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Symboliluettelo

A Absorbanssi, -
a néytteen absorptiviteetti, L/(gcm)

c néytteen konsentraatio, g/L

D Dipolimomentin arvo, Debye
i.d. kapillaariputken halkaisija, um
I kyvetin pituus, cm

Let kapillaariputken efektiivinen pituus, cm
m/z néytteen massa/varaus- suhde, -
MWCO Molecular Weight Cut Off, Da
T Lampdtila, °C

tinj néytteen injektointiaika, s

\ Jannite, kV

Ad detektointi allonpituus, nm

Lyhenneluettelo

CE kapillaarielektroforeesi

DAD Diode array detector

ESI Electrospray ionization

HPLC High-performance liquid chromatography

UV-Vis Ultraviolet-visible spectroscopy
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1. Johdanto

Ihmiset ovat nykyadn tietoisempia ruuastaan ja siitd mitd se sisaltaa.
Luonnonmarjat ovat siten tulleet taas kiinnostaviksi terveysvaikutteidensa vuoksi.
Marjoista valmistettujen tuotteiden sisaltda on tutkittu viimeaikoina tdman vuoksi
runsaasti. Prosessointitavat vaikuttavat siihen, miten marjoissa esiintyvat herkat
antioksidantit séilyvat lopputuotteeseen asti. Uusia esikasittelymenetelmid on

kehitetty, jotta kaikki terveysvaikutteiset yhdisteet séilyisivat mahdollisimman
hyvin.

Varsinaisen kiinnostuksen kohteena on flavonoidit. Flavonoidit voidaan jakaa
seuraaviin ryhmiin: flavanoneihin, flavanononeihin, flavanonoleihin, flavoleihin,
flavan-3-oleihin, isoflavoneihin ja antosyanideihin. Jaottelu eri ryhmiin tapahtuu
yhdisteen rakenteen perusteella. Antosyaanit taas ovat antosyanidien glykosideja
ja asyyliklygosideja. Tassa tyossé esiteltavat flavonoidit kuuluvat flavonoleihin ja
antosyanideihin. [13,14]

Tassa tyossa esitelladn mustikkamehun valmistusprosessi ja se miten prosessointi
vaikuttaa mustikassa esiintyviin antosyaaneihin. Kuten yleensa prosesseja on
monia erilaisia ja varsinaisesti mustikalle ei erityistd omaa prosessia ole. Ty0ssé
onkin tdman vuoksi esitelty muiden marjojen mehun valmistukseen kaytettavista
prosesseista koottu yksi prosessi. [3,4,6,9] Tassé tyossd oletetaan, ettd mustikka
on samankaltainen marja prosessoitavana kun mustaherukka, joten suuri osa
prosesseista, joita kaytetddn mustaherukkamehun valmistukseen, on sovellettu
my06s mustikkamehun valmistukseen. Tydssa kasitelladn myds analytiikka, jolla

naiden kyseisten yhdisteiden olemassaoloa voidaan seurata.



2. Mustikka

Yleisesti Suomen metsissa esiintyva mustikka (Vaccinum myrtillus) on puolukan
sukuinen varpukasvi (kuva 1). Mustikan marjat ovat pyoreitd ja yleensa
varitykseltdaan sinisid, koska niitd peittdd ohut vahakerros. Vahakerroksen

puuttuessa mustikat voivat olla variltdédn mustia. [1]

Kuva 1 Mustikka (Vaccinum myrtillus) [1]

Mustikoita keratddn metsista yksityiseen kayttoon seké sellaisenaan myyntiin. Osa
kuitenkin prosessoidaan eri tuotteiksi, kuten mehuksi ja hilloiksi. Mustikassa
tiedetddn olevan paljon ihmisen terveydelle hyddyllisia aineita. Mielenkiinto
mustikkaa kohtaan on kasvanut maailmalla merkittdvasti viime aikoina.
Kiinnostus on lahinn& kohdistunut antosyaaneihin, jotka ovat tutkimusten mukaan
merkittdvimpid terveysvaikutteisia aineita mustikassa. Antosyaanikompositiota on

tutkittu muun muassa viidellatoista eri antosyaanien glukosideilla. [2]

Antosyanidit ovat pH riippuvaisia ja niiden vari vaihtelee sinisesta punaiseen.
Mustikassa esiintyvid antosyanideja ovat delfinidiini, syanidiini, petunidiini,
peonidiini, ja malvinidiini. Nama esiintyvat yleensd yhdistyneind galaktoosiin,
glukoosiin ja arabinoosiin. Perusrakenteet ovat esitetty kuvassa 2. Mustikoista on
havaittu my0s muitakin flavonoideja kuin antosyaaneja. Flavonoleista
kversetiinin,  myrisetiinin, isorhamnetiinin  ja laristiriinin  glukosideja,
galaktosideja, arabinosideja, ksylosideja ja glukuronideja on saatu eristettyd ja
tunnistettua mustikasta. Né&iden rakenteet on esitetty kuvassa 3. Flavonolien ja



antosyaanien maarda mustikoissa riippuu kasvupaikasta ja monesta eri

ymparistotekijésta. [8]

Delfinidiini Malvidiini

Kuva 2 Antosyanidien rakennekaaviot [2]

OH O

Kuva 3 Flavonolien rakenne kaaviot [8]



3. Tuotantoprosessi

Mehun valmistusprosessi on riippuvainen, millaisesta marjasta tai hedelmaésté
mehua valmistetaan ja siit4, millaista mehuvalmistetta ollaan valmistamassa.
Kuitenkin periaatteessa prosessi koostuu seitsemasté eri yksikkoprosessista, jotka
ovat esitetty kuvan 4 lohkokaaviossa. Seuraavissa kappaleissa on esitetty

osaprosessit tarkemmin. [3]

