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Opinnaytetyo tehtiin Kajaanissa kesalla 2016 Oulun yliopiston Kajaanin yliopistokeskuk-
seen kuuluvassa Mittaustekniikan yksikossa. Tyo liittyi hankkeeseen, jonka tarkoituksena
on perunateollisuudesta tarpeettomaksi jadvien perunankuorijétteiden sisaltdmien yhdis-
teiden hyodyntdminen. Hankkeen yhtend tavoitteena on etsid perunankuorijatteiden
raaka-aine-, prosessointi- ja uuttomahdollisuuksia klorogeenihapon rikastamiseen, joka
on opinndytetyoni aiheena.

Tavoitteena oli tutkia klorogeenihapon rikastamista perunankuoresta menetelmilla, joita
tulevaisuudessa voidaan hyddyntaa teollisuudessa. Tarkoituksena oli 16ytaa ne kasittely-
menetelmat perunalle, jotka edesauttavat klorogeenihappopitoisuuden sailymisté ja rikas-
tamista perunankuorimassassa. Nestekromatogafinen analyysimenetelmd, jota kaytettiin
klorogeenihappojen méaarittamiseen tuhtkimusnaytteista validoitiin. Perunankuorimassan
esikasittelymenetelmand testattiin erilaisia sulatus- ja kuorintamenetelmid. Klorogee-
nihapon erottamiseen kuorimassasta tutkittiin elintarvikesovelluksissa hyvaksyttavia
vesi- ja etanoliliuoksia. Vertailumenetelmana kéytettiin hapanta metanoliuuttoa, joka on
tunnetusti tehokas ja yleisesti kéaytetty tekniikka fenolisten yhdisteiden uutossa. Kloro-
geenihapon rikastamista perunankuorimassauutteista tutkittiin pylvaskromatografisilla ja
kryokonsentraatioon seka alipainehaihdutukseen perustuvilla tekniikoilla.

Tulosten perusteella paras séilyvyys klorogeenihapolle saadaan, kun kuorinta suoritetaan
puolikypsélle perunalle. Pakastetun perunankuorimassan sulatuksessa mikroaaltouunin
kaytto oli tutkituista menetelmisté sdilyvyyden kannalta paras vaihtoehto. Validoinnissa
saatujen parametrien perusteella voidaan todeta kdytetyn HPLC- analyysimenetelmén
olevan hyvin soveltuva kayttotarkoitukseensa. Sen sijaan klorogeenihapon konsentroin-
timenetelmét kaipaisivat viela lisdtutkimuksia, jotta 16ydetdan teollisuusprosessissa par-
haiten hyddynnettavd menetelma.

Asiasanat: klorogeenihappo, HPLC, validointi, analytiikka



ABSTRACT
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This thesis was done in the University of Oulu, Kajaani University Consortium, Unit of
Measurement Technology during the summer of 2016. This work was linked to a project
which has a purpose to exploit valuable compounds in potato peel waste produced in the
potato industry. The subject of the project is to search for possibilities in different type of
potato peel raw materials and processing for enrichment of chlorogenic acid, which is the
main subject of my thesis.

The purpose of this thesis was to investigate whether it is possible to enrich the chloro-
genic acid from potato peels using methods that could be utilized in the industry in the
future. The aim was to find those treatment methods for potatoes, which will contribute
to the preservation of the chlorogenic acid content in potato peels. Pretreatment methods
were studied in a variety of melting and peeling applications. The second aim was to find
a food applicable extraction solutions (water and ethanol) for sample processing, whereas
acidic methanol was used a reference solvent for quantitative analysis of chlorogenic acid.
The method, which was used in the determination of chlorogenic acid was validated.

Results showed that the best stability of chlorogenic acid was obtained when the peeling
was done to a medium rare potato. Using a microwave oven to melt frozen potato peel
was the best studied method for extending preservation time of chlorogenic acid. On basis
of the results obtained in the validation, it can be said that the used HPLC method was
valid and reliable for determination of chlorogenic acid. More research is needed to find
an efficient enrichment method of chlorogenic acid from potato peels that could be ap-
plied to the industrial scale.

Key words: chlorogenic acid, HPLC, validation, analytics
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1 JOHDANTO

Peruna on yksi tarkeimmistd ravintokasveista Suomessa ja sitd kdytetadn kotitalouksissa
ruoanvalmistuksessa ja teollisuudessa raaka-aineena. Perunat ovat maanalla kasvavien
varsien mukuloita, joiden muoto, véri ja koko vaihtelevat lajin mukaan. Perunan raaoissa
mukuloissa on 17 mg/100g klorogeenihappoa, néin ollen sité pidetaan potentiaalisena tut-

kimuskohteena.

Opinnaytetyon aiheena oli klorogeenihapon analytiikka ja rikastaminen perunankuoresta.
Tavoitteena oli tutkia, onko klorogeenihapon rikastaminen perunankuoresta mahdollista.
Tarkoituksena oli 16ytaa perunateollisuuteen ne kasittelymenetelmét, jotka eivét tuhoa
perunankuorimassasta 10ytyvid hyddynnettavia yhdisteitd. Tarkoituksena oli saada sel-
ville sulatus-, kuorinta-, uutto-, ja sulatusmenetelmat, jotka edesauttavat klorogeenihapon
séilymistd perunankuorimassassa. Tyo toteutettiin siten, ettd perunalle tehtiin erilaisia
kuorinta-, sulatus- ja uuttokokeita, joiden aikana ja jalkeen klorogeenihappopitoisuus mi-
tattiin. Kasittelyjen jélkeen perunankuorimassaa sdilytettiin erilaisissa lampdtiloissa kah-
den viikon ajan ja pitoisuuden muutoksia seurattiin kolmena eri ajankohtana. Tarkoituk-
sena oli myos l6ytaa elintarvikesovelluksiin kelpaava uuttoliuos analytiikassa kéytetyn

happaman metanolin tilalle.

Klorogeenihapon madritykseen kaytetty nestekromatografinen menetelmé validoitiin,
jotta pystyttiin todistamaan sen patevyys Kyseiseen maaritykseen. Menetelmélle maari-
tettiin sen toistettavuus, toteamisraja, madaritysraja, lineaarisuus ja systemaattinen virhe.
Naiden parametrien avulla pystyttiin toteamaan menetelmén toimivuuden klorogee-

nihapon méaritykseen.



2 TEOREETTINEN TAUSTA

2.1 Klorogeenihappo

Klorogeenihappo (chlorogenic acid CGA) on fenolinen karboksyylihappo eli sen bent-
seenirenkaaseen on suoraan kiinnittyneena hydroksyyliryhma. Happoa on runsaasti kah-
vipavuissa, mutta niitd 10ytyy myos hedelmisté ja kasveista. Klorogeenihappoa on eniten
kahvi- ja perunateollisuuden sivuvirroissa. Se on vesiliukoinen yhdiste ja sitd muodostuu,
kun kahvi- ja kiinihappo muodostavat esterin (kuvio 1). Hajoamistuotteena elimistossa

muodostuu péaasiassa kahvihappoa. (Vilhunen, 10.)
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KUVIO 1. Klorogeenihappoa syntyy kun kahvi- ja kiinihappo muodostavat esterin (Vi-

hunen, muokattu)

Klorogeenihapolla on antioksidanttisia vaikutuksia eli sen tehtavana elimistossa on est&é
muiden yhdisteiden hapettuminen. Silla on todettu olevan ehkéisevaa vaikutusta sydan-
ja verisuonitauteihin. (The journal of nutrition, 66). Joitakin klorogeenihappoa siséltavia
kasveja kaytetadn yrttiladkkeiné esimerkiksi sydan- ja verisuonitautien, anemian ja reu-

man itsehoidossa. (Zeiger, 4.)

Klorogeenihappopitoisuus perunan raaoissa mukuloissa on 17 mg/100g ja siita noin puo-
let on perunan kuorissa. La&mpdtila ja maaperan koostumus vaikuttavat perunan klorogee-
nihappopitoisuuteen. Pitoisuus kasvaa, kun peruna altistuu kylmélle, viruksille tai kol-
hiintuu. Séilytyksen tulee tapahtua matalassa lampdtilassa pimeésséd, koska altistuminen
valolle lis&4 klorogeenihapon méaaraad perunassa. Keittdminen ja kasittely mikroaaltouu-
nissa vahentavat pitoisuutta 35- 55 % alkuperaisestd, kun taas hdyrytetty peruna siséltaa

saman maaran klorogeenihappoa kuin raaka peruna. (Zeiger, 7-8.)



2.2 Korkean erotuskyvyn nestekromatogafi (HPLC)

Kromatografia on menetelma kemiallisten yhdisteiden erottamiseen ja tunnistamiseen,
joten sitd kaytettiin tyossa klorogeenihapon madrittdmiseen néytteistad. Kromatografian
periaatteena on se, ettd aineiden erottuminen tapahtuu liikkuvan ja liitkkumattoman faasin
valilla. Liikkumaton faasi on kiinted ja liikkuva faasi nestetta tai kaasua. Korkean erotus-
kyvyn nestekromatografia (high performance liquid chromatography HPLC) on yksi kro-
matografian muoto, jota kdytetddn erityisesti kvantitatiiviseen analysointiin.(Opetushal-
litus.)

