standardiin IDF 254 [17].

Aminohappojen pitoisuuksien maaritysta varten tryptofaaninaytteet hydrolysoi-
tiin vahvalla emaksella, kun taas muiden aminohappojen naytteet kasiteltiin
vahvassa hapossa. Jotta kaikki aminohapot saatiin analysoitua, puolet nayt-
teista hapetettiin ennen hydrolyysia. Lisaksi seka aminohapponaytteet etta ami-
nohappostandardit derivoitiin ennen UPLC-UV-analyysia. Liitteessa 1 on
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esitetty tryptofaanin maarityksesta vuokaavio ja liitteessa 2 on muiden amino-

happojen maarityksen vuokaavio.

Taulukossa 1 nakyy jokaisessa elintarvikekategoriassa kaytetty nayte. Jokai-

sesta naytematriisista tehtiin 6 x 3 naytesarjaa: 6 hapettamatonta naytetta tryp-
tofaanin maaritysta varten ja 6 hapetettua naytetta seka 6 hapettamatonta nay-
tetta muiden aminohappojen maaritysta varten. Nain saatiin reilusti rinnakkais-

naytteita jokaisen aminohapon maaritykseen.

Taulukko 1. Tydssa kaytetyt elintarvikekategoriat ja naytteet.

Kategoria Nayte
Yhdistelmaelintarvikkeet Lastenruoka, perunalastu
Kasvikset, Juurekset, hedelmat, vil- Puolukka
jat
Maito ja maitovalmisteet Punaleima emmental -juusto

Lihat, kananmunat ja niista tehdyt

. Sika-nauta jauheliha
valmisteet

4.1 Naytteiden esikasittely

Kaikki naytteet oli valmiiksi jauhettu 0,5 mm:n seulalla. Puolukka-, juusto- ja li-
hanaytteet oli kylmakuivattu valmiiksi. Naytteita sailytettiin jadkaapissa tai pa-

kastimessa.

4.2 Tryptofaanin maaritys

Tryptofaanimaarityksessa naytteita punnittiin teflonpulloon 1 g. Hydrolyysi suori-
tettiin lisaamalla naytteisiin 20 ml 5 mol/l natriumhydroksidia ja inkuboimalla 110

°C:ssa 16 tunnin ajan.
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Hydrolyysin jalkeen naytteiden annettiin jaahtya huoneenlampdon. Nayteliuok-
set siirrettiin 100 ml:n mittapulloihin ja laimennettiin merkkiin asti vedella. Ta-

man jalkeen naytteet suodatettiin suodatinpaperilla.

Suodosta laimennettiin 10 ml:n mittapulloon. Lastenruoka-, puolukka- ja peruna-
lastunaytteiden kohdalla suodosta pipetoitiin 2 ml, koska niiden proteiinipitoisuu-
det olivat matalat. Lihanayteen kohdalla puolestaan pipetoitiin 0,5 ml ja juusto-
naytteen suodosta 1 ml. Naytteen neutraloimiseksi mittapulloon lisattiin 1 mol/l
suolahappoa samassa suhteessa naytteen kanssa, ja taytettiin merkkiin ve-

della.

UHPLC-FL-analyysia varten naytteet suodatettiin ruiskusuodattimella ajopulloon
(noin 1 ml). Standardit valmistettiin valilaimennoksista taulukon 2 mukaisesti.

Ajo-olosuhteet esitetdan taulukossa 3.

Taulukko 2. Tryptofaani analyysin standardisuoran valmistus [18].

Standardin pitoi-

suus (pg/ml) Standardia (pl) Vetta (pl)

25,0 250 (std 100) 750
10,0 100 (std 100) 900
5,0 50 (std 100) 950
2,5 1000 (std 2,5) -

1,0 400 (std 2,5) 600
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Taulukko 3. UPLC-FL ajo-olosuhteet tryptofaanin pitoisuuksien maarityksessa.