Mehun kisittely

h 4

Pusertaminen

k4

Entsyymikisittely

v

Hienontaminen

v
Aromin Kirkastus ja e
. ; ) »  Tiivistiminen
erottaminen suodatus

Kuva 4 Mehun valmistuksen yksikkdprosessit

3.1. Esikasittely

Mustikoiden kasvukausi on lyhyt ja niitd joudutaan kuljettamaan pikiékin
matkoja. Marjat pakastetaan, jolloin niiden kayttGaika pitenee ja laatu sailyy.
Ennen prosessointia ne on sulatettava sopivaan ldmpdtilaan. Sulien marjojen
rakenne rikotaan, jotta marjojen rakenteisiin sitoutunut mehu saataisiin
hyodynnettya. Toivottava puristamiseen soveltuva marjakoko on 5-8 millimetria.
Massan hajottamiseen on useita eri laitteita kuten vasaramylly, hiertomylly ja
hiertomylly jauhinlevyilld. Mustikalle tosin riittdd myos marjojen hellavaraisempi

murskaus, koska sen rakenne on hauraampi kuin esimerkiksi karpalon. [9]

Kasvin solurakenteista mehua ei saada mekaanisesti, jolloin on kaytettava
esikésittelyd. Yleisesti on kaytetty entsyymikasittelyd, joka hajottaa pektiinid.
Talléin mehun saanti lisdantyy ja antioksidanttien saanti paranee. Pektiini on
kasvin ei-puumaisten osien soluseindmissa esiintyvd polysakkaridi, joka pitaa
kasvisoluja kiinni toisissaan. Marjojen Kkypsyessd vapautuu luonnostaankin
pektiinid hajottavia entsyymeja, jolloin marjojen rakenne heikkenee. Naitd samoja

pektiinid hajottavia entsyymejd, pektinaaseja, kéytetddn myds esikasittelyssa.



Hajotetun marjamassan ldmpo6tila entsyymikasittelyssaé on noin 50 °C.
Reaktioaika riippuu massassa olevan pektiinin maarasta. Pektiinin hajoamista
voidaan seurata alkoholitestilld. Mikéli massassa on hajoamatonta pektiinia
jaljella, alkoholin lisdys aiheuttaa massan hyytelGitymisen. Pektiinin hajottaminen
helpotta mydhemmassa vaiheessa mahdollisesti tehtavaa kirkastusta, silla pektiini
aiheuttaa osittain mehussa esiintyvad sameutta. [3,9]
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Kuva 5 Entsyymin lisdyksen vaikutus mehun saantoon eri entsyymipitoisuuksilla
verrattuna antosyaanien saantoon eri entsyymipitoisuuksilla. Vasemmalta oikealle
kuvaajassa mustalla Econase CE, tumman harmaalla Biopectinase CCM,
valkoisella Pectinex Smash XXL, vaaleanharmaalla Pectinex BE 3-L. Kirjaimet a-
f edustavat eri datasarjoja. (Koponen et al 2008) [6]

Entsyymikasittelyssa kaytettavia kaupallisia entsyymejé valmistavat muun muassa
AB Enzymes (Suomi), Quest International Ireland (Irlanti) ja Novozymes
(Tanska, Sveitsi). Aiemmissa tutkimuksissa on todettu, ettd entsyymin runsas
lisdédminen (1000 nkat/g marjamassaa) massaan parantaa mehun saantoa jopa 19
%. Vuonna 2008 tehdyssa tutkimuksessa Koponen et al. [6] on todennut, ettd
vahdisemmalldkin  maé&aralla (1 nkat/ g marjamassaa) voidaan pééasta
samankaltaisiin tuloksiin. Kuvassa 5 on esitetty, miten eri pektinolyyttiset
entsyymit, kuten pektinaasi, vaikuttavat mustikoista saatavan mehun maaraan.
Koska entsyymit vaikuttavat kiintoaineen hajoamiseen, niiden maaran lisédminen
ei oikeastaan vaikuta mehun saantoon. Kuten on oletettavaa, samoilla entsyymin

lisdyksilla on kuitenkin suuri merkitys antosyaanien saantoon. [6]



3.2. Mehun puristus

Tyypillinen tapa erottaa mehu massasta on puristaminen. Mehun puristamiseen
marjoista kaytetddn tyypillisesti pneumaattisia puristimia, koska ne ovat
helldvaraisempia verrattuna mekaaniseen puristimeen. Puristus voidaan tehda
esimerkiksi taryseulalla tai pyorivalla seulalla. Yleensda kaytetddn myos
apuaineita, jotta mehu saadaan tehokkaasti poistettua marjoista. Normaalisti

apuaineina kéytetaan selluloosakuituja ja riisin kuoria. [4,9]

3.3. Kirkastus

Puristetun mehun sameus johtuu suurimmaksi osaksi pektiinistd, jota esiintyy
marjojen soluseindmissd. Myods puristusvaiheessa irtoava Kiintoaine aiheuttaa
sameutta. Mehun Kirkastukseen kéytetdédn erilaisia menetelmid, jotka voivat olla
fysikokemiallisia, mekaanisia tai ndiden kahden yhdistelma. Fysikokemialliset
menetelmissé hyddynnetddn mineraalisia Kirkastusaineita, kuten piimaahappo tai
bentoniitti. Yleisesti kdytdssa on myds luonnonmukaisia orgaanisia aineita, kuten
gelatiinia tai orgaanisia polymeereja, kuten polyvinyylipolypyrrolidoni. Kaikkien
toimintaperiaate perustuu kirkastukseen kaytettdvan aineen varautuneisuuteen.
Materiaalien tulee olla elintarviketeollisuuden laatu- ja puhtausvaatimuksen

tayttavia materiaaleja. [4]

