Helene Huji¢

Happojen ja sokereiden maaritys HPLC-menetelmalla

Case: SeAMK

Opinnaytetyd
kevat 2012
Tekniikan yksikko
Bio- ja Elintarviketekniikan koulutusohjelma

Y

Seindjoen ammattikorkeakoulu
SEINAJOKI UNIVERSITY OF APPLIED SCIENCES



SEINAJOEN AMMATTIKORKEAKOULU

Opinnaytetyon tiivistelma

Koulutusyksikkd: Tekniikan yksikkd

Koulutusohjelma: Bio- ja elintarviketekniikka

Tekija: Helene Huiji¢

Tydn nimi: Happojen ja sokereiden maaritys HPLC-menetelmalla, Case: SeAMK
Ohjaaja: Pasi Junell

Vuosi: 2012 Sivumaara: 39 Liitteiden lukumaara: 7

Tassa opinnaytetydssa keskityttiin tutkimaan happojen ja sokereiden maarityksen
mahdollisuutta HPLC-menetelmalla. Teoriaosuudessa kerrotaan yleisesti HPLC-
menetelmasta ja laitteiston osista.
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1 JOHDANTO

Tassa tydssa suurin kysymys oli, kuinka saada aikaan toimiva sokeri-
happomaaritys jo olemassa olevalle laitteistolle. Vaikka laitteistolla oli jo aiemmin
tehty t6ita, tulokset olivat olleet epaluotettavia tai harhaanjohtavia. Seinajoen am-
mattikorkeakoulu sai uuden kayttéohjelman HPLC-laitteistolle, ja tdméan takia pro-
sessin kulku ja vaiheet haluttiin tarkistaa ja mahdollisesti korjata. Talléin haluttiin
saada laitteistolle myds hyvin toimivat uudet tydohjeet, jolloin laitteistolla voitaisiin
tehda luotettavia tuloksia vastaisuudessa. Tydohjeet on liitetty opinnaytetydn lo-

puksi. Tavoitteeksi talldin tuli prosessin kulun uudistaminen ja tarkastus

Toinen kysymys, mika tassa tydssa tulee esille ovat naytteet. Ty6ssa kaytetyt
naytteet olivat osa toista projektia, josta ne olivat [ahetetty Turun yliopiston bioke-
mian ja elintarvikekemian laitokselle tutkimuksia varten. Projektin puolesta haluttiin
kuitenkin tietda, pystyttddnkd naytteet analysoimaan Seindjoen ammattikorkean-
koulun laboratoriotiloissa ja HPLC-menetelmalla, jolloin niité ei enda tarvitsisi 1a-
hettdd mihinkaan. Naista naytteista oli tavoitteena analysoida niiden happo- ja so-
keripitoisuudet ja lopuksi verrata niitd Turun yliopiston biokemian ja elintarvikeke-
mian laitoksen tuloksiin. TAma vertailu auttaa maérittdmaén sen, etta ovatko tulok-

set samoista naytteista samanlaisia.



2 HPLC

2.1 Yleisesti menetelmasta

HPLC eli High-performance liquid chromatograph, suomeksi korkean erotuskyvyn
nestekromatografia, on menetelma, jolla pystytdan erottamaan erilaisia yhdisteita.
Menetelmalld saadaan esille tuntemattomat yhdisteet niin sanottujen standardi-
liuoksien avulla. Nama standardiliuokset sisaltdvat tunnetun konsentraation esi-
merkiksi sitruunahappoa. Prosessia varten tehdaan usein monia standardiliuoksia,
silla esimerkiksi elintarvikkeissa on paljon erilaisia yhdisteitd. Kolonni erottelee
standardiliuoksille eri retentioajat, ja naitd pystytddn vertamaan naytteen vastaa-
vaan retentioaikaan suoraan. Nain pystytdan selvittdmaéan, onko naytteessa esi-
merkiksi juuri standardiliuoksien sisdltdmia sokereita. Retentioajalla tarkoitetaan
aikaa, jossa yhdisteet tarvitsevat kulkeakseen kolonnin lavitse (Orgaanisen kemi-
an kromatografiset menetelmat, [viitattu 16.8.2012].) Lampédtila vaikuttaa
HPLC:ssa retentioaikaan. Matalammassa lampétilassa piikit piirtyvat harvemmin,
kuin korkeammassa, mika vaikuttaa prosessin kestoon. (Kazakevich & LoBrutto
2006.) Kolonnissa oleva stationaarifaasi sitoo eri yhdisteita eri tavalla, jolloin toiset
lapaisevat kolonnin nopeammin kuin toiset. Suurimmalla osalla yhdisteista on eri
kolonnin lapéisynopeus kuin muilla naytteissé olevilla yhdisteilla. Tassa on kuiten-
kin ongelma, silla joillain yhdisteilld on sama Iapaisynopeus, joten ne piirtyvat sa-
maan aikaan. Talléin pystytdan detektorien avulla ndkemaan yhdisteiden erot.
Vaikka yhdisteet l1apaisivat kolonnin samaan aikaan, on niilla muita eroja, joista ne
pystytdan erottamaan toisistaan. Ne voivat esimerkiksi heijastaa UV-valoa eri taa-
juudessa, jolloin pystytddn ne erottelemaan UV-detektorien avulla. Talléin UV-
detektoreille pystytdan saatamaan eri valon aallonpituudet, ja yhdisteet voidaan

nain saada nakyviin erillaan.

HPLC on LC:n (liquid chromatograph) alamuoto, jossa kaytetdan korkeaa neste-
painetta kuljettamaan eluentti eli ajoliuos kolonnin lavitse. Kolonnit ovat taynna
hyvin hienojakoista jauhetta, joka on pakattu hyvin tiiviisti, nain muodostaen sta-

tiondarifaasin. Kolonnien hienojakoinen jauhe on usein silikaa, tai kuten tassa



tydssa kaytetyssa kolonnissa, sulfonoitujen divinyylibentseenistyreenikopolymee-
rid. Yhdisteiden erottuminen tapahtuu naiden kahden faasin valilla, eli station&ari-
faasin ja liikkuvan faasin (eluentti) valilld. Nestekromatografian muita muotoja ovat
ohutlevykromatografia, jossa naytteet pipetoidaan ohutlevyn (joko metallia, lasia
tai muovia) pintaan, ja levy upotetaan nayte rajaan asti nesteeseen, joka toimii
likkuvana faasina (Laboratorioanalyysit: Ohutlevykromatografia [16.8.2012].) Toi-
nen nestekromatografian muoto on pylvaskromatografia (Kromatografiset mene-
telméat, [viitattu 16.8.2012].)

HPLC-menetelman varsin laheinen sukulainen on kaasukromatografia. Se perus-
tuu myds liikkuvaan ja stationaarifaasiin, mutta siina oleva liikkuva faasi on kaasu.
Naiden kahden suurin ero kuitenkin on naytteessa ja sen kasittelyssa. Kaasukro-
matografiassa naytteen komponentit ovat joko kaasuja tai hdyrystyvia yhdisteita,
jotka eivat hajoa. HPLC:ssa naytteet on ensin liuotettava esimerkiksi metanoliin tai
veteen. Nayte on talléin myds kemiallisessa vuorovaikutuksessa liikkuvan faasin
kanssa, jolloin nayteaineen ja liikkuvan faasin valille voi muodostua vetysidoksia,
kun taas kaasukromatografiassa nayte ei juuri reagoi kantokaasun kanssa (Labo-
ratorioanalyysit: Kaasukromatografia, [16.8.2012].)