Laitteisto koostuu alla olevan kuvion (kuvio 2) mukaisesti pumpusta, injektorista, kolon-
nista ja detektorista. Tutkittava ndyte injektoidaan ndytteensyottoventtiilin kautta kolon-
niin, jossa se etenee kolonnissa virtaavan ajoliuoksen mukana. Ajoliuoksen tasaisen vir-
tauksen kolonnissa saa aikaan pumppu. Nayte hoyrystyy kolonnissa ja siita erottuvat par-
tikkelit liikkuvat sitad pitkin ja saapuvat eri aikoihin detektorille. Erottuminen perustuu
yhdisteiden vuorovaikutukseen ajoliuoksen ja kolonnin kanssa. Detektori havaitsee eri
komponenttien tuottamat signaalit ja piirtd& niist4 kuvaajan ajan funktiona. (Jaarinen &
Niiranen 2005, 154.)
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KUVIO 2. Korkean erotuskyvyn nestekromatografin periaate (Opetushallitus, muo-
kattu)




Pumppu saa aikaan ajoliuoksen litkkumisen kolonnia pitkin, joten silta vaaditaan luotet-
tavaa toimintakykya erilaisilla virtausnopeuksilla ja paineilla. Pumpun avulla saadaan
aikaiseksi portaaton liuosten tilavuussuhteiden muuttaminen ajon aikana. Pumput ovat
materiaaliltaan terdstd ja ne ovat yleensé resiprookkipumppuja, jossa kammiossa oleva
manta edestakaisin liikkuessaan tyontaa eluenttia venttiilin kautta kolonnin. Pumppua ei
saa kayttaa kuivana, joten taytyy pitda huolta eluentin riittdvyydestd. (Jaarinen & Niira-
nen 2005, 162-163.)

Ajoliuoksena kaytetadan yleensa vahintaan kahta erilaista seosta. Liuosten vélistd suhdetta
muuttamalla saadaan selville ne olosuhteet, joissa ndytteen komponentit saadaan parhai-
ten erottumaan toisistaan. Analyyseissé on kaytetty gradienttiajoa, jossa ajoliuosten vé-
listd suhdetta muutetaan ajon aikana. Gradienttiajoa kaytetaan silloin, kun naytteen sisél-
tdmat komponentit ovat poolisuudeltaan erilaisia. Tdmé aiheuttaa sen, etté joillekin kom-
ponenteille lyhyen retentioajan antava ajoliuosten suhde antaa toisille komponenteille

kohtuuttoman pitkan retentioajan. (Jaarinen & Niiranen 2005, 160- 162.)

Néyte syotetddn kolonniin automaattisen tai manuaalisen injektorin avulla. Naytteensyot-
tOvaiheessa pumppu pumppaa ajoliuosta kolonniin. Kun ndyte injektoidaan ruiskulla
naytteensyottdsilmukkaan, niin virtaava ajoliuos kulkee silmukan kautta ja kuljettaa nayt-
teen mukanaan kolonniin. Automaattista ndytteensyottajaa kéaytettdessa voidaan laatia
laitteelle ajo-ohjelma, jonka mukaan laite analysoi néytteet. (Jaarinen & Niiranen 2005,
165.)

Tutkittavan naytteen tulee olla kokonaan liuenneena, koska erilaiset partikkelit voivat
tukkia laitteiston osia. Ajoliuokset ja naytteet tuleekin suodattaa ennen niiden kayttoa.
Néytettd liuottaessa tulee ottaa huomioon kaytettdva ajoliuos, jottei niiden reagoidessa
muodostu esimerkiksi sakkaa. Jotta nayte ei saostuisi, se liuotetaan ajoliuokseen tai sita

heikompaan liuokseen. (Jaarinen & Niiranen 2005, 170.)

Kromatografinen erottelu tapahtuu kolonnissa, joten sen valintaan tulee Kiinnittaa eri-
tyistd huomiota. Kolonni on terésputki, joka on pakattu hyvin pienilla kiinteilla stationaa-
ripartikkeleilla, joiden tehtavané on kuljettaa ndytteen komponentteja eteenpéin. Ennen
varsinaista kolonnia suositellaan kaytettdvaksi esikolonnia. Esikolonnin tehtdvana on

suojata varsinaista kolonnia keradmalla mahdolliset epdpuhtaudet ndytteesta. Y leisimmat
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station&drifaasit ovat adsorptiofaasit, kemiallisesti sidotut faasit ja ioninvaihtofaasit.
Opinnaytetyon klorogeenihapon maérityksissa on kéytetty kemiallisesti sidottua faasia eli
silikapohjaista faasia. Suurin osa faasin sisaltamisté silikan hydroksyyliryhmista on kor-
vattu suoraketjuisilla hiilivedyill&, joissa on poolisia substituutioryhmié. Tydssa kaytetty
kolonni on C18-materiaalia, jossa suurin osa hydroksyyliryhmista on korvattu oktadekyy-
liryhmilld. (Jaarinen & Niiranen 2005, 156.)

Detektori on laitteen osa, joka pystyy erottelemaan tutkittavat yhdisteet. Sen havaitse-
mista yhdisteistd saadaan kromatogrammi. Y hdisteen antaman signaalin suuruus on suo-
raan verrannollinen ndytteen konsentraatioon ja injektoituun nayteméaaraan. Nestekroma-
tografiassa ei ole yleisdetektoreja, joten detektori tulee valita tutkittavien yhdisteiden mu-
kaan. Yleisin detektori on UV/Vis-detektori, jota kdytetdan, kun tutkittavan yhdisteen ab-
sorptio tapahtuu UV-sateilyn tai nédkyvén valon alueella. Opinnaytetyon analyyseissa
kaytetyssa laitteistossa on kaytetty diodirividetektoria, joka on UV/Vis-detektori. Dio-
dirivilla varustetulla detektorilla saadaan aikaan UV/Vis-spektri milla tahansa aallonpi-
tuudella. (Jaarinen & Niiranen 2005, 165- 166.)

2.3 Rikastaminen

Rikastaminen on teollisuudessa kaytetty menetelmd, jossa tutkittavasta ndytteesta poiste-
taan hyodyton aines. Tyossa rikastamisen kohteena on perunankuorimassa, josta halutaan
rikastaa klorogeenihappoa. Testauksessa kaytetddn kolmea eri keinoa: kryokonsentroin-

tia, sumukuivausta ja polyvinyylipolypyrrolidonista tehtya pylvasta. (CEMIS-Oulu, a.)

Kryokonsentrointi on erotusmenetelmd, jota ké&ytetddn erityisesti elintarviketeollisuu-
dessa konsentroimaan esimerkiksi proteiineja ja vesiliukoisia vitamiineja. Menetelmén
periaatteena on se, etta jaatyneesta naytteesta erotetaan sentrifugoimalla erilleen jaatynyt
vesi ja tutkittava yhdiste. Talloin tutkittavan yhdisteen pitoisuus erotetussa nesteessé on
suurempi kuin alkuperéisessa naytteessa. (Khajehei & Niakousari, 1-2.)

Sumukuivaus on teollisuudessa kaytetty keino, jolla kuivataan nestemaisid materiaaleja.

Se on prosessi, jossa nestemdinen liuos sumutetaan pienind pisaroina kuumaan kaasuvir-
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taan, jolloin liuotin haihtuu ja kuivauksen tuloksena muodostuu jauhetta. Kuivausta jat-
ketaan kunnes saavutetaan haluttu kosteuspitoisuus muodostuvissa partikkeleissa. (CE-
MIS-Oulu, a.)

Polyvinyylipolypyrrolidoni (PVVPP) on yhdiste, jota kaytetdan elintarviketeollisuudessa
stabilointiaineena. Oluttuotannossa PVPP:a kéytetddn oluen kirkastuksessa, koska se
muodostaa peptidisidoksen tanniinien kanssa ja saostaa ne astian pohjalle. Peptidisidok-
sella tarkoitetaan kahden aminohapon vélistd amidisidosta. (Ashland.) Rikastuksen tes-
tauksessa PVPP:n tarkoitus on sitoa naytteen sisaltdma klorogeenihappo, jonka jalkeen

se irrotetaan etanolipesujen avulla.

2.3.1 Pyo6rohaihdutus

Pydrohaihdutus on nopeutettua alipainehaihdutusta, jota kéytetdén esimerkiksi liuottimen
tai veden poistoon naytteesta. L&mpdvesihauteessa olevaa naytekolvia pyoritetddn moot-
torin avulla, jolloin [Ammdnsiirto nopeutuu ja haihtuminen tehostuu. Testauksissa pyoro-
haihdutusta kaytettiin etanolin poistoon néytteesta, jotta sen etanolipitoisuus olisi alle 10

% jatkokasittelya varten. (Orgaanisen kemian verkosto.)