Ristivirtaussuodatuksella voidaan poistaa helposti ja tehokkaasti sameutta
aiheuttavat yhdisteet. Membraanit, joilla suodatus toteutetaan, ovat yleensa
ultrasuodatusmembraaneja. N&iden ~membraanien katkaisukoko (MWCO
Molecular weight cut-off) voi olla 500-750 kDa. Valmistusmateriaaleja
membraaneille on useita, esimerkiksi polyamidi, regeneroitu selluloosa tai
polyeetterisulfoni. Kuvassa 6 on esitetty ristivirtaussuodatuksen periaate

verrattuna suodatukseen kohtisuoralla virtauksella. [9]
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Kuva 6 Ristivirtaus suodatuksen periaate verrattuna kohtisuoravirtaus
suodatukseen [9]

Kohtisuorassa virtauksessa partikkelit jaavat kalvon pinnalle tukkeeksi.
Membraanin pinta on yleensd heikosti varauksellinen. Nesteessa olevat
ionisoituneet yhdisteet asettuvat membraanin pinnalle, ja ndiden péélle taas
muodostuu seuraava kerros. Tatd kutsutaan polarisoituneeksi kerrokseksi.
Ristivirtaussuodatuksessa syottd kulkee membraanin  pinnan suuntaisesti
horisontaalitasossa. Permeaatti kulkee paineen vaikutuksesta membraanin l&pi ja
retentaatti jatkaa membraanin suuntaisesti. Membraanin suuntainen virtaus estaa

molekyyleja jddmastd membraanin pinnalle tukkimaan huokoset. [9]

3.4. Suodatus

Suodatuksessa laitevalinnat perustuvat oletukseen, ettd suodatettavassa mehussa
on olemassa lietekerros. Suodatuksissa voidaan kéyttéa apuaineina piidioksidia tai
perliittid. Naissékin materiaalivalinnoissa on huomioitava, ettd apuaineiden tulee
olla puhtaudeltaan elintarvikelaatua. Laitteina voidaan kayttdd esimerkiksi
jatkuvatoimista vakuumisuodatinta tai levysuodatinta. Uudempia vaihtoehtoja
suodatukselle  on  viimeaikoina  kaytetyt ultra- ja  mikrosuodatus.

Membraanitekniikka voi myods mahdollistaa useampien vaiheiden yhdistdmisen,



kuten suodatuksen, konsentroinnin ja pastéroinnin yhdistdmisen yhdeksi
vaiheeksi. [4,9]

3.5. Konsentrointi

Suurin osa mehutuotteista konsentroidaan varastointi- ja kuljetuskustannusten
minimoimiseksi. Konsentroinnissa on otettava huomioon aromi- ja variaineiden
séilyvyys, joka vaikuttaa prosessin valintaan. Perinteisesti haihdutus suoritetaan
haihduttimilla, joissa kéytetd&dn hoyrya lammaonsiirtoaineena. Hoyry takaa hieman
miedommat olosuhteet, jolloin tarkeiden aineiden havikki olisi mahdollisimman
pieni. Konsentrointi on my6s mahdollista suorittaa menetelmilld, jotka vaikuttavat
mehun koostumukseen vdhemman kuin perinteinen haihdutus. Naitd menetelmi&

ovat konsentrointi jaadyttamalla tai membraanierotuksella. [4,9]

Konsentrointi jaadyttamalla

Suodatettu mehu jadhdytetddn vedessa nolla asteiseksi, jolloin vesi jaatyy ja
muodostuneet Kkiteet voidaan erottaa seoksesta. Menetelma ei kuitenkaan sovellu
suodattamattomille mehuille, koska sameutta aiheuttava kiinted aine joudutaan
poistamaan yhdessa jaédkiteiden kanssa. Menetelmd on myds Kallis
jadhdyttamiseen tarvittavan energian vuoksi, joten se soveltuu ainoastaan

mehuille, jotka ovat hyvin lampoéherkkia. [4,9]

Konsentrointi membraanierotuksella

Hyodyntdmalla membraanitekniikkaa mehujen konsentrointi ja sterilointi voidaan
suorittaa kayttden yhta menetelmad, jolloin prosessia saadaan yksinkertaistettua.
Suodattamalla mehu membraanin Iapi voidaan erottaa bakteerit ja virukset, sek&

samalla vahent&& mehun vesipitoisuutta. [4,9]

3.6. Pastorointi

Pastorointi suoritetaan yleensd kuljettamalla mehu lammonsiirtimen l&pi, jolloin
mehu kuumenee +88 - +90 °C lampdtilaan. Kuumentaminen kestdd vain 3
minuuttia. Pastoroiminen kuumentamalla soveltuu ainoastaan mehuille, joiden pH
on maksimissaan 4. MyoOskaan lampoherkille mehuille, kuten mustikkamehu,

tama ei valttaméatta sovellu. Talldin tarvitaan muita menetelmid. Eras
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lampdoherkille materiaaleille soveltuva menetelmé on suodattaminen. Membraanit
ovat tassakin varteenotettava vaihtoehto, sill4 niiden huokoskoko on tarpeeksi

pieni suodattamaan bakteerit ja virukset. [4,9]

4. Analytiikka
Analytiikka jaetaan yleisesti kahteen osaan, erotukseen ja tunnistukseen. T&ss&
osiossa erotusta késittelevat nestekromatografia ja kapillaarielektroforeesi ja

tunnistusta UV-Vis ja massaspektrometria (MS).