HPLC:n toimintaperiaate on lyhykéisyydessaan seuraavanlainen. Ajoliuos imetaan
pumppujen avulla laitteistoon. Liuos siirtyy pumppujen lapi naytteenottolaitteelle,
jossa laite nappaa naytteen mukaansa naytepullosta neulan avulla. Taman laitteen
jalkeen nayte siirtyy ajoliuoksen mukana esikolonnille ja sen Iapi kolonnille. Kolon-
ni erottelee naytteen yhdisteet ja ne siirtyvat eri nopeuksilla detektoreille. Detekto-
rit piirtdvat ndma eri yhdisteet tietokoneohjelman avulla tietokoneen naytélle. Lo-
puksi ajoliuos naytteen kera keraantyy jatepulloihin. Taman tietokoneohjelman
avulla pystytaan kontrolloimaan koko prosessia, niin pumppujen virtausnopeutta
kuin kolonniuunin ja detektorien asetuksien valvontaa. Kuvio 1 on periaatekuva

HPLC-laitteistosta ja sen osista.
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u Kolonni

Detektorit

Pumput

I Tietokone I

Kuvio 1. HPLC-laitteiston kaaviokuva.

Detektorit ovat laitteistossa se o0sa, jossa eri yhdisteet tunnistetaan. Detektoreita

on monenlaisia ja tdssa on muutamia esimerkkeja niista ja niiden toiminnasta:

UV/VIS eli UV/isible detector, jolla pystytddn tunnistamaan happoja,
UV/visible, toimii ultravioletti valoa apunaan kayttden saadetylla valoalueel-
la. Laite tunnistaa eri yhdisteitd absorbanssin avulla, eli eri yhdisteet rea-
goivat ja absoiboivat itseensa eri lailla valoa (2468 UV/Visible detector, [vii-
tattu 16.8.2012].) Omien HPLC -ajojen aikana ty6ssa kaytettiin 210 nm:n
aallonpituutta, mutta naitd aallonpituuksia on monia. Tata aluetta voidaan

saadella tietokoneen avulla.

RI, toimii refragtometriaa apunaan kayttden. Tama tarkoittaa, etta tassa lait-
teessa pystytddn tunnistamaan toisistaan sokeripitoiset yhdisteet, kuten
sakkaridit ja sokerialkoholit. Refraktometria on yksikertaisuudessaan sita,
ettd yhdisteilla on eri valon taitekerroin verrattuna niiden konsentraatioon ja

toisiinsa. Taman taitekerroin eron avulla pystytdan erottamaan toisistaan eri
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yhdisteiden eri pitoisuudet (The refractive index detector, [viitattu
16.8.2012].)

e Multi-Wavelength Fluorescence Detektorin toiminta perustuu fluoresenssiin.
Fluoresenssi perustuu reaktioon, jossa molekyylit absorboivat UV-valon
vaikutuksesta fotonin, jonka ne lahettévét tietyn ajan kuluttua suuremmalla
aallonpituudella, kuin sen vastaanottivat. Nain ollen, jos molekyyli vastaan-
ottaa UV-valoa, se lahettda nakyvaa valoa (Basic concepts in fluorescence,
[viitattu 16.8.2012].)

2.2 Laitteisto

HPLC-laitteisto koostuu pumpuista, detektoreista, kolonnista, kolonniuunista, nayt-
teenottolaitteesta ja tietokoneesta. HPLC-laitteistoilla on muutamia valmistajia ku-
ten Waters ja Thermo scientific. Seindjoen ammattikorkeakoulun kemian laborato-
rion laitteisto muodostuu Watersin valmistamista laitteista ja Bio-Radin valmista-

masta kolonnista.
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Kuvio 2. Kéytéssé ollut HPLC-laitteisto.

Laitteistoon kuuluu myds lisdosana vikasuoja-akku, jonka tehtava on pitaa proses-
si kdynnissa sahkdkatkon sattuessa. Suoja-akku nékyy kuviossa 2 vasemmalla.

Pumput tassa laitteessa ovat hyvin kestavid, silla niiden taytyy kehittda tarpeeksi
suuri paine lapi koko laitteiston. Pumppujen yhteydessa saatetaan kayttda ilma-
kuplia poistavaa lisdosaa, silla laitteisto on varsin herkka ilmakuplille. Seindjoen
ammattikorkeakoulun kemian laboratorion laitteisto, jolla tdman opinnaytetydn tes-
tit tehtiin, sisaltda tdman degasser-lisdosan.

Naytteenottolaite on se osa, josta naytteet lahtevat analyysiin. Naytteet ovat pie-
nissa lasipulloissa, joiden korkissa on membraani, jonka l&pi neula tydntyy. Lai-
teelle on asetettu tietty maara, kuinka paljon naytetta se ottaa. Laite voi myods esi-

lammittadd naytteet, jos sille on tarvetta.

HPLC-laitteistossa voidaan myds kayttda esikolonnia. Sen tehtdvana on suojella
varsinaista kolonnia mahdollisilta partikkeleilta, kuten lialta, ndytteessa olleelta
sakalta tai pdlylté. Esikolonnina kaytettiin Bio-Radin 125-0129 Micro-Guard Cation
H Refill Cartridge -esikolonnia. Kolonni ja kolonniuuni kuuluvat yhteen. Kolonni on
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ulkonadltdan metallinen lierid, jonka sisalla eri yhdisteet erottuvat toisistaan ja kul-
kevat eri nopeudella kolonnin lavitse. Kolonnin sisélla tapahtuu myés ioninvaihto-
reaktioita. Ty6ssa kaytetyssa kolonnissa ioninvaihtohartsina toimi vety. (Guidelines
of use and care... [viitattu 9.9.2012].) Kolonnina kaytettiin Bio-Radin Aminex HPX-
87H -kolonnia. Kolonni on kehitetty varta vasten happomaarityksia varten, mutta
sita kaytettiin tassa tydssa myds samaan aikaan tehtyjen hiilihydraattimaaritysten
tekoon. Kolonniuunin tehtavana on lahinna lammittda kolonnia tiettyyn lampdéti-
laan, jotta eri yhdisteiden erottuminen helpottuisi. Kolonnin jalkeen tulevat detekto-
rit, joista kerrottiin jo aiemmassa luvussa. Kaytdssa olleessa laitteistossa on kolme
detektoria, UV/VIS, Rl ja fluorecence.

Tietokoneella on laitteiston ohjelma, ja silla pystytadan kontrolloimaan koko analyy-
sid. Ohjelmiston avulla laitteelle voidaan luoda ne asetukset, joilla tulosten halu-
taan tulevan. Sen avulla voidaan esimerkiksi sdatéda virtausnopeutta pumpuissa,
naytteenottolaiteen naytteenottomaaraa ja kolonniuunin lampétilaa. Ohjelmisto
piirtdd jokaisesta analyysistd kéyraston, joita vertailemalla ja niistd laskemalla
saadaan tulokset aikaan.
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3 MENETELMAN KEHITYS

3.1 Menetelman tarkoitus

Menetelman tarkoituksena oli luoda toimiva prosessi luotettavine tuloksineen. Pro-
sessin luominen alkoi laskemalla standardien pitoisuuksia. Naitd saadeltiin pitkin
prosessia, jotta saataisiin mahdollisimman optimimaaliset pitoisuudet vastaamaan
naytteitd. Menetelman suorituksen vertailukohtana oli Turun yliopiston biokemian
ja elintarvikekemian laitos, vaikkakin he kayttavat kaasukromatografiaa sokereiden

ja happojen mittaukseen.

