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Aalto-yliopisto LUMA-KESKUS

PAIVA
LAADUNVALVONNASSA

KOHDERYHMA: Tyd soveltuu kemian opetuksessa lukiolaisille. Tydn voi toteuttaa
esimerkiksi KE1 (Kemiaa kaikkialla) tai tydkurssilla.

KESTO: 75 - 90 min

TAVOITE: Ymmartaa kaytannon kautta analyyttisen kemian rooli teollisuudessa. Paasta
tutustumaan HPLC-menetelmaan konsentraation maarityksessa ja IR-menetelmaan
puhtauden maarityksessa.

AVAINSANAT: Analytiikka - HPLC - IR - Laadunvalvonta - Kemian teollisuus -
Elintarvikekemia - Laakekemia

TYOTURVALLISUUS JA JATTEIDEN KASITTELY

Laboratoriotakki, -lasit ja — hanskat.

Kuva 1: Aalto-yliopisto Junior




nnnnnnn

A"
A! o <
| \‘\““\o LUMAT(ZSKUS

Aalto-yliopisto SUOMI

1. TYON IDEA

Laadunvalvonta on tarkeaa, koska teollisuudessa tavoitteena on tuottaa
tasalaatuisia tuotteita. Laadunvalvonta perustuu kokonaisvaltaiseen
toiminnan ohjaukseen, jota lainsaadantd ja viranomaisvaatimukset vaativat.
Elintarvike- ja laaketeollisuudessa laadunvalvonta on erityisen tarkeaa ja
kontrolloitua, koska tuotteen turvallisuus on vahvasti sidottuna tuotteen
laatuun.

Laadukkaan tuotteen tuottamiseksi, laatua valvotaan koko tuotantoprosessin
aikana, raaka-aineista lopulliseen tuotteeseen. Jos laatua ei tarkkailtaisi
koko prosessin aikana, mahdollisia vikoja olisi todella hankala 16ytaa ajoissa.
Esimerkiksi kontaminaatio raaka-aineissa todennakdisesti johtaa
epapuhtaaseen tuotteeseen, joten lahtdaineiden puhtautta kannattaa
tarkastella ennen naiden kayttda teollisuudessa. Tata kaytantéa kaytetaan
laajalti kemian teollisuudessa.

Elintarviketeollisuudessa kaytetaan aineita, joilla voi olla terveysvaikutuksia,
jolloin ndiden pitoisuuksien seuranta on tarkea osa laadunvalvonnan
prosesseja. Esimerkiksi elintarviketietoasetusten mukaan, jos juomassa on
kofeiinia yli 150 mg/I, tuotteessa on oltava merkinta korkeasta
kofeiinipitoisuudesta ja suurin vuorokautinen kayttémaara on ilmaistava
tarkasti [1].

Tassa tydssa paaset tutustumaan laadunvalvonnan prosesseihin HPLC- ja IR-
mittausten kautta, joita kaytetaan esimerkiksi konsentraation ja puhtauden
maarittamiseksi teollisuudessa. Tehtavanasi on selvittaa ovatko tutkittavat
kofeiinipitoiset juomat ja aspiriini tarpeeksi laadukkaita markkinoille eli toisin
sanoen, tayttavatkd ne laatustandardit. Ty6ssa paaset tarkastamaan
vastaako kofeiinipitoisen juoman kofeiinin konsentraatio valmistajan
ilmoittamaa arvoa HPLC-laitteella ja tutkimaan aspiriini-naytteiden puhtautta
IR-laitteella.
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2. TAUSTATEORIA