Parametri
Virtaus 0,7 ml/min
1,0 pl (2,0 yl naytesil-
Injektiotilavuus mukka)
Ajo-aika 9 min
Kolonniuuni 55 °C
Aallonpituus ex 285 nm em 340 nm
Retentioaika 2,8 min
Eluutio Gradientti
Ajoliuokset A1: AccQTag Eluent A
A2: AccQTag Eluent B

4.3 Muiden aminohappojen maaritys

Kystiinin ja metioniinin maaritysta varten naytteet hapetettiin ennen hydrolyysia.
Nama muuttuvat hapetuksessa metioniinisulfoniksi ja kysteiinihapoksi. Hapetus-
reagenssi valmistettiin sekoittamalla 3 ml 30-prosenttista vetyperoksidia ja 27
ml muurahaishapon ja veden (1:9) seosta. Jokaiselle naytesarjalle valmistettiin
oma reagenssi, eika ylimaaraista liuosta jaanyt. Liuoksen annettiin reagoida
huoneenlammaossa 1 tunnin ajan, minka jalkeen se jaahdytettiin jadkaapissa 15

minuutin ajan ennen kayttoa.

Hapetusta varten punnittiin 0,5 g naytetta 100 ml:n saildopulloon. Naytteeseen
lisattiin 5 ml hapetusreagenssia niin, etta se kostui taysin. Nayteseos hapetettiin

jaakaapissa jaavesi -hauteessa (0 °C) 16 tunnin ajan.

Koska tyrosiini tuhoutuu hapetuksessa, sita varten valmistettiin erilliset hapetta-
mattomat naytteet. Niita varten punnittiin myos 0,5 g naytetta sailopulloon, ja

nayte sailytettiin jddkaapissa muiden naytteiden hapetuksen ajan.
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Hapetusreaktion pysayttamiseksi hapetettuihin naytteisiin lisattiin noin 0,84 g
natriumdisulfiittia, ja reaktion annettiin vaikuttaa 1 tunnin ajan. Taman jalkeen
naytteet hydrolysoitiin typetetyssa, 6-molaarisessa suolahapossa (50 ml/nayte).

Hydrolyysi suoritettiin 110 °C:ssa 24 tunnin ajan.

Hydrolyysin jalkeen naytteiden annettiin jaahtya huoneenlampoon. Liuokset siir-
rettiin 100 ml:n mittapulloihin ja laimennettiin vedella merkkiin. Taman jalkeen

naytteet suodatettiin suodatinpaperilla.

Suodosta laimennettiin 10 ml:n mittapulloon. Naytteille tehtiin samanlaiset lai-
mennokset kuin tryptofaanin maarityksessa. Neutralointi tehtiin 3 mol/l natrium-
hydroksidilla, jota pipetoitiin samassa suhteessa naytteen kanssa. Standardit

valmistettiin valilaimennoksista taulukon 4 mukaisesti.

Taulukko 4. Standardien valmistus valilaimennoksista [9].

Pitoisuus stan- Pitoisuus deri-
dardissa Standardia (pl) Vetta (pl) voidussa standar-
(nmol/ml) dissa (nmol/ml)

250 700 (std 250) - 25,0
175 700 (std 250) 300 17,5
100 400 (std 250) 600 10,0
50 200 (std 250) 800 5,0
10 100 (std 100) 900 1,0

5 100 (std 50) 900 0,5

Aminohappomaaritysta varten naytteet ja standardit derivoitiin. Derivointia var-
ten valmistettiin derivointireagenssi ja boraattipuskuri. Derivointireagenssi tehtiin
liuottamalla 3—4 mg 6-aminoquinolyyli-N-hydroksisuksinimidi karbamaattia
(AQC) 2 ml:n ajopulloon kayttaen 100-prosenttista asetonitriilia. Boraattipuskuri
valmistettiin liuottamalla 1 g natriumtetraboraatti-dekahydraattia 20 ml:aan

vetta.
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Derivoinnissa lisattiin ajopulloon 10 pl ruiskusuodatettua naytetta tai standardia,

70 pl boraattipuskuria ja 20 pl derivointireagenssia. Naytteita vorteksoitiin, an-

nettiin seistd huoneenlammaodssa 1 minuutti ja lammitettiin taman jalkeen 55

°C:ssa 10 minuutin ajan lampdoblokissa.