3.2 Kehityksen kulku

Menetelm&an haettiin esimerkkia aiemmin tehdysta tieteellisesta artikkelista. M.
Castellarin ja kumppaneiden yhteistydssa laatimassa artikkelissa tutkittin myds
orgaanisia happoja ja sokereita HPLC-menetelméan avulla ja samanlaisella kolon-
nilla, mutta tutkittavana materiaalina olivat viinirypéleet. Heidan artikkelistaan saa-
tiin ideaksi kokeilla ajoliuoksena 0.005 M:n rikkihappoliuosta, jossa oli mukana 6 %
asetonitriilia. (Chinnici ym., 2004). Toisena vertailukohtana oli E.O. Alexandersso-
nin ja kumppaneiden laatimassa tieteellisessa artikkelissa tutkittiin, jossa myoés
orgaanisia happoja ja sokereita HPLC-menetelman avulla. Heidan artikkelissaan
oli samankaltaisuuksia kuin Chinnicin ryhmalla, joskin he kayttivat tydéssaan viine-

ja, kun taas Castellarin ryhma tutki hedelmamehuja (Alexandersson ym., 2011.)
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4 NAYTTEEN KASITTELY

Prosessiin tarvittavat porkkananaytteet punnittiin siten, etta jokaista naytettd pun-
nittiin noin 1 (yksi) gramma. Punnitus suoritettiin tarkkuusvaa’alla ja néaytteet pun-
nittiin muovisille punnitusalustoille. Tassa tydssd vaakana kaytettiin Precisan
XT220A-tarkkuusvaakaa. Punnituksen jalkeen nayte laitettiin korkillisiin muovisiin
koeputkiin. Varsinaisia naytteita oli kaksi. Naistéd kahdesta naytteesta tehtiin kum-
mastakin kaksi vertailunaytetta. Naytteet 186 C ja 134 C olivat pakkaskuivattuja ja
jauhettuja jo valmiiksi, ja vaikka ne kummatkin olivat samankaltaisia, nayte 186 C
oli séhkdisempédad kuin nayte 134 C. Kuviossa 3 ndhdaan naytteet pakkauksis-

saan.

Kuvio 3. Porkkananéaytteet pusseissaan.

Naytteisiin lisattiin 25 millilitraa huoneenlampdista tislattua vetta, jonka jalkeen ne
vortexoitiin, jolloin naytteeseen syntyi voimakas py0rre vortex-nimisella laitteella ja
naytteet laitettiin kolmeksi minuutiksi vesihauteeseen. Vesihauteen jalkeen nayt-

teet vortexoitiin jalleen ja ne laitettiin ultraddnihauteeseen 15 minuutiksi. Taman
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jalkeen ne sentrifuugattiin. Naytteet olivat sentrifuugissa 15 minuuttia ja kierroksia
oli 4000 minuutissa. Taméan vaiheen jalkeen naytteen neste otettiin talteen varo-
vasti kaatamalla ja pipetin avulla (kuvio 4). Nam@ vaiheet toistettiin kolme kertaa,
mutta jokaisen kerran jalkeen lisattiin eri maara tislattua vetta. Toista kertaa varten
liséttiin 15 millilitraa vettd ja kolmatta 10 millilitraa. Nayteliuos kerattiin 50 millin
mittapulloon, johon lisattiin hieman tislattua vettd pullon merkkiviivaan asti. Huo-
mattavaa on kuitenkin, etta eri vaiheissa lisattiin yhteensd 50 ml tislattua vetta,
mutta jonkin verran vetta jai ndytesakan sekaan. Kuviossa 4 nahdaan nayteliuok-
set mittapulloissaan.

Tyb6ssa mukana olleet perunanaytteet olivat myds pakkaskuivattuja ja ne olivat

ulkonadltaan rakeisia. Ne kasiteltiin samalla tavalla kuin porkkananaytteet.

Kuvio 4. Valmiit porkkananaytteet mittapulloissa.

Ensimmaista ajoa varten tehtiin standardiliuoksia, joiden vahvuus oli 1 g/100 ml.
Sokereina olivat sakkaroosi, fruktoosi ja glukoosi, ja happoina olivat omenahappo
ja sitruunahappo. Naytteet tehtiin ajopaivaan nahden edellisenda paivana ajan
saastamiseksi, silla ajoissa kuluu paljon aikaa naytetta ja standardia kohden.
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HPLC-laitteisto oli laitettu lampenemaén edellisend paivana, jotta nahtiin, onko
talla vaikutusta tuloksiin. Naytteita ajettiin 30 minuuttia ndytettd kohden, jolloin ko-
ko ajo naytteineen ja standardeineen kesti noin 4 tuntia. Naytteet laitettiin pienissa
lasipulloissa laitteeseen, ja jokaisessa pullossa oli noin 30 ml naytetta. Laite otti
noin 10 millilitraa naytettd pulloa kohden prosessoitavaksi. Ajon aikana kolonniuu-
nin lampétilana oli 55 °C. Ajoliuoksena kaytettiin laimeaa rikkihappoliuosta, jossa
oli asetonitriilia.

Asetonitriilin tarkoituksena oli helpottaa omenahapon ja fruktoosin erottumista pii-
keissd, mutta se jatettiin pois, koska piikkien pohjaviivasta tuli sen ansiosta huono.
Muilla ajokerroilla kaytettiin 0,005 M rikkihappoliuosta. Ajoliuoksesta on poistettu
mahdolliset kaasukuplat ultradanihauteen avulla. Myés kolonniuunin lampétilaa
laskettiin uudemmissa ajoissa 30 °C:een, mika naytti tuovan hyvia tuloksia ja myds

ajonopeutta muutettiin erottumisen edistamiseksi.
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Kuvio 5. 500 mg/I standardin sokeripiikit RI-detektorilla.
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Kuviossa 5 nékyy kahden eri ajokerran Rl-detektorin piirtdmat 500 mg/| sokeripiikit
paéllekkéin eri vareind. Punainen piikki on ajettu aikaisemmin ja musta vasta
mybdhemmin. Ensimmaisen ajon olosuhteet olivat seuraavat: virtausnopeutena
kaytettiin 0.5 ml/min, eluenttina (ajoliuoksena) kaytettiin 0.005 M H>SO, -liuosta ja
kolonniuunin Iampétila oli 55 °C. Ainoana poikkeuksena toisella ajokerralla oli ko-
lonniuunin 1ampétila, joka muutettin 30 °C:een. Kuvan ensimmainen yléspain
suuntautuva piikki on sakkaroosi, toinen glukoosi ja kolmas fruktoosi. Lampdtilan
muutos vaikutti huomattavasti sakkaroosipiikin piirtymiseen ja pohjaviivan ulkona-
k6.