4.1. Nestekromatografia

Yleinen menetelmd erottaa kasveista bioflavonoideja on korkean erotuskyvyn
nestekromatografia (HPLC). Nestekromatografiassa nédyte ja siita tutkittavat
komponentit ovat nesteméisessa muodossa. Liikkuva faasi, eli eluentti, voi olla
vettd, puskuriliuosta ja/tai orgaanista liuotinta. Hienojakoisesta kiintoaineesta,
jolla kolonni on pakattu, kdytetddn nimitystéd stationaarifaasi. Kolonnimateriaalin
avulla yhdisteet saadaan erilleen toisistaan. Tutkittavat yhdisteet vaikuttavat
eluentin ja stationaarifaasin valintaan. Nestekromatografia voidaan jakaa
normaalifaasinestekromatografiaan, jossa stationaarifaasi on liikkuvaa faasia
poolisempi ja kaanteisfaasikromatografiaan, jossa liikkuva faasi on poolisempi.
Menetelmd  perustuu  liikkuvan  faasin  kuljettamien  ndyteyhdisteiden
vuorovaikutukseen stationaarifaasin kanssa. Yhdisteet, jotka kiinnittyvét heikosti
stationaarifaasiin, liikkuvat nopeasti kolonnin I&pi, kun taas vahvasti kiinnittyvat
yhdisteet viipyvat kolonnissa pidemmaén aikaa. Nestekromatografiassa kdytetdan
laitteeseen liitettyd detektoria, jolla tunnistetaan yhdistevyOhykkeet niiden
erotuttua toisistaan. Tunnistus saadaan matemaattisesti ilmaistua kuvaajaksi, joka

on nimeltdan kromatogrammi. [5]
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|_ () Injekdori

Eluentti Fumppu et

K.olonni

Detektori

Kuva 7 HPLC laitteiston kaavionkuva [18]

Hedelmien ja marjojen polyfenoleja tutkittaessa kadytetddn padasiassa
kaanteisfaasikromatografiaa. Mustikkamehun antosyaaneja ja polyfenoleja
tutkittaessa gradienttieluutiossa kaytetddn muurahaishappoa ja asetonitriilistd ja
metanolista valmistettuja seoksia (taulukko 1). Asetonitriilia kéytetddn osana
lilkkuvaa faasia sen dipolimomentin vuoksi. Asetonitriilin dipolimomentin arvo
on 3,44 D, kun taas vedelle arvo on 1,87 D. Vesi on siis vahemman ionista kuin
asetonitriili. Muurahaishappo taas toimii haihtuvana pH:n muuttajana. Erotuksen
aikana eluenttien suhdetta liikkuvassa faasissa muutetaan, jotta stationaarifaasista

saadaan kaikki yhdisteet erottumaan ja kulkeutumaan detektorille. [6,7, 21]
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Taulukko 1 Kirjallisuudessa esitettyja eri nestekromatografiamenetelmia
fenolisten yhdisteiden tunnistamiseen mustikasta [6,8,10]
Esikasittely Eluentit Kolonni | Detektointi Lahde
4.7mL 250%4,6 mm
entsyymikésitelty i d. 5 um
nayte, pH A:85% (viv) | oK
: LiChroCart
alennus < 1 HCI | muurahaishappo Purospher
(50 uL, c(HC1 12 | B: asetonitriili: P 520 nm | Koponen et al. [6]
. } Star RP-18e
ml/L), suodatus | metanoli (85:15, + Ax4 mm
0,45 um GH v/V) i d
polypropyleeni- suojakolonni
suodattimen lapi
Pakastekuivatut
marjat (0,2700g),
sekoitus
eluenteilla (10%
B, 90%A), 150x4,6 mm
sekoitus Imin, | A:85% (v/v) | id.,5um
sonikointi 10min, | muurahaishappo | Phenomenex
sekoitus, B: asetonitriili: | Gemini + 520 nm Latti et al. [10]
sentrifugointi | metanoli (85:15,| 4x3mm C-
(4500 rpm, 5min, vIv) 18
4°C), uutto 3x2 esikolonni
mL, suodatus
regeneroidun
selluloosa-
suodattimen api
4.7 mL 250x4,6 mm
entsyymikasitelty | , . 0 i.d., 5 um
nayte, pH A: 0,25 /° (V) LiChroCart
muurahaishappo
alennus < 1 HCI B: asetonitriili: Purospher 360 nm | Koponen et al. [8]
(50 uL, c(HCI 12 | 2 8SCONMIITE o0 PP 186 P '
metanoli (85:15,
ml/L), suodatus vIv) +4x4 mm
0,45 pm i.d.
suodattimen lapi suojakolonni
4.2. Kapillaarielektroforeesi
Kapillaarielektroforeesia voidaan my0s kayttdd fenolisten  yhdisteiden

erottamiseen. Menetelmd perustuu néyteliuoksessa olevien dissosioituneiden ja
dissosioitumattomien yhdisteiden elektro-osmoottiseen virtaukseen sahkokentassa
kapillaariputkessa. Kuvan 7 mukaisesti kapillaarin paat ovat puskuriliuoksissa,
joissa on eri varaukset. Nayte injektoidaan kapillaariin tietyn aikaa, joka on
lampotila, kapillaariputken

madritettdvissa. Erotustehokkuuteen vaikuttavat
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pituus, sédhkdvirta, injektointi nopeus ja kéytetyt puskurit. Erottuvat komponentit
detektoidaan esimerkiksi UV-Vis -menetelmalla. [11]

Capillary

[ - ) / RN -
o D \\‘ \'\‘

f \ \
J \

i !

(e

Outlet vial Sample vial

Inlet vial

Power supply

Kuva 8 Kapillaarielektroforeesilaitteiston toimintaperiaate [11]

Ehala et al. [12] on kayttanyt menetelmdssaan 50 g mustikoita, jotka on uutettu
100 mL metanoli/vesi liuokseen. Metanolia seoksessa on 70 % ja vettd 30 %.
Tahan on vield lisatty 1 % suolahappoa ja 20 mg L-askorbiinihappoa siten, etta
lopulliseksi mé&é&réksi on saatu 150 mL. Taulukossa Il on esitetty menetelmdssa

kaytetyt laiteparametrit.