HPLC

HPLC (High Performance Liquid Chromatography) on erotusmenetelma, jolla
naytteessa olevat eri aineet voidaan erotella toisistaan. Aineiden erotus
tapahtuu nestefaasissa pylvaassa. HPLC-pylvaassa on hyvin ohut putki,
jonka lapi pumpataan nestemaista liuotinta. Pylvaan sisalla on
stationdarifaasi, joka on hienojakoinen kiintea aine, jonka lapi liuotin liikkuu.
Kun HPLC:lla analysoidaan naytettd, ndyte pumpataan korkeassa paineessa
pylvaan lapi liuottimen kanssa. Naytteen aineiden erotus perustuu siihen,
ettd eri aineet kulkevat pylvaan lapi eri vauhtia. Kemialliset yhdisteet
vuorovaikuttavat kiintean faasin kanssa eri tavoin, jolloin kiintea faasi
jarruttaa yhdisteita matkalla pylvaan lapi eri tavoin.

Yleensa HPLC:n pylvaassa oleva kiintea faasi on pooliton, kun taas pylvaan
lapi kulkeva liuotin on poolinen. Esimerkiksi tassa tydssa HPLC:n pylvaan
sisalla kiinteana faasina on silikapartikkeleita, jotka on paallystetty pitkilla
hiiilivetyketjuilla. Poolittomat aineet vuorovaikuttavat kiintean faasin kanssa
enemman kuin pooliset, jolloin ne jaavat kiinni kiintedan faasin ja lilkkuvat
hitaammin pylvaan lapi. Pooliset aineet vuorovaikuttavat voimakkaammin
poolisen liuottimen kuin poolittoman kiintean faasin kanssa, jolloin ne
lilkkuvat pylvaan lapi nopeasti.

Pylvaan jalkeen laitteessa on UV-detektori, joka mittaa UV-sateilyn
absorbtiota, kun nayte kulkee pylvaasta tulevan liuottimen lapi. Kun
pylvaasta tulee ulos UV-aktiivinen aine, tdma aine absorboi UV-sateilya,
mika havaitaan detektorin signaalissa piikkina. Tasta signaalista piirrettya
kuvaajaa ajan funktiona kutsutaan kromatogrammiksi. Kuva 2 on esimerkki
kromatogrammista, jossa nelja piikkia vastaavat kolmea eri ainetta, jotka
olivat samassa naytteessa ja tulivat pylvaasta ulos eri aikoihin.
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Kuva 2: Kromatogrammi esimerkki (Aalto-yliopisto Junior)

Piikin koko on suoraan verrannollinen absorboivan aineen pitoisuuteen,
jolloin naytteessa olevien aineiden pitoisuudet voidaan maarittaa
vertaamalla detektorin piikin pinta-alaa tunnetusta maarasta kyseista ainetta
aiheutuneeseen piikkiin.

Laadunvalvonnassa ja kemian tutkimuksessa HPLC:ta kaytetaan aineiden
pitoisuuksien maarittamiseen. Tassa tydssa kaytetdan HPLC:ta kofeiinin
pitoisuuden maaritykseen.

IR

IR-spektrometri on laite, joka mittaa naytteen infrapunasateilyn absorptiota.
Laitetta kaytetdan kemian alalla eri aineiden ja molekyylien tunnistamiseen.
Tunnistaminen perustuu siihen, etta tietyt kemialliset sidokset ovat IR-
aktiivisia, eli ne absorboivat tietyn aallonpituuden omaavaa IR-sateilya ja
taman seurauksena varahtelevat. Esimerkiksi kaikki pooliset sidokset ovat
IR-aktiivisia. Eri sidokset absorboivat eri aallonpituuden sateilya. Vaihtelu
aallonpituuksissa johtuu sidoksen tyypista, sidokseen osallistuvista
atomeista ja varahtelyn tyypista. Sama sidos voi siis varahdella eri tavoin,
jolloin sama sidos voi nakya spektrissa useammassa piikissa.

IR-spektrometrin toimintaperiaate on, etta se kohdistaa naytteeseen IR-
sateilya ja mittaa mita aallonpituuksia nayte absorboi. Tulokset naytetaan
yleensa IR-spektring, eli kuvaajana jossa x-akselilla on sateilyn aaltoluku
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(joka on aallonpituuden kaanteisluku) ja y-akselilla absorbanssi tai
transmittanssi. Transmittanssi on se osuus sateilysta, joka ei absorboidu, ja
joka on pienempi mita suurempi absorbanssi on.