Sakkaroosi on disakkaridi, joka muodostuu kahdesta sokerista, fruktoosista ja glu-
koosista, jotka ovat kiinnittyneet toisiinsa glykosidisidoksella. Korkeammassa lam-
pétilassa on saattanut kdyda, ettd tdma glykosidisidos on reagoinut kolonnin hart-
sin kanssa ja ndin ollen vaikuttanut sakkaroosipiikin piirtymiseen. (Alén, 2009)
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Kuvio 6. 500 mg/l standardin happopiikit 210 nm:n aallonpituudessa UV/Visible
Detektorilla

Kuviossa 6 on samojen ajokertojen happopiikit kuin edellisessa kuvassa olevat
sokeripiikit. Kuvan ensimmainen piikki on sitruunahappo ja toinen on omenahap-
po. Kolmatta piirtyvaa piikkia ei tiedeta. Kolonniuunin [ampétilan lasku ei ndennai-

sesti vaikuttanut happopiikkien piirtymiseen.

Ajoa varten naytteitad laimennettiin lisdamalla 1,5 millilitraan naytetta, 1,5 millilitraa
tislattua vettd. Nayte jouduttiin suodattamaan, jotta siitd saatiin sakat erilleen.
Suodatus suoritettiin ruiskun ja sen karkeen laitettavan kertakayttdisen mik-
rosuodattimen avulla. Laimennokset sokereille ja hapoille olivat seuraavat. 1:50,
1:20, 1:10, 1: 10/15 ja 1:5 sokereille, sokerit oli yhdistetty samaan standardiin, jotta
jokaista ei tarvitsisi ajaa erikseen. Hapoille oli tehty sama, mutta niiden laimennok-
set olivat 1:100, 1:50, 1:20 ja 1:13,3.
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Ajon jalkeen huomattiin, ettéd standardit happojen kohdalla riittavat ainakin pork-
kanalle. Sokereiden kohdalla liuoksia tulisi laimentaa, silla perunoihin nahden
porkkanat sisalsivat enemman sokereita. Nain tehtdessa ei tarvitsisi tehda uusia

standardeja.

Samanlaiset kasittelyt tehtiin myds perunanaytteille, joita oli myés mukana. Niiden
kohdalla sokeri- ja happostandardit olivat riittdvat. Huomioitavaa oli, etta peruna-
naytteissa oli paljon enemman happoja kuin porkkana, mutta porkkananaytteet

sisalsivat moninkertaisesti enemman sokereita.

Naytteita varten tehtiin uudet standardiliuokset, silla aikaisemmat olivat riittamat-
tdmat ainakin sokereiden kohdalla. Uusissa standardiliuoksissa oli noin 1 g/100 ml
jokaista sokeria ja happoa. Laimennoksina 100 mg/l, 200 mg/l, 500 mg/l, 750 mg/l
hapoilla ja 200 mg/l, 500 mg/l, 1000 mg/l, 1500 mg/I ja 2000 mg/l sokereilla. Pork-
kanoilla namakaan laimennokset eivat riittdneet, vaan niita laimennettiin siten, etta
naytetta oli 0,5 ml ja tislattua vettd 1,5 ml. Tama laimennos tehtiin suoraan HPLC-
laitteiston naytepulloon.
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Kuvio 7. 13.3 2012 tehdyn ajon sokeripiikit.

Kuvion 7 piikit ovat sakkaroosi, glukoosi ja fruktoosi mainitussa jarjestyksessa.
Niiden laimennokset ovat seuraavat 200, 500, 1000 ja 1500 mg/l. Ajokerralla
tehtiin myds 2000 mg/l:n sokeristandardi, mutta se ei ehtinyt kyseiseen kuvaan.

Ajo oli tulloin vield kesken, kun kuva otettiin.
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Kuvio 8. 13.3 2012 tehdyn ajon standardihapot.

Kuviossa 8 olevat hapot ovat sitruunahappo ja omenahappo. Kolmatta piikkia ei
tiedetd. Happojen laimennokset ovat 100, 200, 500 ja 750 mg/l. Kuviosta
huomataan myds, kuinka hyvin hapot erkanivat toisistaan.

Seuraavilla sivuilla kuvioissa 9-13 nahdaan kalibrointisuorat hapoille ja sokereille.
Kalibrointisuorien avulla HPLC-laitteisto pystyy arvioimaan varsinaisten naytteiden
happojen ja sokerien pitoisuus, vertaamalla niita jo tiedettyjen kalibrointiliuoksien
ainepitoisuuksiin. llman naita kalibrointeja ei pystytd maarittdmaan naytteen tun-

temattomia ainepitoisuuksia.



23

vaste

0.000

250000.000 -

# fruktoosi

300000.000 —preeeeemmmmmmmnnnnnnanas , ....................... , ....................... .. ....................... .. .......................

................. Messnssnnnnsnnnnnnnnnnnsdannnnnnnnnnnnnnnnnnngilannnnnnnnnnnnnnnnnnnnnal

200000.000 —+-errereeereeeeee S— S— A S—
150000.000 errssrrresseersnne — - — —
100000.000 +rrvvvreeeeree S S T T

50000.000 —-eeserreeeeeeeemasion e e . ....................... O

500

1000

mg/|

1500

2000 2500

Kuvio 9. Fruktoosin kalibrointisuora

300000.00 -

250000.00 -

200000.00 -

150000.00 -

vaste

100000.00 -

50000.00 -

0.00
0.00

500.00

1000.00

mg/|

1500.00

2000.00

2500.00

Kuvio 10. glukoosin kalibrointisuora




24

700000.000

600000.000 -i—

500000.000 -

400000.000

vaste

300000.000

200000.000

100000.000 -

0.000

0.00

4 omenahappo

4

100.00 200.00 300.00 400.00 500.00 600.00 700.00 800.00
mg/l

Kuvio 11. omenahapon kalibrointisuora

300,000.000 -

250,000.000 -

200,000.000 -

150,000.000 -

vaste

100,000.000 -

50,000.000 -

# sakkaroosi

0.000

0.000

500.000 1000.000 p 1500.000 2000.000 2500.000
mg

Kuvio 12. sakkaroosin kalibrointisuora




25

1000000 _--"""""-E"""""""E .............. E..............E..............E. ............. ;..............E .............. E,. ............. .

Q00000 -vorevee oo TSR SR S T B S

; 4 sitruunahappo : : : : : : :
800000 _....'.........E..............: .............. : ;..............i..............;. ............. ?........... E .............. ;. ............. .

700000 deereseesebemeeserens e S T S VA A—

600000 —--vvveeves v o SN SR Jo T S S

vaste

500000 .............. _ ............. .............. .............
00000 L b e e
300000 | b b
200000 _ - .............. _ ............. . .............. - .............

100000

0 f 5 5 ? ? 5 ? ? 5
0.00 100.00 200.00 300.00 400.00 500.00 600.00 700.00 800.00 900.00
mg/I

Kuvio 13. sitruunahapon kalibrointisuora

Kalibroinnin virherajoilla on tarkoitus nayttaa, kuinka hyvin laitteiston antamat arvot
vastaavat syoltettyja arvoja. Tassa tapauksessa kalibrointiliuoksilla oli tunnetut
vahvuudet: 200, 500, 1000 ja 1500 mg/l sokereilla ja 100, 200, 500 ja 750 mg/I
hapoilla. Kalibrointisuorien pystyakselin vaste-arvo kertoo, kuinka suuren alan
piikki on piirtdnyt. Kalibrointisuorien arvoista tehtiin excel-ohjelman avulla
vakiovirheen tarkastelu. Keskivirheella tarkoitettaan sita, kuinka paljon viivan piste
poikkeaa suoralta.
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Taulukko 1. Keskivirheet.