14

Taulukko Il Ehala et al. esittdman menetelman laiteparametrien arvot flavonolien
tunnistuksessa [12]

) ) ] Arvot )
Laiteparametri Symboli ) ) Yksikko
laiteparametreille
Detektointi alue Ad 210 nm
Jannite \Y 20 kV
Lampotila T 25 °C
Kapillaarin )
o i.d. 50 um
halkaisja
Kapillaarin
efektiivinen Lef 39 cm
pituus
Injektointiaika tinj 20 S

Puskurina toimii 35 mM natriumtetraboraatti, jonka pH on 9,3. Talla
menetelmalld  tunnistetut yhdisteet ovat trans-resveratroli, kanelihappo,
klorogeenihappo, ferulahappo, p-kumariinihappo, kversetiini, (+)-katekiini ja
kahvihappo. [12]

4.3. UV-Vis

UV-Vis -menetelméat perustuvat yhdisteiden absorboimaan valoon tietylla
aallonpituudella. Aallonpituus riippuu yhdisteelle ominaisesta varista. Keskeinen
osa UV-Vis menetelmén teoriaa on Lambert- Beerin laki, joka voidaan Kirjoittaa
yhtdlon 1 muodossa

A =acl (1)
jossa A absorbanssi, -
a absorbtiviteetti, L/(gcm)
c konsentraatio, g/L

I kyvetin pituus, cm

Menetelmad voi kayttdd yksittdisten aineiden tunnistamiseen tai, kuten

analysoinneissa usein, tunnistamaan useita yhdisteitd ndytteestd. Useita yhdisteita
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sisdltavistd ndytteista tunnistaminen tapahtuu spektristd, jossa eri yhdisteiden
absorbanssit nakyvéat piikkeind. Menetelma on yksinkertainen ja tarkka, koska
yhdisteilla on niille ominaiset absorbanssialueet ja mittaukseen kaytettava
aallonpituus voidaan rajata sen perusteella. UV-Vis -menetelméin on usein
fenolisten yhdisteiden tunnistamisessa yhdistetty diodirivi-ilmaisin, jonka avulla
yhdella ajolla voidaan saada useita tuloksia. DAD-UV-Vis -menetelma
nestekromatografiaan yhdistettynd on talla hetkelld kaytetyin menetelma, koska

silld on matalat kustannukset, se on herkka ja erotustehokkuus on hyvé. [15,17]

4.4. Massaspektrometria

Massaspektrometrilla tunnistaminen perustuu menetelméssa tapahtuvaan kolmeen
vaiheeseen, jotka ovat ndytteen hoyrystyminen, esiintyvien neutraalien
molekyylien ionisoituminen ja syntyneiden ionien erottelu massa/varaus (m/z) -
suhteen perusteella. lonit johdetaan sahkokentén lapi magneettikenttadn, jolloin
niiden kulkusuunta kaartuu. lonien massa vaikuttaa kaarteen suuruuteen ja siihen
mihin kohtaan se osuu detektorilla. Massaspektrometrin detektori tunnistaa
hiukkasen varauksen, kun se osuu siihen tai kulkee sen 1&pi. Nestekromatografian
ja kapillaarielektroforeesin yhteydessd massaspektrometriassa on kaytetty
sdhkdsumutusionisaatiota (ESI). Uutena tekniikkana on myds kéaytetty

laserionisointia [16,17]
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5. Kokeellinen osa

Kokeellisessa osassa tarkoituksena on tutkia mustikkamehusta ja pakastetuista
mustikoista flavonoidien maarad. Mustikat ja mustikkamehu ovat ruokakaupasta
ostettuja tuotteita. Mustikat ovat pakasteita, joita on esiké&sitelty tuotannossa siten,
ettd ne ovat turvallisia kayttaa. Mustikkamehun tuotanto on esitetty kirjallisessa
osiossa. Késittelymenetelmat vaikuttavat flavonoidien méaardédn kummassakin

fuotteessa.

Flavonoidien  tutkimusmenetelmind  toimivat  kapillaarielektroforeesi  ja
nestekromatografia. Tutkittavat yhdisteet ovat kversetiini, delfinidiinikloridi ja
pelargonidiinin  3-O-glukosidi. Naiden malliaineiden avulla mustikasta ja
mustikkamehusta identifioidaan yhdisteet ja suoritetaan kvantifiointi. Saatuja

tuloksia voidaan verrata Kirjallisuudessa esiintyviin arvoihin.

6. Naytteiden valmistus ja kaytetyt metodit

Analysointia varten valmistettiin delfinidiinikloridista, pelargonidiinin 3-O-
glukosidikloridista ja kversetiinista liuokset. Delfinidiinikloridi ja pelargonidiinin
3-O-glukosidi olivat Sigman valmistamia ja delfinidiinikloridi on HPLC laatua,
jonka puhtaus on yli 97 %. Pelargonidiinin 3-O-glukosidikloridi on laadultaan
analyyttinen standardi. Naista valmistettiin 100 ppm liuokset liuottamalla
yhdisteet puhtaaseen metanoliin ja edelleen liuokset, joiden pitoisuudet olivat 25
ppm. Laimennokset tehtiin 20 % metanoli-vesiliuoksella. Kversetiinista
valmistettiin ensin 1000 ppm perusliuos puhtaaseen metanoliin. Téasta
valmistettiin 25 ppm liuos laimentamalla 20 % metanoli-vesiliuokseen.
Kalibrointisuoraa varten kversetiinista valmistettiin liuokset, joiden pitoisuudet
olivat 0,1 ppm, 1 ppm, 5 ppm, 10 ppm ja 25 ppm. Aluksi laimennokset tehtiin 20
% metanoli-vesiliuokseen, mutta kversetiini sakkautui jo mittapulloissa.

Sakkautumisen estamiseksi tehtiin 70 % metanoli-vesiliuokseen.

Identifiointia varten mustikasta ja mustikkamehusta valmistettiin ndytteet hyvin
yksinkertaisesti: Pakastemustikat sulatettiin, murskattiin ja niista kerétty neste
suodatettiin 0,45 um mikrosuodattimen lapi. Mustikkamehu my6s suodatettiin

mikrosuodattimen |&pi  partikkelien poistamiseksi. Kvantifiointia varten
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valmistettiin 1:3 laimennokset, jotka tehtiin veteen. CE -analysointia varten
valmistettiin puskuri, joka muodostui 10 mM natriumvetyfosfaatista ja 25 mM
natriumtetraboraatista. Puskurin pH saadettiin arvoon 9,6 kayttamallad Kiinteda
natriumhydroksidia.