2.3.2 Refraktometri

Refraktometri on laite, jolla mitataan nesteen taitekerrointa. Naytteen taitekerroin maari-
tell&&n valon nopeuksien suhteen tyhjidssé. Kertoimen suuruuteen vaikuttaa valon eri ete-
nemisnopeus kussakin aineessa. Taitekertoimen avulla saadaan selville liukoisen aineen
kuten sokerin kokonaispitoisuus ndytteessa. Mittaamalla taitekerrointa saadaan myos sel-
ville naytteen tiheys, lampdtila ja liuenneiden aineiden konsentraatio ndytteessa. Rikas-
tamisen eri tydvaiheissa naytteistd maaritettiin liuenneiden aineiden konsentraatio. Kon-
sentraatio saatiin Brix-arvona joka kertoo montako prosenttia nestemaisesta naytteesta on
liuenneita aineita. (CEMIS- Oulu, b.)
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2.4 Validoinnin tarkoitus

Validoinnin tarkoituksena on saada selville menetelmén soveltuvuus kayttotarkoitukseen.
Validointi suositellaan tehtdvéaksi silloin kun kyseessa on uuden menetelmén kehittami-
nen tai jo olemassa olevaa menetelmé&a halutaan parantaa. Validointi on suoritettava uu-
delleen, jos menetelmé&é tullaan parantamaan, uudistamaan tai laitetta vaihdetaan. Mit-
taustuloksista lasketaan erilaisia parametreja, jotka ilmaisevat mittausmenetelman sopi-
vuuden kyseistd madritysta varten. Menetelmélle on tehtéva tarvittavat muutokset, jos

saadut parametrit siitd viestivat. (Mittatekniikan keskus, 25-26.)

Tydssa validoidaan menetelma, jota kéytetddn HPLC:11a fenolisten happojen maarittami-
seen. Validointi koskee fenolisista hapoista vain klorogeenihappoa. Menetelman vali-
doinnissa tutkittavat asiat ovat menetelmén toistettavuus, toteamisraja, maéritysraja, line-

aarisuus ja systemaattinen virhe.

2.4.1 Menetelman toistettavuus

Menetelman toistettavuudella tarkoitetaan mittaustulosten yhtenevyyttd, kun mittaukset
suoritetaan samalla ndytteelld ja samalla laitteella lyhyella aikavalilla. Menetelman tois-
tettavuus méaéritetadan niin, ettd standardia numero 3 mitataan 6 kertaa. Saaduista tulok-
sista lasketaan keskihajonta, joka kuvaa tulosten ryhmittymista keskiarvon ympadrille.
Mitd vahemman saadut tulokset poikkeavat keskiarvosta, sita pienempi on keskihajonta.
(Mittatekniikan keskus, 37.)

2.4.2 Toteamis- ja madaritysraja

Toteamis- ja méaaritysraja lasketaan standardisuorasta saatujen tulosten avulla. Yhtal6issa
tarvittavat leikkauskohdan keskihajonta ja kulmakerroin saadaan tekemalla Excel-ohjel-
malla regressioanalyysi tuloksista, jotka saadaan toistettavuutta mitattaessa. Toteamis-
raja on pienin mahdollinen pitoisuus, joka voidaan menetelmaéll& luotettavasti todeta. Raja
(LOD) lasketaan yhtalon 1 avulla. (Jaarinen & Niiranen 2005, 13.)
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C(LOD) = 3% (1)

missé
So = leikkauskohdan keskihajonta

B1 = kulmakerroin

Méadritysraja (LOQ) lasketaan yhtaloll 2 ja se on pienin mahdollinen pitoisuus, joka voi-
daan madrittad luotettavasti. Se on myo6s pienin mahdollinen pitoisuus, jolla voidaan

tehdd kvantitatiivinen méaaritys. (Jaarinen & Niiranen 2005, 13.)

0-5 (2)
B,

1
C(LOQ) =

missé
So = leikkauskohdan keskihajonta

B1 = kulmakerroin

2.4.3 Lineaarisuus

Lineaarisuudella tarkoitetaan menetelmén kykya antaa tietylla alueella hyvaksyttava li-
neaarinen korrelaatio naytteiden ja standardisuoran vélill4. Standardisuora ajetaan kolme
kertaa perdkkéin ja sen taytyy kattaa koko mittausalue. Saaduista tuloksista nahdaan,
ovatko muodostuneet suorat lineaarisia. Tuloksien avulla tehdaan regressiosuora, josta

voidaan arvioida menetelman lineaarinen alue. (Jaarinen & Niiranen 2005, 13.)
2.4.4 Systemaattinen virhe
Systemaattinen virhe vaikuttaa menetelman tarkkuuteen ja se ilmenee aina samansuurui-

sena, kun tiettya naytettd mitataan muuttamatta mittausolosuhteita. Kun mittaolosuhteita

el muuteta niin systemaattinen virhe voi johtua vaarastd mittaustavasta tai mittalaitteessa
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tapahtuvasta virheesta. Systemaattinen virhe lasketaan siten, ettd standardia, jonka pitoi-
suus tunnetaan, mitataan 6 kertaa. Virhe lasketaan keskiarvon poikkeamana tiedetysta
pitoisuudesta yhtalon 3 avulla. (Mittaustekniikan keskus, 30-31.)

(x —a) 3)

0 =
B% a-100

missé
B % = systemaattinen virhe
X = saatujen tulosten keskiarvo

a = standardien odotusarvo
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3 TYON SUORITUS

3.1 Naytteet

Tutkittavat perunankuorimassat (kuva 1) ovat tulleet perunateollisuuden prosessista, hoy-
rykuorinnasta. Naytteet on toimitettu ja séilytetty pakasteina ja sitd on otettu kayttoon

aina vain tarvittava maara. Kuorintakokeessa ndytteena on kaytetty myos kaupasta ostet-

tua perunaa Rosamunda-lajiketta.

KUVA 1. Sulatuskokeissa kéytettya naytettd. (Kuva: R. Moilanen 2016.)

Kaikki tutkimuksissa kéaytetyt naytteet kasiteltiin menetelmall, jota on aikaisemmin kay-
tetty fenolisten yhdisteiden metanoliuuttoon marjoista. Talld menetelméalla pystyttiin
madrittdmaan kvantitatiivisesti klorogeenihapon pitoisuus raaka-aineessa ja prosessien
valivaiheissa. Uuttoliuoksena kaytettiin metanolia, jossa on 0,01 %:a suolahappoa (hapan
metanoli) ja laitteistona ultrad@nihaudetta ja sentrifugia. Prosessin kehityksessa kaytettiin
happaman metanolin sijaan etanolia ja vettd, joita voidaan kayttaa elintarvikkeiden ja li-

séravinteiden prosessoinnissa.
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3.2 Naytteiden kasittely

Néaytettd punnittiin 5 grammaa ja siihen liséttiin 10 ml hapanta metanolia, jonka jalkeen
sitd uutettiin ultradanihauteessa 10 minuuttia. Uuttamisen jélkeen naytetté sentrifugoitiin
10 minuuttia kierrosnopeudella 3500 rpm. Uuttoliuos keréttiin talteen ja suodatettiin

GHP-suodattimen (huokoskoko:0,45 pum) l&pi naytepulloon.

Néytteet analysoitiin Agilentin 1100-laitteistolla (kuva 2), jossa ajoliuoksena kaytettiin
metanolia ja 0,3 %:sta muurahaishappoa erilaisissa suhteissa alkaen suhteesta 10:90. In-
jektiotilavuutena oli 10 pl, virtausnopeutena 0,2 ml/min ja ajoaikana 50 min. Kolonnina
kaytettiin Agilentin C18 kaanteisfaasikolonnia, detektorina diodirividetektori (UV/Vis)

ja spektrimaarityksen aallonpituusalueena 190-900 nm. Klorogeenihappo detektoitiin aa-

lonpituudella 320 nm.

KUVA 2. Analyyseissa kaytetty HPLC-laitteisto. (Kuva: R. Moilanen 2016.)

3.3 Sulatuskoesarja 1

Tydssa tutkittiin kuutta erilaista sulatusmenetelméaa ja naytteiden pitoisuuksien muutok-
sia seurattiin viikon ajan. Néaytteille tehtiin taulukon 1 mukaiset kasittelyt, jonka jalkeen
ne uutettiin happamalla metanolilla. Naytteille tehtiin klorogeenihappoméaritys, jonka

jalkeen naytteitd sailytettiin huoneenlammassa viikon ajan. Klorogeenihappo-pitoisuus
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mitattiin alussa, 1. ja 7. vuorokauden kohdalla. Naytteiden 8-10 pitoisuusmaéritykset teh-
tiin vuorokauden myéhemmin. Naytteille (kuva 3) tehtiin my6s analysointi kapillaa-
rielektroforeesilla, jotta nahtéisiin mahdolliset muutokset etikkahappo-, maitohappo ja
sokeripitoisuuksissa. Analysoinnin ja tulosten laskemisen suoritti Mittaustekniikan yksi-

kon projektitutkija.