_____________________  keskivirhe iR |
:Sakkaroosi i 365.660.999988 :
:glukoosi .+ 1216.88:0.999880
fruktoosi 543.78 : 0.999979 |
:omenahappo : 510.91:0.999997
S|truunahappo 609.52:0.999998

____________________________________________________________

Taulukosta 1 nakyy tyéssa kaytettyjen standardien keskivirheet. Siitd huomataan,
ettd virhe on pienimmilladn sakkaroosilla ja suurimmillaan glukoosilla. Tama kui-
tenkin vain tarkoittaa, ettd suoran pisteet poikkeavat keskim&arin viivalta taulukon
arvojen verran, mika standardisuorien lukuihin verrattuna on varsin pienta ja vai-
keasti huomattavaa. R%-arvo kertoo tuloksien tarkkuuden. Mita |&hempana yhta
arvo on, sitd tarkempia tulokset ovat. Lukuina keskivirheen arvot ovat varsin pienia

verrattuna vasteen arvoihin, ja poikkeamaan suoralta on vaikea huomata.
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5 TULOKSET

Jotta HPLC-laitteesta saisi tuloksia, pitda piikit ensin integroida. Piikkien pinta-alaa
pitdd ensin verrata standardien pinta-aloihin, jotta laite osaisi laskea tulokset oi-
kein. Koska naytteet haluttiin ilmoittaa g/100 g naytettd naytettd muodossa, tulok-
set oli laskettava itse. Alapuolisessa taulukossa on HPLC-laitteiston laskemat
mg/l-arvot perunan hapoille. Jotta naista arvoista saatiin g/100 g, jouduttiin laske-

maan seuraavasti.

Taulukko 2. Perunan hapot mg/I

1C 2C 3C 4C
Sitruunahappo | 281.135 | 318.752 | 347.143 | 280.858
omenahappo | 97.726 | 123.862 | 154.133 | 99.963
mg/50ml
Sitruunahappo | 14.05675 | 15.9376 | 17.35715| 14.0429
omenahappo | 4.8863 6.1931 | 7.70665 | 4.99815

Ensin muunnettiin taulukon arvot mg/50 ml, silla nayte liuotettiin 50 ml:aan tislattua
vettd. Tasta saatiin arvot. Nama arvot saatiin laskemalla seuraavasti. Taulukon 1
arvot jaettiin ensin 1000:lla ja tdméan jalkeen vield kerrottiin 50:lla. Kaavassa x

merkitsee arvoa mg/l

Y = x + 1000ml x 50ml (1)

Jokaista naytetta oli punnittu noin yksi gramma, mutta niiden tarkat arvot oli otettu
ylds. Koska naytteet oli kuivattu, niiden paino oli myds pienentynyt tdman kuivauk-
sen johdosta. Naytteet oli toimitettu tyéta varten valmiiksi kuivattuina, joten tuore-
painoa ei pystytty punnitsemaan naytteestd. Naytepakkauksissa oli ilmoitettu tuo-
re-paino, minka ansiosta pystyttiin laskemaan kuinka paljon 1 g kuivattua naytetta
oli tuoreena. Alla olevassa taulukossa on laskettu perunanaytteiden tuorepainot

kayttaen tarkkoja kuivapainoja.



Taulukko 3. Perunan naytepainot
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1C 2C 3C 4C
naytteen kuivapaino g 1.0029 1.005 1.0996 1.0006
1g kuiva = g tuore 4.3898 4.4072 4.5249 4.562
kuivamateriaali. % 22.78008 1 22.69014 : 22.09994 i 21.92021
tuorepaino g 4.40253 {4.429236| 4.97558 |4.564737

Kuivamateriaali = %X 100 (2)

g tuore arvo

Naytteen kuivapaino g

Tuorepaino (g) = <+ 100 (3)

kuivamateriaali %

Tuorepaino on saatu jakamalla naytteen kuivapaino, kuivamateriaalin maaralla ja
sen jalkeen jakamalla 100:lla. Kuivamateriaalin % -osuus on saatu jakamalla 1 1g=
g tuoreena arvolla, jonka jalkeen se on viela kerrottu 100:lla. Tamé& on havainnol-
listettu kaavassa 3

__ mg/50ml

tuorepaino g

+100g + 1000g (4)

Jotta tuorepainosta saadaan mg/g arvo, pitda se ensin jakaa tuorepainon arvolla.
Tasta mg/g arvosta saadaan mg/100g, jakamalla se 100:lla. Jotta saataisiin halut-
tu g/100g arvo, pitdéd mg/100g arvot vield jakaa 1000:lla. Alla olevassa taulukossa
4 nahdaan perunalle saadut happojen mg/g ja g/100g arvot.

Taulukko 4. Perunan mg/g arvot

1C 2C 3C 4C

Sitruunahappo | 3.19288 | 3.598273 | 3.488468 | 3.076387

omenahappo {1.109884{1.398232 |1.548895 | 1.094948

g/100g(tuore)

Sitruunahappo | 0.319288 { 0.359827 | 0.348847 | 0.307639
Omenahappo {0.110988{0.139823 {0.154889 { 0.109495
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Samalla tavalla lasketaan myds arvot naytteiden sisaltamille sokereille. Ylapuoli-

sessa taulukossa 5 on perunan sokereiden mg/l ja g/100g arvot. Porkkanan koh-

dalla tehtiin samat laskelmat kuin perunan, mutta porkkana ei sisaltanyt sitruuna-

happoa ja naytteita piti laimentaa, jotta sokerimaarat saataisiin standardien rajoi-

hin. Taulukossa 6 ndhdaan porkkanan sokereiden arvot laimennettuna ja laimen-

tamattomina

Taulukko 6. Porkkanan laimennetut sokeriarvot mg/l.

134C/1 186C/2
sakkaroosi 1138.215 1307.287
Glukoosi 630.427 325.344
Fruktoosi 649.901 396.217

mg/| (laimentamaton)
Sakkaroosi 4779.567 5321.104
Glukoosi 2611.192 1354.418
Fruktoosi 2614.062 1545.887

Laskelmat on tehty laimentamattomista arvoista, jotta naytteen sisaltdma sokerin

kokonaismaara saataisiin esille. Laimennetut naytteet tulisi kertoa neljalla, jotta

niitd pystyisi vertaamaan laimentamattomien naytteiden kanssa. Taulukossa 7 on

laskettuna porkkananaytteiden painot. Ne on laskettu samalla tavalla kuin aikai-

semmin lasketut perunan naytepainot.



Taulukko 7. Porkkanan naytepainot.

134C/2 | 186C/1

ndytteen kuivapainog{ 0.9771 0.9606

1g kuiva = g tuore 15.150 15.801
kuivamateriaali. % 6.60066 |6.328713
tuorepaino g 14.80307 | 15.17844

Taulukko 8. Porkkanan mg/g sokeriarvot.