Koska derivointireaktio tapahtuu pH-alueella 8—-10, boraattipuskurin puskurointi-

kyky tarkistettiin lisdamalla erilliseen naytepulloon 70 pl puskuria ja 10 pl nay-

tetta. pH mitattiin pH-paperilla.

Derivoinnin jalkeen naytteet olivat valmiita analysoitavaksi UPLC-UV -laitteis-

tolla. Ajo-olosuhteet esitetaan taulukossa 5.

Taulukko 5. UPLC-UV ajo-olosuhteet aminohappopitoisuuksien maarityksessa.

Parametri

Virtaus

0,7 ml/min

Injektiotilavuus

1,0 ul (2,0 ul naytesil-
mukka)

Ajo-aika 9 min

Kolonniuuni 55 °C

Aallonpituus 260 nm

Eluutio Gradientti

Ajoliuokset A1: AccQTag Eluent A

A2: AccQTag Eluent B

5 Menetelman validointi

Kemiallisen mittausmenetelman validointi on prosessi, jolla varmistetaan, etta

menetelma soveltuu tarkoitettuun kayttétarkoitukseensa [19]. Menetelman vali-

dointiin kaytettiin seuraavia parametreja: spesifisyys, selektiivisyys, toistetta-

vuus, oikeellisuus, lineaarisuus, mittausalue ja mittausepavarmuus.
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Menetelman havaitsemis- ja maaritysrajat seka uusittavuus oli maaritetty aiem-
massa validoinnissa, jossa menetelma validoitiin rehujen aminohappopitoisuuk-

sien maaritykseen.

Oikeellisuutta ja mittausepavarmuutta voitiin mitata vain yhdella naytteella. Las-
tenruoka oli vertailututkimusnayte, ja se oli naytteista ainoa, joiden todelliset

aminohappopitoisuudet olivat tiedossa.

5.1 Pitoisuuksien laskeminen

UPLC-laitteisto laski aminohappojen pitoisuudet valmiiksi kaavalla 1:

0,001xcxM*V
X =————
m

: (1)

jossa x= aminohapon pitoisuus (mg/g=g/kg), c= standardisuoran avulla saatu
tulos (nmol/ml), M= aminohapon moolimassa (g/mol), V= laimennoskerroin

(esim. 10/1), m= naytteen paino (0,5 g) [9].

Tryptofaanin pitoisuuden laitteisto laski kaavalla 2:

cxVxl

X ==, (2)

jossa x= tryptofaanin pitoisuus (mg/g=g/kg), c= standardisuoran avulla saatu tu-
los (mg/l=ug/ml), V= liuostilavuus (), I= laimennoskerroin (esim. 10/1), m= nayt-

teen paino (1 g) [18].

Lopullisessa tuloksessa piti viela ottaa huomioon laimennoskertoimet, jos nayt-
teen lisdlaimennos oli muu kuin 1:10. Kylmakuivattujen naytteiden (puolukka,
liha ja juusto) osalta tuli lisdksi ottaa huomioon kuiva-ainepitoisuus, mika huomi-
oitiin kayttamalla kertoimena kuiva-aineen prosenttiosuutta muunnettuna desi-
maaliluvuksi. Tulokset muunnettiin lopulta muotoon mg/100g. Aminohappojen
lopulliset pitoisuudet ovat taulukossa 6 aminohappojen eluoitumisjarjestyk-

sessa.
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Taulukko 6. Naytteiden aminohappopitoisuudet yksikdssa mg/100g.