TAULUKKO 1. Naytteiden késittelyt

Nayte Kasittely
16C340/8 Sulatus mikroaaltouunissa ja huoneenlammassa yon yli
16C340/9 Sulatus huoneenlamma@ssa
16C340/10 Sulatus mikroaaltouunissa ja pakastus heti
16C340/11 Sulatus huoneenlamma@ssa
16C340/12 Sulatus kuumassa vedessé (vesihaude 90 °C)
16C340/13 Lisatty lamminta vetta (39°C)
16C340/14 Lisatty kuumaa vettd (92°C) ja pidetty vesihauteessa (90°C)

N.m&E W

i,

KUVA 3. Sulatuskoesarjan 1 naytteet nro 11-14. (Kuva: R. Moilanen 2016.)

3.4 Sulatuskoesarja 2

Ensimmaisen sarjan tulosten perustella tutkittiin sulatusta mikroaaltouunissa uudelleen.
Mikroaaltouunissa sulatettiin noin 100 grammaa ndytettd, jonka jalkeen massa jaettiin
kolmeen osaan. Naytteille tehtiin taukukossa 2 nahtéavat kasittelyt, jonka jalkeen ne uu-
tettiin hapan-metanolilla ennen klorogeenihappopitoisuuden mééritysta. Néytteita saily-
tettiin kahden viikon ajan joko huoneenlammdssa tai jadkaapissa, jonka aikana pitoisuus
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madritettiin 1., 7. ja 14. vuorokauden kohdalla. Néytteet (kuva 4) analysoitiin myos ka-
pillaarielektroforeesilla etikkahapon, maitohapon, fruktoosin ja glukoosin mahdollisten

pitoisuusmuutosten seuraamiseksi.

TAULUKKO 2. Naytteiden kasittelyt

Nayte Kasittely Sailytys
16C340/15 Sulatus mikroaaltouunissa huoneenlampd, pimeé
16C340/16 Sulatus mikroaaltouunissa jaékaappi
16C340/17 Sulatus mikroaaltouunissa huoneenlampd, valoisa

KUVA 4. 16C430/15-16 7 vrk naytteet uuton jalkeen. (Kuva: R. Moilanen 2016.)

3.5 Kuorintakoesarja

Kuorintakoesarjan naytekésittelyt tehtiin taulukon 3 mukaisesti. Kaksi ensimmaistd ko-
keilua tehtiin raa’alle perunalle ja muissa testeissé kasiteltiin puolikypsaksi tai kypsaksi
hoyrytettyd perunaa. N&dytteen numero 5 kuoret kuumennettiin kuorinnan jélkeen 93

°C:een.
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TAULUKKO 3. Naytteiden késittelyt

Nayte: Kasittely Hoyrytys-
aika, min
Pkkoe 1 Perunan kuorinta vedessa 0
Pkkoe 2 Perunan kuorinta raakana 0
Pkkoe 3 Kypsé peruna ja kuorinta heti 28
Pkkoe 4 Puoli kypsa peruna ja kuorinta heti 14
Pkkoe 5 puoli kypsa peruna, kuorinta heti ja 18

kuorien kiehautus

Kuorimisen jalkeen nadytteiden 1 ja 2 kuoret murskattiin sauvasekoittimella, jotta uuttoi-
hin saataisiin mahdollisimman hienonnettu nayte. Néytteet 3-5 olivat kuorinnan jalkeen
niin homogeenisig, etta niitd pystyttiin kayttdmaan sellaisenaan. Kuorille tehtiin hapan-

metanoli-uutto, jonka jalkeen klorogeenihappopitoisuus madritettiin.

3.6 Uuttoliuoksen testaus

Testauksessa kaytettiin neljad eri aikaan keréttya teollisuusprosessin héyrykuorinnasta
tulevaa perunankuorimassaa. Testattavina uuttoliuoksina kaytettiin referenssina hapanta
metanolia ja varsinaisina liuottimina etanolia ja vettd. Jokaiselle néytteelle tehtiin uutot
kolmella eri liuoksella. Metanoli- ja vesindytteita sailytettiin huoneenldammassa valoi-

sassa viikko ja niille tehtiin uutot 1. ja 7. vuorokauden kohdalla.

3.7 Rikastaminen

Kryokonsentrointi aloitettiin naytteenkasittelylla, jossa sekoitettiin 100 grammaa jaista
perunankuorimassaa ja 200 grammaa vettd. Sekoituksen jalkeen neste ja kuoret erotettiin
toisistaan mehulingon avulla. Saatu neste sentrifugoitiin 4 °C:een lampotilassa ja kierros-
nopeudella 4500 rpm 15 minuutin ajan. Sentrifugoinnin jalkeen neste jaettiin nayteputkiin
10 ml:n annoksiin. Putket siirrettiin pakastimeen ja kasittelya jatkettiin seuraavana pai-

vana. Tehtiin kolme rinnakkaista naytetta, jotta tulokset olisivat luotettavampia.
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Kryokonsentroinnissa kadytettiin Millipore:n putkia (centrifugal filter units), joissa on suo-
datin keskelld putkea. Jaatynyt néyte siirrettiin putkeen ja sentrifugoitiin 15 minuuttia
lampotilassa 4 °C:tta ja kierrosnopeudella 4500 rpm. Suodattunut nayte siirrettiin uuteen
putkeen ja jaljelle jaanyt jaapala toiseen (kuva 5). Konsentroitunut néyte ja jadpalat pun-
nittiin, jonka jalkeen niiden klorogeenihappo-pitoisuus méaritettiin. Naytteiden Brix-arvo
mitattiin refraktometrilld, jotta nahdaén liukoisen aineen osuus néytteesta.

KUVA 5. Kryokonsentroitu nayte. (Kuva: R. Moilanen 2016.)

Kryokonsentrointi suoritettiin vield toisen kerran, jonka jélkeen kahteen kertaan kon-
sentroidut ndytteet yhdistettiin. Yhdistdminen tehtiin, jotta saataisiin mahdollisimman
suuri tilavuus vakevaa liuosta sumukuivausta varten. Yhdistetyn naytteen Brix-arvo mi-
tattiin myos jokaisen konsentroinnin ja naytteiden yhdistamisen jélkeen. Naytteiden
kuiva-ainepitoisuus méaritettiin, jotta tiedettdisiin onko se saavuttanut riittdvan kuiva-ai-

neprosentin jatkokasittelya varten.

Ty0Ossé testattiin myos etanolin vaikutusta uuttoliuoksena ennen sumukuivausta ja siita
tehtiin my6s kolme rinnakkaista uuttoerdd. Jaistd perunankuorimassaa punnittiin 100
grammaa, johon lisattiin 200 grammaa A-laatuista (94 %) etanolia. Néytetta sekoitettiin
lapasekoittajalla 15 minuuttia, jonka jalkeen nayte murskattiin sauvasekoittimella. Nayte
suodatettiin maitosuodattimen lapi, josta erottunut neste ja kuorimassa punnittiin. Ennen
klorogeenihapon madrittdmistd naytteestd poistettiin suurin osa etanolista alipainehaih-
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dutuksella. Haihdutus suoritettiin, koska sumukuivaukseen menevan naytteen etanolipi-
toisuus saa olla enintaan 10 %. . Ty6ssa kaytettiin BUCHI rotavapor R-210 — laitteistoa,
jossa alipaineen lahteend oli vesisuihkupumppu (kuva 6)

KUVA 6. Pydrohaihdutus-laitteisto. (Kuva: R. Moilanen 2016.)

Alipainehaihdutus aloitettiin paineesta 500 mbar, josta lahdettiin laskemaan painetta hi-
taasti alaspain kunnes saavutettiin 70 mbar. Néyte oli vesihauteessa, jonka lampétila oli
50 °C. Alipainehaihdutuksen jalkeen néaytteen klorogeenihappopitoisuus méaritettiin uu-
delleen. Haihdutus suoritettiin kolmelle eri naytteelle, jonka jélkeen saadut naytteet yh-
distettiin. Yhdistamisen jalkeen méaritettiin ndytteen laskennallinen klorogeenihappopi-
toisuus aikaisempien tulosten avulla ja myds analysoimalla yhdistettya ndytettad. Naytteen

Brix-arvo mitattiin alussa, haihdutuksen ja yhdistdmisen jalkeen.

Sumukuivaus tehtiin kryokonsentroidulle vesiuutteelle (69,74 grammaa) ja haihdutta-
malla konsentroidulle etanoliuutteelle (63,02 grammaa). Sumukuivaus suoritettiin
BUCHI Mini Spray Dryer B-290-laitteistolla (kuva 7), jolla voidaan kuivata pienimmil-
14&n 50 ml:n ja enimmilldén litran annoksia tunnissa. Vesiuute pastdroitiin ennen sumu-
kuivausta, jotta mahdolliset haitalliset bakteerit saadaan vahennettyd. Kuivaaminen aloi-
tettiin laitteiston kokoamisella, jonka jélkeen testattiin laitteiston kuntoa muuttamalla
imutehoa ja seuraamalla samalla paineen muutoksia. Sumukuivauksen aikana kuivaa-

vana aineena olevan paineilman inletlampdtila oli 159 °C ja outlet lampdétila 91-95 °C,
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imuteho 100 % ja pumpun nopeus 21 %. Naytteen kuivauksen jalkeen jatkettiin vield

deionisoidun veden sumuttamista, jotta laitteisto puhdistuisi

KUVA 7. Sumukuivauslaitteisto. (Kuva: R. Moilanen 2016.)