134C/2 186C/1
""s};kk};r'&dé[ 11624359 117.91263
| Glukoosi | 8.874262 |4.559427 |
" Fruktoosi | 8.884015 |5.203976

___________________________________________________

Sakkaroosi 1.624359 11.791263
____G_!‘_‘_k_‘??_-‘:'________9-?3_?_7_‘_‘_2_‘?'____ 0.455343
Fruktoosi 0.888402 :0.520398

__________________________________________________
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Taulukossa 8 ndhdaan porkkananaytteiden sokeriarvot mg/g ja g/100g. Porkkana-

naytteille ei saatu sitruunahappopiikkia, joten se on jatetty pois taulukoita tehtaes-

sa. Liitteissa olevissa HPLC-laitteen antamissa naytekorteissa sitruunahappo na-

kyy porkkanan hapoissa, mutta sille ei piirtynyt piikkia, eika sille nain ollen ole ar-

voja. Taulukossa 9 on vield lopuksi porkkanan happojen arvot. Sitruunahapon olisi

voinut saada nakyville, muuttamalla punnittua ndytemaaraa suuremmaksi.

————————————————————————————————————————————
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5.1 Laskelma omenahapon ja fruktoosin erottamiseksi

Omenahapon ja fruktoosin erottamiseen voisi tietysti yrittda kayttaa yhtalén ratkai-
sua, koska tydssa kaytettiin kahta eri detektoria samaan aikaan ja niille on kaksi
eri arvoa. Tuntemattomina arvoina tassa yhtalén laskussa olisivat fruktoosi ja
omenahappo, joita voisi merkita x:lla ja y:lla. Koska kummatkin detektorit antavat
eri arvot, voitaisiin naiden arvojen olettaa olevan fruktoosin ja omenahapon yhteen
sulautumia. Rl-detektori antaa arvon 314,633 mg/l ja UV/Visible-detektori antaa

arvon 97,726 mg/l. Nain saataisiin yhtélénratkaisukaava seuraavaan muotoon.

{x+y = 97,726 mg/1 5
x +y = 314,633 mg/l (®)

Kaavassa on kaksi tuntematonta, omenahappo, y ja fruktoosi, x. Tasta yhtaldsta
ratkaistaan ylempi yhtal® y:n suhteen, josta saadaan seuraavanlainen yhtalé.

Y =x—97,726 mg/1 (6)

Yhtaléssa y on kerrottu omalla itseisarvollaan, jotta siitd saataisiin positiivinen lu-
ku. Tama yhtalo liitetddn aiemman yhtaléparin alempaan yhtaléén y:n paikalle,
josta saadaan seuraavanlainen yhtald.

x+x—97,726 mg/l = 314,633 mg/1 (7)

Tasta yhtaléstd saadaan ratkaistuksi x:n arvo, joka on 206,1795 mg/l. Tuo arvo
sijoitetaan y:n yhtaléén x:n paikalle ja y:lle saadaan arvo 108,4535 mg/I. N&in ollen
omenahapolle on saatu arvo 108,4535 mg/l ja fruktoosille 206,1795 mg/l. Nama
arvot ovat perunan 1C arvoja. Otetut arvot on jo integroitu ja silla saattaa olla vai-
kutusta tulokseen. Integroimattomia tuloksia ei ollut saatavilla naité laskuja lasket-
taessa.

5.2 Vertailu

Vertailun tarkoituksena on tutkia Turun yliopiston biokemian ja elintarvikekemian
laitoksella kaasukromatografialla samoista naytteista tehdyt tulokset. Huomattavaa



32

kuitenkin on, ettd Turun yliopiston tuloksissa varsinkin porkkananaytteet on katsot-
tu porkkanakeittonaytteind, jossa naytteesta puolet on oletettu olevan vetta. Jotta
naytteista saatiin selville porkkanan maéra, tulokset kerrottiin kahdella. Naytteissa
on myo6s kaytetty korjauskertoimia ja poikkeuksena on, ettd naytteitd punnitessa
niitd on punnittu 2 g.

e lcioo2€ o 3C 1 4C
|_Sakkaroosi | 3.5940 | 37486 | 3.1462 | 36138 |
___glukoosi | 26773 | 3.0564 i 42209 | 2779 |
. fruktoosi | 11801 | 15198 i 19108 | 1.3638 |
| Sitruunahappo | 4.1689 | 47466 | 47446 | 3.9442
omenahappo . 0.9248 1.1622 1.3156 0.9793

= = = = = ——— = = ——— —_—— e e = e = = = = - -

! ' 1c_ ' 2c ' 3¢ ! 4c !
' sakkaroosi  !3.665165'!3.982019!3.407552!  3.558682 !
| glukoosi | 3.36561 |3.814405,4.830452,  2.695566
. fruktoosi 1 3.57332 ,4.505438,5.580596,  3.468633
: : v , : }
I— === ———— = === === r-=---- 4H-=-=-=-=-- m—————-—— - 4
| sitruunahappo ' 3.19288 13.59827313.488468'  3.076387 !

1

1

Taulukoista huomataan, ettd perunanaytteissa Turun yliopiston ja omien valilla on
pienimmilld&dn sokereilla noin 0,07 mg/g ja suurimmillaan noin 3,78 mg/g. Happo-
jen kohdalla tuon eron vaihteluvali on pienempi silla suurimmillaan ero on 1,25
mg/g ja pienimmillaan noin 0,11 mg/g. Tuo ero on saattanut syntyd, koska tulokset
on saatu eri laitteilla ja eri menetelmilla. Eron voi myés tuoda korjauskertoimien

kayttd. Korjauskertoimilla korjataan laitteiston systemaattista virhettd, joka on saa-
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tu selville useilla toistoilla. Vaikka omissa tuloksissa ei ole korjauskertoimia, on
ensin selvitettava, onko niille tarvetta. Tama kuitenkin vaatisi useita toistoja ja ver-
tailua tulosten valilla. Eroavaisuuden voi myds tuottaa fakta, etta tydssa kaytetty
kolonni on ialtdan varsin vanha. Kolonnilla on ikda jo noin kymmenen vuotta ja silla
on tehty monia ajoja. Tama on saattanut kuluttaa kolonnia ja nain ollen silla saat-
taa olla vaikutusta tuloksiin. Porkkananaytteité oli hieman vaikeampi vertailla, mut-
tei mahdotonta. Seuraavassa taulukossa 12 on Turun yliopiston tulokset.

Vertailun vuoksi seuraava taulukko 13 nayttdd omat porkkana tulokset mg/g arvoi-

na.

Taulukko 13. Omat porkkananaytteet sokerit ja hapot mg/g.