Aminohappo | Lastenruoka | Puolukka | Juusto Liha Perunalastu
Cya 299 18,0 106 126 96,8
His 252 19,7 887 366 118
Ser 592 39,8 1910 511 290
Arg 514 60,5 984 631 264
Gly 415 27,9 487 796 235
Asp 699 81,2 2320 1150 1220

MetSO:2 250 21,9 944 304 107
Glu 3280 163 7180 1950 1250
Thr 386 29,7 1310 521 288
Ala 460 38,8 986 737 251
Pro 995 32,7 3630 596 240
Lys 313 40,5 2980 1050 426
Tyr 342 21,6 1630 351 234
Val 564 50,6 2210 640 345
lle 414 32,5 1670 531 269
Leu 811 60,1 3260 928 464
Phe 507 34,7 1720 453 306

Tyrosiinin tulokset laskettiin hapettamattomista naytteista, silla se hajoaa hape-

tuksessa. Muiden aminohappojen, pois lukien tryptofaanin, pitoisuudet laskettiin

hapetetuista naytteista, silla nailla on todettu olevan parempi mittausepavar-

muus [18]. Kystiinin ja metioniin tulokset laskettiin kysteiinihapon (Cya) ja metio-

niinisulfonin (MetSO2) mittaustuloksista.

Tuloksista poistettiin merkittavasti poikkeavat mittaustulokset Grubbsin testin

avulla. Poikkeavuus maaritettiin laskemalla mittausten keskiarvon ja mittaustu-

loksen valinen erotus, joka jaettiin havaintojen keskihajonnalla. Saatua arvoa

verrattiin kriittiseen arvoon. Kun mittaustuloksia oli kuusi, kriittinen arvo oli
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1,887. Kaikki tulokset, joiden poikkeavuusarvo ylitti tdman rajan, poistettiin ai-

neistosta. Tallaisia mittaustuloksia oli yhteensa kolme.

5.2 Spesifisyys ja selektiivisyys

Spesifisyys kuvaa menetelman kykya mitata ainoastaan haluttua analyyttia [19].
Spesifisyytta voidaan analysoida nollamatriisin avulla, mutta koska elintarvik-
keista ei ollut saatavilla nollamatriisia, spesifisyytta tarkasteltiin analysoimalla jo-
kaisen ajon yhteydessa derivointinollaa. Derivointinollassa on boraattipuskuria
80 pl seka derivointireagenssia 20 yl. Glutamiinin ja valiinin retentioajoilla ha-

vaittiin pienet piikit. Muiden aminohappojen kohdalla ei havaittu piikkeja.

Selektiivisyys tarkoittaa menetelman kykya tunnistaa ja maarittaa tarkasti tietty
analyytti, vaikka naytteessa esiintyisi muita aineita maaratyissa testiolosuh-
teissa. Kromatografiassa selektiivisyys ilmenee esimerkiksi siten, etta analyytin

piikki erottuu selkeasti pohjaviivasta. [19.]

Kaikkien aminohappojen piikit erottuivat kromatografialla hyvin. Esimerkki hape-
tetun lihanaytteen kromatogrammista on liitteessa 3. Arginiinin ja glysiinin seka
asparagiinin ja metioniini sulfonin piikit erottuivat heikoiten toisistaan, mutta pii-

kit saatiin kuitenkin hyvin integroitua.

5.3 Toistettavuus

Toistettavuus kuvaa sita, kuinka yhdenmukaisia perakkaiset mittaustulokset
ovat, kun samaa suuretta mitataan saman menetelman samoissa testiolosuh-
teissa. [19.]

Toistettavuus maaritettiin suhteellisen keskihajonnan (RSD%) avulla. RSD%-
luvut laskettiin jakamalla keskihajonta keskiarvolla, minka jalkeen tulos kerrottiin

sadalla. Jokaisen aminohapon RSD%-luvut nakyvat taulukossa 7.