Polyvinyylipolypyrrolidonin (PVPP) testaaminen rikastuksessa aloitettiin tekemall& pyl-
vas lasiseen pipettiin lisédmaélla ensiksi pohjalle lasivillaa ja sitten véhitellen PVVPP-
vesi-seosta, kunnes korkeudeksi saatiin 4 cm (kuva 8). Ennen naytteen lisdysta pylvasta
regeneroitiin vedellg, jonka jalkeen aloitettiin ndytteenajo. Naytetta lisattiin 1 ml pyl-
vééseen ja se keréttiin talteen tarkempaa analyysia varten. Pylvasta pestiin ndytteenajon
jalkeen 70 %:lla etanolilla ja l&pi kulkenut etanoli kerattiin talteen. Kahdelle viimeiselle
naytteelle pesuliuoksena kaytettiin etanoli-suolahappoliuosta. Pesu suoritettiin kaksi
kertaa, jonka jalkeen néytefraktioille tehtiin hapan metanoli-uutto ennen klorogee-

nihappo-pitoisuuden maaritysta.
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KUVA 8. PVPP-pylvis. (Kuva: R. Moilanen 2016.)

Néytteend kaytettiin perunankuorimassan vesiuutetta, jonka klorogeenihappopitoisuus
analysoitiin ennen testauksen aloitusta. Saatujen tulosten perusteella laskettiin kuinka pal-
jon tutkittavaa naytetta pylvadseen on sitoutunut. Etanolifraktioiden tulosten avulla saa-
tiin selville kuinka paljon klorogeenihappoa on saatu irrotettua pylvaasta. Tulosten avulla
laskettiin saantoprosentti, joka kertoo sen kuinka hyvin sitoutuminen ja klorogeenihapon

irrottaminen on onnistunut.

3.8 Validointi

Ensimmaisend valmistettiin klorogeenihaposta standardiliuos pitoisuudeltaan 1 mg/ml,
josta laimennettiin validoinnissa kaytettavat standardit. Laimennetut standardit olivat pi-
toisuuksiltaan 2, 5, 10, 40, 70 ja 100 pg/ml. Standardeista ajettavan standardisuoran on
tarkoitus kattaa menetelmén mittausalue. Standardin numero 3 (10 pg/ml) pitoisuus maéa-
ritettiin kuusi kertaa, jotta saatiin laskettua menetelman toistettavuus ja systemaattinen
virhe. Menetelman lineaarisuus, toteamisraja ja maaritysraja saatiin selville kolmen stan-

dardisuoran tulosten avulla.
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4 TULOKSET JA TULOSTEN TARKASTELU

4.1 Sulatuskoesarja 1

Klorogeenihappo sailyi parhaiten mikroaaltouunissa sulatetuissa nédytteissé (taulukko 4 ja
kuvio 3). Mikroaaltouunissa sulatettujen ndytteiden klorogeenihapon mééra néyttaa hie-
man nousevan ensimmaisen/toisen vuorokauden aikana, mutta palautuu viikon pééasté la-
helle alkuperdista pitoisuutta. Pitoisuuden nousu seuraavana mittauspaivana saattaa joh-
tua massan epdhomogeenisuudesta, mutta selkeésti mikroaaltokasittely parantaa kloro-
geenihapon sdilyvyyttd nédytteessd. Muut tutkitut sulatusmenetelmét olivat klorogee-
nihapon séilyvyyden kannalta heikkoja. Vuorokauden séilytys huoneenlammossa aiheutti
jopa puolet huonompia tuloksia kaikilla muilla tutkituilla sulatustekniikoilla verrattuna
mikroaaltouunissa sulatettuihin naytteisiin. Huonoimmat tulokset saatiin naytteilla nu-

mero 13 ja 14, joihin oli lisatty vetta.

TAULUKKO 4. Sulatuskoesarjan néaytteiden tulokset

N&ytenumero: Sulatus CGA, CGA, CGA,
mg/100g mg/100g mg/100g
1 vrk 7 vrk
16C340/8 Mikroaaltouuni 22 29 (2 vrk) 24 (8 vrk)
16C340/9 Huoneenlampo6 24 9 (2 vrk) 0,5 (8 vrk)
16C340/10 Mikroaaltouuni 23 27 (2 vrk) 22 (8 vrk)
16C340/11 Huoneenlampd6 19 11 0,72
16C340/12 Vesihaude 21 10 0,77
16C340/13 Veden lisays 31 15 nd
16C340/14 Veden lisdys ja 30 14 nd

vesihaude
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KUVIO 3. Sulatuskoesarjan tulokset

Perunankuorimassassa kaynnistyy maitohappokéyminen hyvin nopeasti huoneen lam-
mdssa. Maitohappokaymisesséa perunankuoressa olevat sokerit, fruktoosi ja glukoosi kéy-
vat hapoiksi. Tulokset kapillaarielektroforeesilta maitohapon, etikkahapon, fruktoosin ja
glukoosin osalta ovat tukena analysoitaessa tuloksia. Naytteet 8 ja 10 on molemmat sula-
tettu mikroaaltouunissa ja naytteen 10 vahaisen méaran takia vain nayte 8 on analysoitu
kapillaarielektroforeesilla. Pienimmaét pitoisuudet maito- ja etikkahapon osalta on nayt-
teen 8 osalta, joka on sulatettu mikroaaltouunissa. Maitohapon mé&éra on ollut huoneen
lamm0ssé sulatetuissa ndytteissd (9,11) ja vesihauteessa sulatetussa naytteessé (12) suu-
rinta ja sen maara on jopa viisinkertaistunut viikon aikana. Sokerien mééara kyseisisséa
naytteissa 9, 11 ja 12 oli viikon aikana laskenut alle maaritettavén pitoisuusrajan. Nayt-

teessé 8 glukoosin ja fruktoosin maara on puolittunut 7 vuorokauden aikana.

Tuloksista (taulukko 5 ja kuvio 4) néhtiin, ettd mikroaaltokasitellyssa néytteessa 8 etik-
kahapon maard ensimmaisen vuorokauden aikana on noussut hieman ja viikon aikana
maaré on nelinkertaistunut. Maitohapon maaré tuplaantuu viikon aikana ja sen lisaanty-
minen on ollut tasaista, mutta jéi selke&sti alhaisemmaksi kuin huoneenlammdssé sulate-
tuilla ndytteilla. Tulosten perusteella mikroaaltokésittely parantaa klorogeenihapon saily-

mista perunankuorimassassa ja hidastaa sokereiden kdymista hapoksi.
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TAULUKKO 5. Kapillaarielektroforeesin tulokset mikroaaltokésitellylle naytteelle (8)

16C340/8 Etikkahappo Maitohappo Glukoosi Fruktoosi
vrk pg/ml pg/ml pg/ml pug/ml
0 170 678 547 584
1 218 901 439 478
7 758 1451 207 376
16C340/8
1600
__ 1400
£ 1200
j\ 1000 —@— Etikkahappo
> 500 / —@— Maitohappo
2 600 [
é 400 .\F — —0 Glukoosi
200 ./ —@— Fruktoosi
0
0 1 2 3 4 5 6 7
vrk

KUVIO 4. Kuvaajat kapillaarielektroforeesin tuloksista mikroaaltouunissa sulatetulle
naytteelle (8)

Huoneenlammossa sulatetussa naytteessd 9 etikkahapon méara on jo ensimmaisen vuo-
rokauden aikana kasvanut merkittavasti (taulukko 6 ja kuvio 5). Kasvu on jatkunut viikon
aikana ja maara on viikon jalkeen 7 kertaa isompi kuin alussa. Maitohapon madrassa on
my0s havaittavissa huomattavaa kasvua. Ensimmaéisen vuorokauden aikana ja myos seu-
raavan mittapisteen kohdalla maéra on tuplaantunut. Glukoosin maaré puolittuu jo ensim-
maisen vuorokauden kohdalla ja seitseménnen vuorokauden sailytyksen jalkeen pitoisuus

on alle maaritysrajan.

TAULUKKO 6. Kapillaarielektroforeesin tulokset huoneenlammassa sulatetulle néyt-
teelle (9)

16C340/9 Etikkahappo Maitohappo Glukoosi Fruktoosi
vrk pg/ml pg/mi pg/ml pg/mi
0 193 754 276 267
1 962 1724 100 692

7 1517 3848 nd nd
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KUVIO 5. Kapillaarielektroforeesin tulokset huoneenlammassa sulatetulle ndytteelle (9)

Huoneenlammossa sulatetun néytteen 11 kohdalla etikkahapon maaré kymmenkertaistuu
viikon aikana ja tdmé on jo néhtavissa ensimmaisen vuorokauden kohdalla (taulukko 7 ja
kuvio 6). Maitohapon maara lisdantyy jo ensimmaisen vuorokauden aikana melkein kol-
minkertaiseksi. Sokereiden maardssd huomataan pientd muutosta vuorokauden aikana,
mutta seitsemannen vuorokauden kohdalla kummankin maéara on laskenut alle méaritys-

rajan.