———————————————————————————————————————————————————
————————————————————————————————————————————————————
____________________________________________________
----------------------------------------------------
————————————————————————————————————————————————————

____________________________________________________

Porkkananaytteissa ero sokereiden kohdalla oli suurimmillaan noin 13,5 mg/g ja
pienimmilld&dn noin 2,8 5mg/g. Ero suurimman ja pienimman arvon valilla nayttaa
olevan varsin suuri. Tuohon eroon saattaa syyna olla varsin moni asia, ja suurim-
maksi osaksi ero saattaa tulla laitteistosta ja eri menetelmasta. Ero saattaa myoés
syntya siita, ettd naytteitd on Turun yliopistolla punnittu 2 g ja omissa punnituksis-
sa vain 1 g. Omenahapon kohdalla ero oli vain noin 1-2 mg/g luokkaa. Sokeritu-
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lokset ovat varsin suurehkoja verrattuna happoihin, mutta kuten aikaisemmin mai-
nittiin, porkkananéaytteet sisélsivat paljon enemman sokereita kuin happoja. Turun
yliopiston tuloksissa nakyi sitruunahappo, jolle omissa naytteissd saatu aikaan
tulosta. Turun yliopisto oli kuitenkin punninnut enemman naytetta, ja tama ilmei-
sesti oli vaikuttanut sitruunahapon tuloksen saamiseen. Sitruunahapon tuloksia ei

pystytty vertailemaan juuri tdméan vuoksi.
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6 JOHTOPAATOKSIA

Tyd vastasi varsin hyvin tavoitteisiinsa, vaikka tulokset Turun yliopiston kanssa
poikkesivatkin jokin verran. Laitteistolle saatiin aikaan uusi prosessin kulku, joka
toimi varsin hyvin, ja tybohje saatiin aikaiseksi ja toimivaksi. Ty6ta kuitenkin pitaisi
vield jatkaa, jotta se muuttuisi rutiiniomaiseksi. Nain saataisiin virheiden osuus
pienemmaksi ja toistojen maéra kasvaisi. Naista toistoista pystyttaisiin saamaan
aikaiseksi korjauskertoimia ja mahdollisesti my6és nédhtaisiin, mistéd eroavaisuudet
Turun yliopiston tuloksien kanssa tulevat.

Toisena tavoitteena tasséa tydssa ollut sokereiden ja happojen pitoisuuksien maari-
tys toimi varsin hyvin. Kuitenkin pitéisi viela nahdéa, kuinka omenahapon ja fruktoo-
sin saisi eroamaan toisistaan. Tydssa kaytettiin asetonitriilia, mutta se sai vain ai-
kaiseksi epasiistin taustaviivan. Asetonitriili on my@s varsin kallista ja myrkyllista.
Toisien aineiden mahdollisuutta on viela tutkittava paremmin. Porkkanoiden koh-
dalla ei saatu sitruunahappoa erottumaan, mutta sen voisi saada, jos punnittua

naytemaaraa nostettaisiin.

Tybssa olisi voinut kayttdd useampiakin kolonneja, jotta esimerkiksi sakkaroosi
olisi erottunut paremmin. Vaikka kolonni rakenteensa vuoksi ei soveltunut sakka-
roosille huomattiin, ettd 1&mpdbtilaa laskemalla se saatiin erottumaan paremmin.
Toisaalta yhtd kolonnia kayttamalla saastyi aikaa ja materiaaleja, koska kun pystyi
tekemaan kaiken kerralla. Muitakin kolonnivaihtoehtoja tarkasteltiin ty6ta varten,
vaihtoehtona voisi olla tyéssa kaytetty kolonni, Aminex HPX-87H, joka on happo-
kolonni ja sen rinnalla voisi kayttdd Aminex HPX-87P:a, joka on hiilihydraattikolon-
ni. Nain pystyttaisiin saamaan tarkempia erotuksia. Tama kuitenkin aiheuttaa sen,
ettd ajot on tehtava kahteen eri otteeseen, joiden valilla kolonni vaihdetaan. Vaih-
taminen pidentaa kokonaisprosessiaikaa, ja happo- ja hiilihydraattimaaritykset teh-

taisiin omina maarityksinaan.

Omenahapon ja fruktoosin erottamiseksi mietitty laskukaava on viela liilan yksin-
kertainen ja sita pitaisi jatkaa, jotta nahtaisiin, kuinka paljon laskukaavan avulla
saadut tulokset poikkeavat, ilman sita lasketuista tuloksista. Turun yliopiston tulok-

siin verrattuna fruktoosin arvo nayttaisi hyvalta, mutta omenahappoa tulisi vield
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enemman. Integroinnin osuutta pitéisi vield tarkastella enemman ja se on var-
maankin aiheuttanut virhetta laskukaavaa kaytettdessa. Laskukaava on kuitenkin
vain esimerkkinad tavoista, kuinka omenahapon ja fruktoosin saisi tuottamaan pa-

rempia tuloksia.
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Liite 1. Perunan hapot

Untitled

INFORMATION

Empower”3
SAMPLE
Sample Name: C1
Sample Type: Unknown
Vial: 14
Injection #: 1
Injection Volume: 10,00 ul
Run Time: 26,0 Minutes
Date Acquired: 13.03.2012 15:46:11 EET
Date Processed: 15.03.2012 10:50:56 EET

Acquired By:

System

Sample Set Name testing 130312

Acq. Method Set:

Happo_sokeritestaus 120312

Processing Method Prosessointi 150312 happo

Channel Name:
Proc. Chnl. Descr.:

2487Channel 1
2487Channel 1

Auto-Scaled Chromatogram

0025

0020

citric acid - 9,568

00157

AU

0,010

0,005

malic acid - 11,502

N\ N\

2,00 4,00 6,00 8,00 10,00

Peak Results

U
12,00 14,00 16,00

Minutes

Name RT Area | Height | Amount

Units

citricacid | 9,568 | 327547 | 15880 | 281,135

N

malicacid | 11,502| 86014 | 3967 | 97,726

18,00 20,00 22,00 24,00

26,00

Reported by User: System
Report Method: Untitled
Report Method IL 125
Page: 1 of 1

Project Name:

Happo testimenetelma
Date Printed:
10.05.2012

10:28:59 Europe/Helsnki




Liite 2. Perunan sokeri

SAMPLE INFORMATION

Sample Name:  C1 Acquired By: System

Sample Type: Unknown Sample Set Name testing 130312

Vial: 14 Acq. Method Set:  Happo_sokeritestaus 120312
Injection #: 1 Processing Method Prosessointi 140312_2
Injection Volume: 10,00 ul Channel Name: 410

Run Time: 26,0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 410

Date Acquired: 13.03.2012 15:46:11 EET
Date Processed:  14.03.2012 15:24:57 EET

Auto-Scaled Chromatogram
2504
2,004
1,501
1,001
>
:
050
000]
-0501
1,007
lll|lIl||ll|ll||Ill|ll||lll|lll||II|II1||II|III|III
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 200 2400 2600
Minutes
Peak Results
Name | RT | Area |Height | Amount | Units
1|sucrose | 895637058 | 1539322720
2 9835| 29939 1361
3 [ glucose | 10589 [ 38294 [ 1518 | 296,344
4 [fructose | 11,664 (41908 | 1507 | 341,633
Reported by User. System Project Name: Happo testimenetelméa

Report Method: Untitled Date Printed:



Liite 3. Porkkanan 134C sokerit

Empower”3 :
ik - Untitled
SAMPLE INFORMATION
Sample Name: 134C/2 Acquired By: System
Sample Type: Unknown Sample Set Name testing 130312
Vial: 19 Acq. Method Set:  Happo_sokeritestaus 120312
Injection #: 1 Processing Method Prosessointi 140312_2
Injection Volume: 10,00 ul Channel Name: 410
Run Time: 26,0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 410
Date Acquired: 13.03.2012 18:02:13 EET
Date Processed:  14.03.2012 15:43:15 EET
Auto-Scaled Chromatogram
2001
1 <
5 8
| o <
20,001 TN
1 o
iz
1&00: © .S.
S |
=
10,001
s
000]
.lll[llll'l'llllllllllll'l"[lll[lllllllllll'll']l"
400 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600
Minutes
Peak Results
Name | RT | Area |Height| Amount | Units
1| sucrose | 8950 568239 | 26247 | 4779,567
2 9667 8793 431
3| glucose | 10,574 | 343507 | 13059 | 2611,1%2
4| fructose | 11,633 | 334385 | 13021 | 2614,062
Reported by User: System Project Name: Happo testimenetelma
Report Method: Untitled Date Printed:
Report Method I[125 10.05.2012