Taulukko 7. Tulosten suhteelliset keskihajonnat (%).
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Lasten-

Aminohappo ruoka Puolukka | Juusto Liha Perunalastu
Cya 19 22 16 4 6
His 14 17 7 5 12
Ser 9 6 3 5 5
Arg 5 7 3 4 3
Gly 6 11 8 6 3
Asp 7 7 4 3 6

MetSO2 12 5 6 3 4
Glu 7 3 5 5 4
Thr 7 6 4 6 5
Ala 11 6 8 5 5
Pro 7 5 4 9 7
Lys 5 12 5 6 7
Tyr 6 7 4 3 6
Val 9 5 6 5 7

lle 3 9 4 3 7
Leu 4 5 4 3 4
Phe 12 2 3 1 3
Trp 4 2 1 2 0

5.4 Oikeellisuus

Oikeellisuus tarkoittaa sita, kuinka hyvin useiden mittausten keskiarvo vastaa

mitattavan suureen hyvaksyttya tai todellista arvoa [19]. Oikeellisuus voitiin

maarittaa vain lastenruokanaytteelle, silla nayte oli vertailututkimusnayte ja se

oli naytteista ainoa, jonka todelliset aminohappopitoisuudet olivat tiedossa.



23

Oikeellisuus maaritettiin saantoprosenttien avulla jakamalla mittaustulos todelli-

sella arvolla, minka jalkeen tulos kerrottiin sadalla. Aminohappojen saantopro-

sentit nakyvat taulukossa 8.

Taulukko 8. Aminohappojen saantoprosentit.

Aminohappo Todellinen arvo Mittaustulos Saantt_)pro-
mg/100g mg/100g sentti (%)

Cya 220 299 136
His 220 252 115
Ser 480 592 123
Arg 530 514 97
Gly 380 415 109
Asp 580 699 120
MetSO2 190 250 132
Glu 2670 3277 123
Thr 300 386 129
Ala 380 460 121
Pro 870 995 114
Lys 270 313 116
Tyr 320 342 107
Val 470 564 120
lle 370 414 112
Leu 710 811 114
Phe 480 507 106
Trp 120 102 85
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5.5 Lineaarisuus ja mittausalue

Menetelman lineaarisuutta mitattiin standardien pitoisuusalueella 0,5-25
nmol/ml. Aminohappojen mittausalueet talla pitoisuusalueella on maaritetty jo
aikaisemmassa validoinnissa. Lineaarisuutta arvioitiin korrelaatiokertoimien ja
residuaalien avulla. Lopulliset korrelaatiokertoimet saatiin laskemalla viidesta
erillisesta mittauskerrasta saatujen kalibrointisuorien korrelaatiokertoimien kes-
kiarvo. Kaikkien aminohappojen korrelaatiokertoimet (R*2) olivat >0,98 glutamii-
nia lukuun ottamatta. Residuaalien sallittu vaihteluvali oli +20 %, ja tdma toteutui
kaikilla aminohapoilla. Aminohappojen korrelaatiokertoimet seka mittausalueet

on esitetty taulukossa 9.



Taulukko 9. Aminohappojen korrelaatiokertoimet seka mittausalueet.

Aminohappo | RA2 | o e e
Cya 0,985 0,12-6,00
His 0,985 0,16-7,70
Ser 0,986 0,10-5,20
Arg 0,985 0,15-7,30
Gly 0,983 0,08-3,70
Asp 0,982 0,13-6,60

MetSO2 0,984 0,15-7,40
Glu 0,928 0,15-7,60
Thr 0,984 0,12-5,90
Ala 0,988 0,10-4,60
Pro 0,987 0,12-5,70
Lys 0,986 0,15-7,30
Tyr 0,986 0,19-9,00
Val 0,986 0,12-5,80

lle 0,987 0,13-6,50
Leu 0,989 0,13-6,50
Phe 0,987 0,17-8,20
Trp 0,999 0,10-2,50

5.6 Mittausepavarmuus

25

Mittausepavarmuus on ei-negatiivinen suure, joka kuvaa, paljonko mittaustulos

voi poiketa todellisesta arvosta [20]. Mittausepavarmuus voitiin laskea vain las-

tenruoalle, silla vain sille oli tiedossa aminohappojen todelliset pitoisuudet.
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Mittausepavarmuuksien laskemiseen kaytettiin saantokorjattuja mittaustuloksia.
Mittausepavarmuuden maarittamiseen kaytettiin MUkit-ohjelmaa. MUKit, eli
Measurement Uncertainty Kit, on mittausepavarmuuden arviointiin luotu ohjel-
misto, joka perustuu Nordtest TR 537 -raporttiin [21]. Jokaiselle aminohapolle

erikseen maaritetyt mittausepavarmuudet nakyvat taulukossa 10.