Kapillaarielektroforeesilla ké&ytettiin  kolmea eri menetelmé& analysointiin.
Menetelmat mukailivat Ren et al.[19] kehittdm&& menetelméé. Taulukossa 111 on
esitettyna kaikkien muuttuvien laiteparametrien arvot eri analyyseissa erotuksen

aikana.

Taulukko 111 Eri ajoissa kdytetyt muuttuvat laiteparametrit

Laiteparametri | Symboli Parametrin arvo Yksikko
Detektoint g 210 210 210 m
alue
Jannite \ 20 25 25 kV
Lampétila T 25 20 25 °C
Injektointi | | o5xs | 05x5 | 07x5 |mbarxs
paine x aika

Nestekromatografiassa kaytettiin MetaCarb87H kolonnia. Muut parametrit on

esitetty taulukossa IV. Gradienttiajo on néhtavissa taulukossa V.

Taulukko 1V Ajossa kaytetyt laiteparametrit ja eluentit

Parametri Parametrin arvo Yksikko
Virtaus 0,7 mL/min
A:0,1M
Eluentti muurahaishappo % /%
B: Metanoli
Injektiotilavuus 10 ulL
Lampatila 30 °C
Detekto_lntl- 270 nm
aallonpituus
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Taulukko V Gradienttiajo

t, min A, % B, %
0 100 0
10 90 10
30 82 18
50 40 60
55 100 0

7. Tulokset

Kapillaarielektroforeesilla kaytetty menetelmé perustui Kirjallisuudesta saatuun
menetelmaan. Menetelmdan testauksessa huomattiin ettei se ole taysin toimiva.
Taman vuoksi menetelmdd muunneltiin taulukon 11 mukaisesti jannitett,
lampdtilaa ja injektointia s&atelemélld. Tastd huolimatta CE:ll4 tehdyissa
erotuksissa ei saatu riittdvan hyvié tuloksia. Laitteessa esiintyi erindisia ongelmia
ja ainoastaan merkkiaineista saatiin signaalit. Nama piikit kuitenkin esiintyivat
samalla alueella ja tdman liséksi huomattiin, ettd vesi antaa samaan kohtaan
piikin.  Maéritystd haittaavien asioiden  vuoksi oli  todettava, ettd
kapillaarielektroforeesi ei ollut talla kertaa sovelias menetelma. Tamén todettuani
menetelma vaihdettiin nestekromatografiseen menetelmaan, jossa tunnistaminen

tapahtui myos UV-Vis - spektrofotometrialla.

Ensimmaisilla ajoilla (kuvat 9 ja 11) voitiin jo huomata, ettd menetelmé toimi ja
kuvaajaan saatiin piikkeja, joista oli mahdollista arvioida, mitd yhdisteista
mehussa ja itse mustikassa todenndkdisesti on. Tunnistaminen oli kuitenkin
delfinidiinikloridin ja pelargonidiinin 3-O-glukosidi kloridin kohdilla vaikeaa,
koska piikit sijoittuivat kohdalle, jossa naytteissé esiintyy suuret méaarat muitakin
yhdisteitd. Kversetiini pystyttiin tunnistamaan ja naytteissa esiintyvéd yhdiste oli
hyvin erottunut muista, joten se pystyttiin myds kvantifioimaan. Kuvassa 10 on
laimennetusta mustikasta saatu kromatogrammi ja kuvassa 12 taas laimennetusta
mustikkamehusta saatu kromatogrammi. Kuvissa kversetiini esiintyy noin 50

minuutin kohdalla.
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WADLA WadeghrZ0rmMAAM/A2I2ID012:12:191456:331212190000020)

LV
4),
a,
m,
104

O+

s A
0 0 D D 9] D i

Kuva 9 HPLC kromatogrammi mustikasta. Kversetiinin aiheuttama piikki nuolen
osoittamassa kohdassa.

IADLA adegheZ0mm(MZIAMA2122B 20121220 14-37-33121220000011.0)
Nom
3:),
Z,
m,
15,
:IO,
5,
O,
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 10 D D ) D i

Kuva 10 HPLC kromatogrammi laimennetusta mustikasta. Kaytetty
laimennussuhde 1:3. Kversetiinin aiheuttama piikki nuolen osoittamassa
kohdassa.
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VINDLA Vg 20V ZDI2M/A2121SD 0121219 1455 321219000000
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Kuva 11 HPLC kromatogrammi mustikkamehusta. Kversetiinin aiheuttama piikki
nuolen osoittamassa kohdassa.

ADLA WadaghrZ0rmMAIAM/I2122B 2012:12-20 14-37-331212200000130)
Nom
D

@

0

. . . . T . . . . T . . . . T . . . . T . . . . T . .
0 10 D D 9] D i

Kuva 12 HPLC kromatogrammi laimennetusta mustikkamehusta. Kaytetty
laimennussuhde 1:3. Kversetiinin aiheuttama piikki nuolen osoittamassa
kohdassa.

Kuvista 13 ja 14 on nahtavissd kversetiinin tunnistus laimennetusta mustikasta ja
mustikkamehusta. Tunnistus suoritettiin 0,1 ppm kalibrointiliuoksella, joka oli

laimennettu 70 % metanolilla.
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VWD1 A, Wavelength=270 nm (MV2012\MV121220B 2012-12-20 14-37-36\121220000011.D)
VWD1 A, Wavelength=270 nm (MV2012\MV121220B 2012-12-20 14-37-36\121220000002.D)
VWD1 A, Wavelength=270 nm (MV2012\MV121220B 2012-12-20 14-37-36\121220000011.D)

3.75 4

354

3.254

> 52.645> 52.639

53089

2754

225+

1754

T T T T T T
47 48 49 50 51 52 53 54 min|

Kuva 13 Kromatogrammit mustikasta (vihred) ja kversetiinista (punainen).