TAULUKKO 7. Tulokset kapillaarielektroforeesilta huoneenlammdssé sulatetulle ndyt-
teelle (11)

16C340/11 Etikkahappo Maitohappo Glukoosi Fruktoosi
vrk pug/ml pug/ml pg/ml pug/ml

0 174 681 65 675

1 975 1865 71 722

7 1733 3597 nd nd
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KUVIO 6. Tulokset kapillaarielektroforeesilta huoneenlammassé sulatetulle naytteelle
(11)

Néytteessa 12 etikkahapon maarén kasvu jo ensimmaisen vuorokauden aikana on suurta
(taulukko 8 ja kuvio 7). Lopullinen pitoisuus on samaa luokkaa kuin edellisen naytteen
kanssa. Maitohapon madra alussa on suurin verrattuna muihin naytteisiin. Glukoosin
maard néytteessa laskee rajusti jo ensimmaisen vuorokauden aikana ja viikon sisalla
maaré on laskenut alle maaritysrajan. Fruktoosin méérdassa huomataan vahaista kasvua
ensimmadisen vuorokauden aikana, mutta niin kuin aikaisemmissa naytteissa, pitoisuus

laskee viikon aikana alle maaritysrajan.

TAULUKKO 8. Tulokset vesihauteessa sulatetulle naytteelle (12)

16C340/12 Etikkahappo Maitohappo Glukoosi Fruktoosi

vrk pg/mi pg/ml pg/mi pg/mi
0 214 824 602 612
1 961 1754 33 674

7 1728 3581 nd nd
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KUVIO 7. Tulokset kapillaarielektroforeesilta vesihauteessa sulatetulle naytteelle (12)

4.2 Sulatuskoesarja 2

Huoneenlammossd pimedssé séilytetyn ndytteen (15) klorogeenihapon maaréssa ei en-
simmaisen vuorokauden kohdalla ole muutoksia tapahtunut (taulukko 9 ja kuvio 8). Vii-
kon sdilytyksen jalkeen pitoisuus oli vahentynyt puoleen. Klorogeenihapon maara puo-
littuu jélleen kahden viikon sdilytyksen aikana verrattuna viikon jélkeen mitattuun tulok-
seen. Samankaltaista vdhenemista tapahtuu myo6s naytteelle 17, jota on sdilytetty huo-
neenldmmossa valoisassa. Siind klorogeenihappo séilyy paremmin viikon ajan, mutta
kahden viikon sdilytyksessa klorogeenihapon mééara on laskenut alle maaritettavan pitoi-
suusrajan. Jaakaapissa sailytetyn ndytteen (16) klorogeenihapon maard vahenee eniten
ensimmadisen vuorokauden aikana ja véheneminen sen jalkeen on hitaampaa. 7. vuoro-
kauden ja 14. vuorokauden vélill& vaheneminen on vain noin 2 mg/100g luokkaa, eli hy-

vin vahaista.

TAULUKKO 9. Sulatuskoesarjan tulokset

Néayte: Sdilytyspaikka  CGA, CGA, CGA, CGA,
mg/100  mg/100g mg/100g mg/100g
g 1 vrk 7 vrk 14 vrk
16C340/15 Huoneen- 25 24 11 6
lampo, pimed
16C340/16 Jaakaappi 29 25 21 20
16C340/17 Huoneen- 21 22 19 nd

lampo, valoisa
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KUVIO 8. Sulatuskoesarjan tulokset

Maitohapon tuotanto on ollut suurinta huoneen lammassa sailytetyssa naytteessa (15) ja
pienintd ndytteessa jadkaapissa séilytetyssd ndytteessé 16 (taulukko 10 ja kuvio 9). Etik-
kahapon maara on ollut pieninta naytteessa 16, kun taas huoneen lammassa sailytetyissa

naytteissa maarat ovat olleet samankaltaisia.

Huoneenlamm®ssa pimedssé sailytetyssé naytteessa 15 maitohapon maaré on kuusinker-
taistunut kahden viikon aikana ja suurin muutos tapahtuu 1. vuorokauden aikana. Nayt-
teen siséltdma glukoosin méaara on alle maaritettdvan pitoisuusrajan jo ensimmaisen vuo-
rokauden aikana. Fruktoosin maara laskee puoleen ensimmadisen vuorokauden aikana ja
vahenee alle maaritettavén pitoisuusrajan viikon aikana. Etikkahappopitoisuus naytteessa
kolminkertaistuu ensimmaisen vuorokauden aikana, mutta seuraavia tuloksia tarkastelta-

essa muutos on vahainen.

TAULUKKO 10. Huoneenldmmassa pimeéssa séilytetyn ndytteen (15) tulokset

16C340/15 Etikkahappo Maitohappo Glukoosi Fruktoosi

vrk pg/mi pg/ml pg/ml pg/ml
218 826 1266 1282
993 2382 nd 691
1245 3345 nd nd

14 1297 5258 nd nd
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KUVIO 9. Huoneenldmmdssa pimeéssa séilytetyn naytteen (15) tulokset

Jadkaapissa séilytetyssé ndytteessé 16 fruktoosin ja glukoosin madra on huomattavasti
suurempi kuin muissa néytteissa (taulukko 11 ja kuvio 10). Ensimmaisen vuorokauden
aikana tapahtuu hieman alenemista sokeripitoisuudessa, mutta seuraavaan mittauspistee-
seen mennessé pitoisuudet ovat nousseet samalle tasolle kuin alussa. Fruktoosin méara
on lisadéntynyt 14 vuorokauden aikana enemman kuin glukoosin. Maitohapon tuotannossa
ei ole tapahtunut suuria muutoksia kahden viikon aikana. Etikkahapon maara néytteessa
on véhdaista verrattaessa sitd muiden néytteiden etikkahapon maaréan. Jaakaapissa séily-

tys hidasti sokereiden happokaymista verrattuna huoneenlammassa séilytykseen.

TAULUKKO 11. Jaakaapissa sdilytetyn naytteen (16) tulokset

16C340/16 Etikkahappo Maitohappo Glukoosi Fruktoosi

vrk pg/ml pg/mi pg/mi pg/mi
270 1028 1318 1362
214 819 1096 1066
253 952 1258 1457

14 245 932 1387 1556
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KUVIO 10. Tulokset kapillaarielektroforeesilta jd&kaapissa sailytetylle naytteelle (16)

Huoneen lammossé valossa sdilytetyssa naytteessa (17) maitohapon mééra kolminker-

taistuu kahden viikon aikana (taulukko 12 ja kuvio 11). Pitoisuus alenee viikon aikana,

mutta kahden viikon aikana pitoisuus jalleen kasvaa. Glukoosin maaré néytteessa kasvaa

hieman ensimmaisen vuorokauden kohdalla, mutta viikon jalkeen glukoosia ei enéa pys-

tytty tunnistamaan néytteestd. Fruktoosin mééra kasvaa ensimmaisen vuorokauden jél-

keen, mutta se vahenee alle tunnistettavan pitoisuuden viikon aikana. Etikkahapon maara

pysyy samana ensimmaisen vuorokauden aikana, mutta kaksinkertaistuu viikon aikana ja

on nelinkertainen kahden viikon jalkeen.

TAULUKKO 12. Huoneen lammossé valoisassa séilytetyn ndytteen (17) tulokset

16C340/17 Etikkahappo Maitohappo Glukoosi Fruktoosi
vrk pug/ml pug/ml pug/ml pug/ml
0 226 875 1007 1054
1 262 1024 1392 1478
7 430 833 0 101
14 905 3072 217 0




Pitousuus, ug/ml
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KUVIO 11. Tulokset huoneenlamma@ssé sailytetylle naytteelle (17)

4.3 Kuorintakoesarja

Suurimmat klorogeenihappopitoisuudet saadaan, kun peruna on hdyrytetty puolikypsaksi

ja kuorinta on tehty heti (taulukko 13). Puolikypsan perunan kuorien kiehautus alentaa

klorogeenihappopitoisuutta noin 10 mg/100g, kun taas kypsén perunan kuorinta antaa pi-

toisuudeksi alle puolet parhaimmasta pitoisuudesta. Pienin pitoisuus saatiin, kun peruna

kuorittiin raakana, eikd raa an perunan kuorinta veden alla parantanut tulosta.