Taulukko 10. Aminohappojen mittausepavarmuudet.

Aminohappo | Mittausepavarmuus (%)

Cya 41
His 32
Ser 20
Arg 13
Gly 14
Asp 16
MetSOz2 26
Glu 16
Thr 16
Ala 24
Pro 16
Lys 12
Tyr 16
Val 22
lle 8
Leu 8
Phe 27
Trp 9
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6 Yhteenveto

Tyon tavoitteena oli validoida aminohappopitoisuuksien analyysimenetelma
elintarvikenaytteille. Validoinnissa arvioitiin seuraavat parametrit: spesifisyys,
selektiivisyys, toistettavuus, oikeellisuus, lineaarisuus, mittausalue ja mit-
tausepavarmuus. Validointi onnistui hyvin, ja menetelma voidaan ottaa kayttoon
Ruokavirastossa sellaisenaan. Alkuperaiseen, rehuille validoituun menetelmaan

ei tarvittu tehda muutoksia.

Saantoprosentteja ja mittausepavarmuutta voidaan arvioida tarkemmin mene-
telman vakiinnuttua kaytantoon ja useamman laborantin tehtya maarityksia.
Lastenruokanaytteelle lasketut saantoprosentit olivat paaosin hyvaksyttavalla
tasolla, mutta suurin osa ylitti 100 %. Erityisesti kysteiinin ja histidiinin kohdalla
mittausepavarmuus oli suuri. Tama saattaa johtua siita, etta ne eluoituvat en-
simmaisina ja ovat siksi herkimpia kontaminaatioille. Menetelman spesifisyys,
selektiivisyys, toistettavuus ja lineaarisuus todettiin hyviksi. Menetelman mit-

tausalue on sama kuin aiemmassa validoinnissa.

Rasvaisten elintarvikkeiden, kuten lihan, juuston ja perunalastujen, huomattiin
likaavan laitteistoa. Tama vaikuttaa laitteella tehtaviin muihin analyyseihin, kro-
matogrammien pohjaviivaan ja vaikeuttaa nain piikkien integrointia. Tasta
syysta rasvaisten elintarvikkeiden analysoinnissa voidaan harkita rasvanpois-
toa, mutta taman vaikutuksia tuloksiin pitaa viela tutkia. Laitteiston saanndllinen

pesu on ainakin tarkeaa analysoitaessa rasvaisia elintarvikkeita.
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Tryptofaanin maarityksen vuokaavio

Punnitaan naytetta
1lg £ 2mg
100 ml teflonpulloon

Hydrolyysi:
20 ml 5 mol/l NaOH
110 °C 16h

Siirretadan nayte 100 ml
mittapulloon, taytetaan
merkkiin H:0,
suodatus

Laimennos 1:10,
neutraloidaan 1mol/lI HCI
samassa suhteessa,
ruiskusuodatus ajopulloon

Ajo UPLC-FL
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Aminohappojen maarityksen vuokaavio

Laimennos 1:10
+ 1 ml 3 mol/l NaOH,
taytté merkkiin H:0

Punnitaan ndytettd 500 mg+2 mg 100 ml
sdildpulloon x12

6x naytteeseen 5 ml bx ndytettd odottaa Suodatus
hapetusliuosta

Jadkaappiin 0 °C 16h
+0,84 g Na:5:0-

ruiskusuodattimella

Derivointi:
10 pl ndytetta

70 pl boraattipuskuria
Hydrolyysi: 20 ul derivointireagenssia
50 ml 6 mol/I HCI ajopulloon
110 °C 24h
Odotetaan 1 min RT

10 min 55 °C

100 ml mittapulloon,
tayttd merkkiin H:0
Suodatus Ajo UPLC-UV




Hapetetun lihanaytteen kromatogrammi
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