VWD1 A, Wavelength=270 nm (MV2012\MV121220B 2012-12-20 14-37-36\121220000013.D)
VWD1 A, Wavelength=270 nm (MV2012\MV1212208 2012-12-20 14-37-36\121220000002.D)
VWD1 A, Wavelength=270 nm (MV2012\MV121220B 2012-12-20 14-37-36\121220000013.D)

T T T T T T
49 50 51 52 53 54 min|

Kuva 14 Kromatogrammi laimennetusta mustikkamehusta (vihred) ja
kversetiinista (punainen). Kaytetty laimennossuhde 1:3.

Kversetiinin m&ara pystyttiin madrittdméan kalibrointisuoran avulla, joka oli tehty
viidella eri pitoisuudella 0,1 ppm, 1 ppm, 5 ppm, 10 ppm ja 25 ppm. Taulukossa
IV on ndhtdvissa rinnakkaisajojen piikkien pinta-alat ja niiden keskiarvot.
Pitoisuus 5 ppm kuitenkin véaristi suoraa siten, ettd tulokset olivat negatiiviset.
Kun tdma piste poistettiin suoralta, tulokset vastasivat saatuja kromatogrammissa
esiintyvien piikkien pinta-aloja. Liuoksesta, jossa on kversetiinia 1 ppm, on
ainoastaan yksi arvo, koska ajoja suoritettaessa pullojen paikat vaihtuivat. Tulos
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on kuitenkin verrattu aikaisempien ajojen tuloksiin ja luku on verrattavissa

kyseisiin arvoihin.

Taulukko VI Kversetiinin kalibrointiliuosten pitoisuudet, mitatut alat ja alojen

keskiarvot

Pitoisuus Ala Al_an
(ppm) keskiarvo
0,1 12,7

12,6 12,65

1 143,5
143,5

5 1076,6
1075,2 1075,9

10 17434
17442 1743,8

25 4364,8
4362,4 4363,6

Kuvassa 15 kversetiinin kalibrointisuora taulukon V1 arvojen perusteella.

5000
4500
4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000
500
0

Ala

Kversetiini Y=17527x-15921
R2=1
/
e
0 5 10 15 20

Pitoisuus (ppm)

30

Kuva 15 Kversetiinin kalibrointisuora pitoisuuksilla 0,1 ppm, 1 ppm, 10 ppm ja

25 ppm

Suoran avulla lasketut pitoisuudet on esitetty taulukossa VII.
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Taulukko V11 Kalibrointisuoran avulla lasketut kversetiinipitoisuudet

i Kversetiinin Kversetiinin Pitoisuus . To_de_llinen
Nayte Ala Al_an (bpm) Laimennos | pitoisuus
keskiarvo (ppm)
Mustikka 15,6 3 mi/10 ml
12,6 14,1 0,17 0,6
Mustikkamehu 40,1 3 mi/10 ml
39,8 39,95 0,32 1,1

Tuloksien perusteella mustikassa ja mustikkamehussa on kversetiinid hyvin
vahan. Mustikassa 0,6 ppm ja mustikkamehussa 1,1 ppm. Tulokset ovat

yhtenevaiset saatujen kromatogrammien kanssa.

8. Johtopaatokset

Tarkoituksena kokeellisessa osassa oli tutkia mustikkamehusta ja pakastetuista
mustikoista flavonoidien maaraa kapillaarielektroforeesilla ja
nestekromatografialla. Tutkittavat yhdisteet ovat kversetiini, delfinidiinikloridi ja
pelargonidiiin 3-O-glukosidikloridi. N&diden malliaineiden avulla mustikasta ja

mustikkamehusta identifioitiin yhdisteet ja suoritetiin kvantifiointi.

Kapillaarielektroforeesille kirjallisuuden perusteella 10ytyi yksi menetelma, joka
ei kuitenkaan soveltunut kuin kversetiinin erottamiseen ja tunnistamiseen. Taméan
vuoksi kaytettiin toista menetelmad, joka ei varsinaisesti soveltunut mustikalle,
mutta silla on pystytty aikaisemmin erottamaan ja tunnistamaan flavonoideja
muista marjoista. Tuloksia talla menetelmalld ei saatu, koska laitteessa ilmeni
ongelmia ja menetelmd ei ollut soveltuva. Menetelmédéd tulee kehittda

mustikkamehulle sopivaksi, jolloin aiheen tutkimista tulisi jatkaa.

Nestekromatografialla sitd vastoin pystyttiin onnistuneesti tunnistamaan ja
kvantifioimaan kversetiinid. Muutkin flavonoidit olisivat mahdollisesti olleet
tunnistettavissa, mutta ei  kvantifioitavissa.  Kirjallisuuden  perusteella
nestekromatografia on erittain soveltuva menetelma tahan tarkoitukseen ja silla on
pystytty tunnistamaan hyvinkin tarkasti eri flavonoideja. Mustikoista saadut
tulokset ovat pienid verrattuna kirjallisuudessa esitettyihin arvoihin. T&han
vaikuttaa esimerkiksi se, ettd kaupoissa myytavét pakastemustikat sateilytetddn




24

ennen pakkaamista niiden desinfioimiseksi. Lisdksi ndytettd ei esiké&sitelty
mitenk&an, joten piikki on jaanyt pieneksi. Sopivalla esikasittelylla yhdisteet voisi

saada selkeammin esille.