TAULUKKO 13. Kuorintasarjan tulokset

Nayte: Kasittely CGA, Hoyrytysaika,

mg/100g min
Pkkoe 1 Raa’an perunan kuorinta ve- 1 0

dessé
Pkkoe 2 Perunan kuorinta raakana 0,8 0
Pkkoe 3 Kypsé peruna ja kuorinta heti 10 28
Pkkoe 4 Puoli kypsa peruna ja kuorinta 26 14
heti

Pkkoe 5 Puoli kypsa peruna, kuorinta 18 18

heti ja kuorien kiehautus
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4.4 Uuttoliuoksen testaus

Tuloksista (taulukko 14) nédhdé&an, ettd parhain klorogeenihapon-uuttotulos saadaan kun
uutetaan happamalla metanolilla. Vedelld uutetut ndytteet antavat melkein puolet alhai-
sempia klorogeenihappo-tuloksia. Tulokset metanolilla ja etanolilla ovat samankaltaisia.
Seitsemén vuorokauden klorogeenihapon sailyvyyden seuranta uuttessa tehtiin ainoas-
taan metanoli- ja vesiuutteille, jotka poikkesivat huomattavasti toisistaan. Molemmissa
uutteissa klorogeenihappo haviaa séilytyksen aikana, kun naytetta sailytetddn huoneen-
lammaossé valossa (kuvio 12 ja 13). Nopeinta klorogeenihapon tuhoutuminen on vesi-
uutteessa, jossa entsyymitoiminta séilyy oletettavasti parhaiten. Tamén perusteella vesi-
uutteet on jatkoprosessoitava mahdollisimman nopeasti tai entsyymitoiminta néytteisséa
on estettava. Jatkoprosessista kuitenkin riippuu mitd uuttoliuotinta kannattaa kéyttaa: kry-
okonsentrointia kéytetddn vesiuutteille, kun taas alipainehaihdutusta kaytetaan etanoli-

uutteille.

TAULUKKO 14. Uuttoliuosten testaamisen tulokset (NA= ei mitattu, nd=alle toteamis-

rajan)

Néyte: Uuttoliuvos  CGA, mg/100g CGA, mg/100g CGA, mg/100g

1 vrk 7 vrk
16C646 Metanoli 17 11 0,92
Etanoli 19 NA NA
Vesi 13 8 0,54
16C647 Metanoli 16 5 0,17
Etanoli 12 NA NA
Vesi 8 3 nd
16C648 Metanoli 20 7 0,69
Etanoli 19 NA NA
Vesi 11 4 nd
16C649 Metanoli 33 12 0,70
Etanoli 29 NA NA

Vesi 15 6 nd
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KUVIO 12. Metanoliuuttojen tulokset
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KUVIO 13. Vesiuuttojen tulokset

4.5 Rikastaminen

45.1 Kryokonsentrointi

Alkuperaisen perunankuorimassan klorogeenihappopitoisuus oli 27 mg/100g. Kryokon-
sentroitava perunaneste eli vesiuute valmistettiin 300 grammasta perunankuorimassaa,
joka sisalsi 80 mg klorogeenihappoa. Mehustuksessa klorogeenihappoa saadaan peru-
nanesteeseen 81 % alkuperdisesta méérasta. Kryokonsentroidussa uutteessa oli jéaljella 36

% alkuperdisesta uutteesta (Taulukko 15).
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TAULUKKO 15. Vesiuutteiden kryokonsentrointi

Vesiuutto Perunankuori- Perunanve- Kryokonsentroitu
massa siuute uute
CGA mg/100g 27 9 42
mg 80 65 29

Etanoliuutteiden tuloksia tarkasteltaessa (taulukko 16) huomataan, ettd klorogeenihapon
saantoprosentti etanoliuutossa oli vain 55 % verrattuna perunankuoressa olleeseen kloro-
geenihapon maaraan. Taman vuoksi klorogeenihapon saantoprosentti etanoliuutosta ja

alipainekonsentroinnista on noin 55 %.

TAULUKKO 16. Etanoliuutteiden tulokset

Etanoliuutto Perunankuori- Perunankuo- Alipainekon-
massa ren etanoli- sentroitu uute
uute
CGA mg/100g 27 7 65
mg 80 44 45

45.2 Sumukuivaus

Sumukuivaus onnistui paremmin vesiuutteelle kuin etanoliuutteelle (taulukko 17). Saa-
dun jauheen maara konsentroidusta vesiuutteesta on kolme kertaa isompi kuin etanoli-
uutteesta saatu jauhemadrd. Etanoliuutteen kuivauksessa muodostuva jauhe ei kuivunut
kunnolla ja tarttui ndytteenkeruuastiaan ja kovettui myds jauheen erottimeen lasiosien
seindmiin. Jauhetta ei saatu irti kuivaimen osista ja kerdysastian pohjalta, joten talteen
otettu jauheen méaara jai vahaiseksi. Todennakdisesti kantaja-aineen avulla kuivaus olisi
onnistunut paremmin. Ensin haluttiin kokeilla kuivausta ilman kantajaa, koska se olisi
lopputuotteen markkinoinnin kannalta paremmin. Jatkotutkimuksia kantaja-aineen

kanssa ei ehditty toteuttaa timéan opinndytetyon puitteissa.



TAULUKKO 17. Sumukuivauksen tulokset

37

Vesiuutto Etanoliuutto
Uute Maara, g 67 63
CGA-pitoisuus uutteessa, mg/100g 42 65
CGA-mé&éréa uutteessa, mg 29 41
Jauhe Maarg, g 3 1,05
CGA-pitoisuus, mg/100g 0,7 15
CGA-maara, mg 20 15
CGA saanto uutteesta, % 69 37

453 PVPP-pylvis

Testauksessa kaytetyn perunankuoren vesiuutteen klorogeenihappopitoisuus oli 11

mg/100g, johon saatuja pitoisuuksia verrattiin. Kdytetty naytemaara naytteissa (1-4) oli

yksi gramma, nédytteessa 5: 9,8 grammaa ja naytteessa 6: 7,2 grammaa. Tuloksia tarkas-

teltaessa (taulukko 18) naytteiden 1-4 kohdalla, huomataan ettd sitoutuneen klorogee-

nihapon méaré vaihtelee. Klorogeenihapon sitoutuminen on ollut p&&asiassa yli 90 %,

jota voidaan pitaa hyvana.

TAULUKKO 18. Sitoutuminen pylvéaéaseen

Néayte Laskennallinen CGA Suodattuneen naytteen Sitoutuminen pyl-
sakassa, mg/100g CGA, mg/néayte-era vaaseen, %
1 0,92 0,009 92
2 0,23 0,002 98
3 0 0 100
4 0,16 0,002 98
5 2,07 0,124 88
6 1,44 0,072 91

Tuloksia tarkasteltaessa (taulukko 19) pylvaaseen sidotun klorogeenihapon irrottaminen

on ollut hankalaa. Naytteita 3-4 lukuun ottamatta irtoaminen ensimmaisen eluoinnin yh-

teydessa on ollut suurempaa kuin toisen. Saantoprosentti on keskiarvoisesti 44 %, jota
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voidaan pitaa alhaisena tuloksena. Kahden viimeisen naytteen kohdalla on testattu eri-

laista eluointiliuosta, mutta silld ei ole ollut parantavaa vaikutusta saantoprosenttiin.

TAULUKKO 19. Etanolipesujen tulokset

Néyte Laskennallinen Eluointil, Eluointi2, Pesuissair-  Saanto%
CGA sakassa, CGA, CGA ronnut sakasta
mg mg/100g  mg/100g CGA, mg

1 0,098 1,39 0,95 0,03 30

2 0,105 4,07 1,92 0,07 72

3 0,107 1,48 2,56 0,05 47

4 0,105 1,62 1,98 0,05 43

5 0,922 1,81 0,99 0,28 30

6 0,699 1,86 1,13 0,30 43

4.6 Validointi

4.6.1 Menetelmén toistettavuus

Saadut tulokset (taulukko 20) poikkeavat lasketusta keskiarvosta 0,5 pg/ml. Tuloksen

perusteella voimme todeta, ettd menetelmé& on tdsméllinen, kun tuloksia mitataan lyhyell&

aikavalilla samoissa olosuhteissa.

TAULUKKO 20. Toistettavuuden tulokset

Standardi 3 Tulos, pg/mi Etéisyys keskiarvosta

1 8,8411 0,39

2 8,92505 0,31

3 9,00051 0,24

4 9,69468 -0,46

5 9,54519 -0,31

6 9,40704 -0,17
Keskiarvo 9,24
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4.6.2 Toteamis- ja maaritysraja
Toteamisrajojen tulosten (taulukko 21) keskiarvoksi saatiin 1,41 ug/ml, joka on pienempi
kuin standardisuoran pienin pitoisuus. Madaritysrajojen tulosten (taulukko 21) keskiar-

voksi saatiin 4,70 ug/ml, joka sijoittuu standardisuoran alkupé&éhéan.

TAULUKKO 21. Toteamis- ja madritysrajojen tulokset

Suora 1 Suora 2 Suora 3
Toteamisraja, pg/mi 0,91 1,87 1,45
Madritysraja, pg/mi 3,04 6,25 4,82

4.6.3 Lineaarisuus

Kolmesta standardisuorasta (kuviot 14- 16) nahdaén, ettd menetelméan antamat suorat
ovat lineaarisia ja yhtenaisia. Pienin korrelaatiokerroin on 0,9994 ja suurin 0,9999. Tu-
losten ja standardien pitoisuuksien valilla on lineaarinen korrelaatio eli mittalaitteen herk-

kyys on vakio.
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Standardisuora 2
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4.6.4 Systemaattinen virhe

Systemaattiseksi virheeksi saatiin tulosten (taulukko 22) perusteella -7,6 %. Virhe ilme-

nee siis aina samansuuruisena, kun néytettd mitataan muuttamatta mittausolosuhteita.