Page: 1 of 1

10:21:37 Europe/Helsink



Liite 4. Porkkanan 134C hapot

Untitled
SAMPLE INFORMATION
Sample Name: 134C/2 Acquired By: System
Sample Type: Unknown Sample Set Name testing 130312
Vial: 19 Acq. Method Set:  Happo_sokeritestaus 120312
Injection #: 1 Processing Method Prosessointi 150312 happo
Injection Volume: 10,00 ul Channel Name: 2487Channel 1
Run Time: 26,0 Minutes Proc. Chnl. Descr.:  2487Channel 1
Date Acquired: 13.03.2012 18:02:13 EET
Date Processed:  15.03.2012 11:26:56 EET
Auto-Scaled Chromatogram

00601
00501

] 3
0,040 .

- ] é
< 0030+ g

] =

] g
0,0201

. 8
0010 Kv\ o Jk
0 aYe A ‘/\

LA B B I R B B B B B R B

2,00 400 6,00 800 1000 1zoo 1400 1&00 1&00 moo 2200 2400 26,00
Minutes
Peak Results
Name | RT | Area |Height | Amount | Units

1|citricacid | 9,567

2 11,105| 99577 5818

3| malic acid | 11,501 436365 | 17692 | 498,005
Reported by User: System Project Name: Happo testimenetelma
Report Method: Untitled Date Printed:
Report Method IL 125 10.05.2012
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Liite 5. Porkkanan 186C sokerit

Report Method: Untitled
Report Method I[125
Page: 1 of 1

Untitled
SAMPLE [INFORMATION
Sample Name: 186C/1 Acquired By: System
Sample Type: Unknown Sample Set Name testing 130312
Vial: 20 Acq. Method Set:  Happo_sokeritestaus 120312
Injection #: 1 Processing Method Prosessointi 140312_2
Injection Volume: 10,00 ul Channel Name: 410
Run Time: 26,0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 410
Date Acquired: 13.03.2012 18:29:25 EET
Date Processed:  14.03.2012 15:46:30 EET
Auto-Scaled Chromatogram
30,007
=
Z)OO- <
] R B
[
2 1500 e 5
= ] S
- 3 £
10,00 s 2
« a -
son]
0,
LI e e e e e e e
2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 20,00 2,00 2400 26,00
Minutes
Peak Results
Name | RT | Area |Height| Amount | Units
1[sucrose | 8957 | 632781 | 29344 | 5321,104
2 9853 14133 660
3| glucose | 10,578 | 177801 | 6388 | 1354418
4| fructose | 11,674 196004 | 7214 | 1545887
Reported by User: System Project Name: Happo testimenetelma

Date Printed:
10.05.2012
10:20:26 Europe/Helsnki




Liite 6. Porkkanan 186C hapot

Empower”3 .
Vi i Untitled
SAMPLE INFORMATION
Sample Name: 186C/1 Acquired By: System
Sample Type: Unknown Sample Set Name testing 130312
Vial: 20 Acq. Method Set:  Happo_sokeritestaus 120312
Injection #: 1 Processing Method Prosessointi 150312 happo
Injection Volume: 10,00 ul Channel Name: 2487Channel 1
Run Time: 26,0 Minutes Proc. Chnl. Descr.:  2487Channel 1
Date Acquired: 13.03.2012 18:29:25 EET
Date Processed:  15.03.2012 11:51:10 EET

Auto-Scaled Chromatogram
025+
020+
0,15+
2]
2 o
.
0,10+ A
b=/
8
2
0,054 N
ot
-
J :}-/‘\ JAN VAN
o PAXo Y
LN B B

200 4,00 6,00 8,00 10,00 1200 14,00 16,00 1800 2000 2200 2400 2600
Minutes

Peak Results
Name | RT | Area |Height | Amount | Units

citricacid | 9,567
2 11072| 133773 | 7236
malic acid | 11,513 | 565224 | 24105 | 645,351

-

w

Reported by User. System Project Name: Happo testimenetelma
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Liite 7. Ty6ohje

Tyoohje happo ja sokerimaarityksille HPLC-laitteella

Tarvikkeet: punnitusalustoja, 50ml mittapulloja, pipetteja (pasteur), sentrifuugi,

lampdhaude, muovisia koeputkia, muoviruiskuja, ruiskusuodattimia (nylon)
Ajoliuoksen valmistus

Tarvittavat aineet ovat: vakeva rikkihappo ja tislattu vesi

Valmistetaan vakevasta rikkinaposta 0,005 M- liuos

Standardien valmistus

Standardien vahvuudet

Hapoilla on: 100 mg/l, 200 mg/l, 500 mg/l, 750 mg/I

Sokereilla: 200 mg/l, 500 mg/l, 1000 mg/l, 1500 mg/l ja 2000 mg/I
Tarvittavat hapot ovat: sitruunahappo ja omenahappo

Tarvittavat sokerit ovat: Sakkaroosi, fruktoosi ja glukoosi

Standardien valmistuksessa hapot ja sokerit liotetaan tislattuun veteen.
Naytteen kasittely

Punnitse naytettd 1g. Kaada nayte muoviseen koeputkeen, lisdad koeputkeen 25
ml tislattua vetta. Vortexoi nayte. Laita koeputket vesihauteeseen kolmeksi minuu-
tiksi. Vortexoi uudelleen. Laite naytteet sentrifuugiin 15 minuutiksi, sentrifuugin
kierrosnopeudeksi laitetaan 4000 kierrosta minuutissa. Kerdd neste talteen 50

ml:n mittapulloon.

Toista kaikki vaiheet, mutta lisaa tislattua vetta naytteen sekaan 15 ml, ja nesteen
kerayksen jalkeen toista kaikki vaiheet kolmanteen kertaa, mutta lisaa talla kertaa
tislattua vetta vain 10 ml. Jos mittapullo jaa vajaaksi, lisaa tislattua vetta merkkivii-
vaan asti. Suodata naytteet ennen kyvetteihin laittoa ruiskusuodattimien avulla.



Laitetaan naytteet ja standardit naytteenottolaitteen néaytepulloihin, 3-4 ml kyvettia
kohden. Laita kyvetit laitteen ndytekaruselliin.

HPLC- ajon asetukset:

RI-detektori voidaan laittaa paalle edellisena paivana. Tarkista, ettd ennen tietoko-
ne-ohjelman avaamista, etta detektorit ovat paalla. Tarkista, etta jatepulloissa on

tilaa, vaihda tarvittaessa uusiin ennen ajon aloittamista.

Aseta pumpuille ajoliuoksen virtausnopeudeksi 0.5 ml/min. Kolonniuunin [ampéti-
laksi laitetaan 30 °C. Aseta naytteenottolaitteelle naytteen otto méaéaraksi 10 pl.
Ajoajaksi laita 30 min naytettd/standardia kohden.

Tulosten laskenta

Integroi standardien piikkien pinta-alat, ja verrataan niitd naytteiden pinta-aloihin.
Laite antaa tulokset mg/I.