Garzon et al. on tutkinut mustikoista muun muassa kversetiinin osuutta.
Tutkimuksessaan he toteavat, ettd suomalaisissa mustikoissa flavonoidien méaéra
on 11,2 mg/ 100 g tuoreita marjoja. Tastda méaéarasta 72 % eli 8,2 mg/ 100 ¢
tuoreita marjoja on kversetiinia ja sen eri muotoja. [20] Mittauksissa
pakastemustikalle saatiin kversetiinin mé&aréksi 0,6 mg/L. Tam& arvo ei ole
suoraan verrattavissa Garzon et al. tuloksiin, sillda mitattua tulosta ei pystyta
esittdmaan samassa yksikossa. Liséksi flavonoidien mééra riippuu monista eri
tekijoistd, esimerkiksi kasvupaikasta ja késittelystd tuotannossa. Téssa tydssa
kaytetyt mustikat olivat pakastemustikoita, jotka ovat tuotannossa kasitelty
turvallisiksi, esimerkiksi sateilyttdmélld. Tamé saattaa vaikuttaa mustikoiden
flavonoidipitoisuuteen. Mustikkamehusta ei varsinaisesti ole yksittdisia tuloksia
kversetiinin maarasta kirjallisuudessa. Tallaisissa tuotteissa keskitytdan fenolisten
aineiden kokonaismadraan. Mehussa kuitenkin esiintyi kversetiinid enemmaén kuin
mustikassa. Tahan vaikuttaa mehun prosessointi, jossa kiinnitetddn enemmaén
huomiota flavonoidien talteenottoon. Kuten Kkirjallisessa o0sassa on esitetty,
entsyymikaésittely mehunvalmistuksessa esikésittelynd on parantanut mehujen
flavonoidipitoisuuksia. Tastd syystd pitoisuudet voivatkin olla suhteutettuna

suurempia mehussa kuin pakastemustikassa.



25

Lahteet

1.

10.

11.

Arktisetaromit, mustikka, saatavilla:
http://www.arktisetaromit.fi/fi/arktiset+aromit/marjat/luonnonmarjat/musti
kka/, viitattu 28.12.2012

Latti A.,K., Riihinen K. R., Kainulainen P. S., Analysis of Anthocyanin
variation in wild populaiton of bilberry (vaccinum myrtillus L.) in Finland;
Journal of Agricultur and Food Chemistry; 2008, 56 (190-196)

Saarela A.-M., Maattala S., Hyvonen P., von Wright A,
Elintarvikeprosessit, Savonia-ammattikorkeakoulu, 2005, 186-190

Vatai, G., Separation technologies in the processing of fruit juices,
Separation, extraction and concentration processes in the food, beverage
and nutraceutical industries, 2010 s. 381-394, Knovel

Huikko K., Bioflavonoidien ja ellageenihapon nestegromatografinen
maarittdminen marjoista, kasviksista ja hedelmistd, Pro Gradu —tutkielma,
Helsingin yliopisto, (1997)

Koponen J.M., Buchert J, Poutanen K.S, Toérrénen A.R., Effect of
pectinolytic juice production on the extractability and fate of bilberry and
blackberry anthocyanins, European Food Technology 2008, 227(485-494)
Haminiuk C.W.l.,, Maciel G.M., Plata-Oviedo M.S.V., Peralta R.M.,
Invited review Phenolic compounds in fruits- an overview, International
Journal of Food Science and Technology 2012, 47 (2023-2044)

Koponen J.M., Happonen A.M., Auriola S., Kontkanen H., Buchert J,
Poutanen K.S., Torrénen R.A., Characterization and Fate of Black Currant
and Bilberry Flavonols in Enzyme-Aided Processing, Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 2008, 56 (3136-3144)

Barrett, D.,M., Somogyi, L., Ramaswamy, H., Processing fruits science
and technology 2™ edition, CRC Press, 2005, s. 73-96

Latti, A.K., Riihinen, K.R., Kainulainen, P.S., Analysis of anthocyanin
variation in wild populations of bilberry (Vaccinium myrtillus L.) in
Finland, Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2008, 56 (190-196)
Petre, C.F., Alkaline oxidation of hydrosulfide and methyl mercaptide by
iron/cerium oxide-hydroxide in presence of dissolved oxygen. Possible

application for removal of Total Reduced Sulfur (TRS) emissions in the



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

26

Pulp & Paper industry, 2007, saatavilla
http://archimede.bibl.ulaval.ca/archimede/fichiers/24330/apa.html, Viitattu
28.12.2012

Ehala, S., Vaher, M., Kaljurand, M., Characterization of Phenolic Profiles
of Northern European Berries by Capillary Electrophoresis and
Determination of their Antioxidant Activity, Journal of agricultural and
food chemistry, 2005, 53 (6484-6490)

Pietta, P.-G., Flavonoids as antioxidants, Journal of natural products, 2000,
63 (1035-1042)

Hou, Z., Qin, P., Zhang, Y., Cui, S., Ren, G., Identification of
anthocyanins isolated from black rice (Oryza sativa L.) and their
degradation kinetics, Food research international, 2011, 50 (691-607)
Denney, R.C., Visible and ultraviolet spectroscopy, 1987, John
Wiley&sons s. 1-21,

Howe, I., Williams, D.H., Bowen, R.,D., Mass spectrometry principles and
applications, 2" ed. 1981, s. 1-25

Haminiuk, C.W.l., Maciel, G.M., Plata-Oviedo, M.S.V., Peralta, R.M.,
Invited review Phenolic compounds in fruits — an overview, International
Journal of Food Science and Technology 2012, 47 (2023-2044)

Laine A, Polaaristen yhdisteiden analytiikkaan soveltuvat
nestekromatografia-massaspektrometria-menetelmét, Pro gradu -tutkielma,
Jyvéskylan yliopisto, 2009

Ren, Z.-Y., Zhang, Y., Shi, Y.-P., Simultaneous determination of nine
flavonoids in Anaphalis margaritacea by capillary zone electrophoresis,
Talanta, 2009, 78 (959-963)

Garzon, G.A., Narvaez, C.E., Riedl, K.M., Schwartz, S.J., Chemical
composition, anthocyanins, non-anthocyanin phenolics and antioxidant
activity of wild bilberry (Vaccinium meridionale Swartz) from Colombia,
Food Chemistry, 2010, 122 (980-986)

R. Stenutz, Tables for chemistry, Dipole moment, 2013, saatavilla
http://www.stenutz.eu/chem/solv28.php, Viitattu 21.5.2013