TAULUKKO 22. Standardin 3 tulokset

Standardi 3 Odotusarvo, pg/ml Tulos, pg/ml
1 10,004 8,8411
2 10,004 8,92505
3 10,004 9,00051
4 10,004 9,69468
5 10,004 9,54519
6 10,004 9,40704
Keskiarvo 10,004 9,24
X —a
B% = ( ) -100
X
_ 924-10004
B 10,004

= —7,6%

41
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5 POHDINTA

Opinnaytetyon tavoitteena oli tutkia klorogeenihapon rikastamista perunankuoresta.
Tyon tarkoituksena oli 16ytaa parhaimmat sulatus- ja kuorintamenetelmat perunalle, jotta
klorogeenihappo saadaan sdilymaan ja rikastumaan néytteessé. Tarkoituksena oli myos
uuttoliuoksena kvantitatiivisissa maarityksissa kaytetyn happaman metanolin korvaami-
nen vahemman haitallisella elintarvikesovelluksiin kelpaavalla liuoksella. Opinnéyte-

tyossa kaytetty klorogeenihapon nestekromatografinen analyysimenetelmé validoitiin.

Klorogeenihapon analyysi-menetelman validointi onnistui hyvin ja tulokset osoittivat
HPLC- menetelmén sopivan klorogeenihapon maéarittamiseen. Kolmea standardisuoraa
tarkasteltaessa ndhdadn, ettd suorat ovat yhtélaisia. Toteamisrajaksi saatiin 1,41 pg/l, joka
on siis pienin mahdollinen pitoisuus minka mittalaite voi havaita luotettavasti. Maaritys-
rajaksi saatiin 4,70 ug/l, joka on pienin mahdollinen pitoisuus minka laite voi luotettavasti
mitata. Menetelméan toistettavuus on hyvé, koska standardin 3 tulokset poikkeavat toisis-
taan vain £0,5 pug/ml. Systemaattiseksi virheeksi saatiin -7,6 %, jota voidaan pitaa pie-

nena virheprosenttina.

Kuorintakoesarjalla haluttiin selvittdd kuorintamenetelmén vaikutusta klorogeenihapon
séilymiseen eli kuumennuksen, valon ja hapen vaikutusta. Kuorintasarjan tulosten perus-
teella parhain kuorintakasittely on puolikypséaksi hdyrytetyn perunan kuoriminen valitto-
masti hdyrytyksen jalkeen. Puolikypsan perunan kuorien kiehautus heti kuorinnan jalkeen
alentaa klorogeenihapon pitoisuutta noin puolella. Huonoin kuorintakasittely klorogee-

nihapon séilymisen kannalta on raa’an perunan kuorinta niin vedessé kuin ilmassa.

Pakastettujen perunankuorindytteiden sulatusolosuhteiden vaikutusta klorogeenihappopi-
toisuuksiin tutkittiin sulatuskokeilla. Tavoitteena oli selvittaa sulatusnopeuden ja toisaalta
myaos vesiuuton yhdistamisen vaikutusta klorogeenihapon sailymiseen. Parhain séilyvyys
klorogeenihapolle perunankuorimassassa saadaan kun sulatuksessa kéytetdan mikroaal-
touunia. Mikroaaltokasittelylld sulatetussa naytteessé klorogeenihappo sailyi perunan-
kuorimassassa jopa viikon ajan huoneen lammossa. N&issa néytteissa myos maitohappo-
kayminen oli vahaisempaé kuin muilla tekniikoilla sulatetuissa ndytteissa. Muilla tutki-
tuilla sulatusmenetelmilla (huoneenlampd ja vesihaude) esikasitellyissé perunankuori-

néytteisséa klorogeenihappo tuhoutui suhteellisen nopeasti huoneen lammassa sailytyksen
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aikana: vuorokaudessa havio oli merkittéva ja viikon jalkeen klorogeenihapon maaré oli
alle toteamisrajan. Lisatyn veden lampdtilalla ei ole ollut merkitysté séilyvyyteen, eika
my0dskaan vesihauteen lampotilalla.

Toisessa sulatuskoesarjassa mikroaaltosulatuksen jalkeen naytteita sailytettiin eri olosuh-
teissa: jadkaapissa (pimedssd) sekd huoneenldamma@ssé pimeéssa ja valoisassa. Tulosten
perusteella ensimmadisen vuorokauden aikana ei sailytyspaikalla ollut merkitysta. Suu-
rimmat muutokset seitsemédn vuorokauden aikana on huoneenldammdssa séilytetyilla
naytteilld, koska silloin pitoisuudet ovat laskeneet puoleen alkuperéisesta. Tulokset 14.
vuorokauden kohdalla nayttivat selkeasti ettd, parhain sdilyvyys on néytteelld, joka on
ollut séilytyksessa jadkaapissa. Huonoin séilytyspaikka naytteelle on huoneenlampé ja
valoisa, koska kahden viikon sailytyksen jalkeen klorogeenihapon pitoisuus on laskenut
alle toteamisrajan. Sulatuskokeiden perusteella mikroaaltouunin kayttd sulatuksessa on
parhain sulatuskeino klorogeenihapon sailyvyyden kannalta. Sailytyspaikkana sulatuksen
jalkeen tulisi olla ja&kaappi, jossa klorogeenihappo sdilyy parhaiten naytteessé.

Elintarvikekelpoisena uuttoliuoksena tutkittiin etanolin ja veden kéyttoa klorogeenihapon
uutossa, referenssind kéytettiin hapanta metanolia. Etanolilla uuton tehokkuus oli samaa
luokkaa metanoliuuton kanssa, kun taas vesiuutolla saatiin heikoin klorogeenihapon uut-
totehokkuus. Nopeinta klorogeenihapon tuhoutuminen on vesiuutteessa, jossa entsyymi-
toiminta séilyy oletettavasti parhaiten. Tdman perusteella vesiuutteet on jatkoprosessoi-
tava mahdollisimman nopeasti tai entsyymitoiminta ndytteissé on estettava. Jatkoproses-
sista kuitenkin riippuu mitd uuttoliuotinta kannattaa kayttaa: kryokonsentraatiota kayte-

taan vesiuutteille, kun taas alipainehaihdutusta kdytetaan etanoliuutteille.

Klorogeenihapon sdilyvyyden kannalta 10ydettiin siis optimaaliset esik&sittelymenetel-
maét perunankuorimassalle. Klorogeenihappo sailyy parhaiten puolikypséaksi hoyrytetyn
perunan kuoressa, joka teollisuusprosessissa vastaa hoyrykuorittua perunaa. Mikroaalto-
uunin kayttd sulatuksessa todennakdisesti heikentéé naytteen siséltdmien entsyymien toi-

mintaa ja siten parantaa klorogeenihapon sailyvyytta perunankuorimassassa.

Vesi- ja etanoliuutteille tutkittiin kolmea erilaista klorogeenihapon rikastusmenetelmaéa:
kryokonsentrointi, sumukuivaus ja PVPP-pylvés. Vesiuutoille suoritettu kryokonsentraa-

tio ei antanut toivottuja tuloksia, koska yli puolet alkuperdisen perunamehun klorogee-
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nihaposta hajosi kasittelyjen aikana. Tama ilmeisesti johtui entsyymitoiminnasta, joka to-
denn&koisesti voitaisiin estdd naytteen mikroaaltokasittelylld ennen uuttoa. Etanoli-
uutteille suoritetut ndytekasittelyt olivat saantoprosentin perusteella parempia kuin vesi-
uutoille tehdyt kasittelyt. Vesiuutteen kuivaaminen sumukuivauksella ilman kantaja-ai-
netta onnistui hyvin ja saanto oli l&hell& ennustettua jauhemaaréda. Etanoliuutteen kuivaa-
misessa saatu jauhe tarttui kiinni lasiosiin ja kerdysastiaan, joten saanto jéi hyvin pieneksi.
Etanoliuutteiden sumukuivauksessa mahdollisen kantaja-aineen kayttod tulisi testata,

jotta jauhemadrén saanto ja laatu parantuisi.

PVPP-pylvdén testaaminen osoittautui hankalaksi, koska pylvééseen sitoutunutta kloro-
geenihappoa ei saatu irrotettua pylvasmateriaalista riittdvan tehokkaasti. Sen sijaan klo-
rogeenihapon sitominen pylvéaaseen onnistui todella hyvin. Eluointiliuoksena kéytettiin
etanolia, jolla saadut tulokset olivat heikkoja. Eluointiliuoksen vaihtaminen suolahappo-
etanoliin ei tehostanut klorogeenihapon irrottamista PVPP-matriisista. Saatujen tulosten
perusteella voidaan todeta, ettd PVPP-pylvaan kéytté sopii klorogeenihapon sitomiseen
naytteestd, mutta klorogeenihapon talteenottoa varten eluointi tulisi saada tehokkaam-
maksi. Toisaalta hyvin suurten eluointiliuvosméaéarien kéyttdminen ei isossa mittakaavassa

ole taloudellisesti jarkevaa.
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