IR-spektrissa nakyvat piikit vastaavat jokainen tiettya aallonpituutta, jonka
nayte on absorboinut. Tietyt sidokset absorboivat tiettya aallonpituutta,
jolloin spektrin avulla voi selvittaa mita sidoksia nayte sisaltaa. Tama on
valttamaténta naytteen tunnistamiseksi. Spektreja voi myoés verrata
keskendan.

Laadunvarmistuksessa usein verrataan puhtaan aineen spektria naytteen
spektriin. Jos naytteen spektrissa nakyy ylimaaraisia piikkeja, ei nayte ole
puhdasta. Tassa tydssa vertaamme aspiriiniksi oletetun naytteen IR-spektria
puhtaan aspiriinin spektriin, selvittédksemme onko nayte laatuvaatimukset
tayttavaa puhdasta laaketta.

3. ENNAKKOTEHTAVAT ENNEN OPINTOKAYNTIA

Mitd laadunvalvonta on ja miksi sen on teollisuudessa tarkeaa?
Onko kofeiini poolinen vai pooliton molekyyli? Miksi?

Mita funktionaalisia ryhmia asetyylisalisyylihaposta eli aspiriinista 10ytyy?
4. TYON SUORITUS

Laitteistot

e HPLC, jossa UV-Vis-detektori
e IR-spektrometri

Tarvittavat valineet HPLC-osioon

Kofeiinipitoisia juomia
Dekantterilaseja
Kemikaaliruisku
Mikrofiltteri (0.2 pm)
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Naytepulloja

Naytepullon sulkija

Ajoliuokset: isopropanoli ja MQ-vesi
Tietokone

Tarvittavat valineet IR-osioon

Aspiriini-naytteita
Spaatteli
Denaturoitu etanoli
Nukkaamaton paperi

HPLC-osion tyovaiheet

Ohjaajat tekevat HPLC-laitteen alkuvalmistelut ja varsinaisen ajon ja
neuvovat miten naytteet laitetaan laitteeseen ja miten laitteen
kuvaajia tulkitaan.

Tehtdvasi on maarittaa juomien kofeiinin konsentraatio ja verrata saatuja
tuloksia tuoteselosteisiin eli valmistajien antamiin arvoihin.

Kaada kofeiinipitoiset juomat omiin dekantterilaseihin ja sekoita. Jos
juomassa on hiilihappoja, odota etta kupliminen loppuu ennen seuraavaa
tydvaihetta.

Laimenna juomaa assistenttien ohjeiden mukaan. Laimennus on tehtava niin
ettd kofeiinin pitoisuus on alle 200 mg/I ja yli 10 mg/Il. Taten juomasta
riippuen naytetta on laimentaa eri tavalla. Esimerkiksi energiajuomaa on
yleensa hyva laimentaa suhteessa 1:4.

Tayta ruisku nayteliuoksella. Annostele ruiskulla noin 1-1,5 ml juomia
mikrofiltterin lapi naytepulloihin.

Laita korkit naytepulloihin paalle ja sinetdi ne naytepullonsulkijalla. Muista
merkitd naytteet.
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Ndyteajon jalkeen saat ohjaajalta naytteesi piikin pinta-alan seka aiemmin
maaritetyn standardisuoran. Analysoi naytteet ohjaajan ohjeiden mukaan.

IR-osion tyovaiheet
Ohjaajat valmistelevat erilaiset ndaytteet analysoitavaksi

Tehtavasi on maarittad, ovatko naytteet aspiriinia ja jos kylla, niin ovatko ne
puhtaita.

Puhdista naytealusta denaturoidulla etanolilla kayttamalla nukkaamatonta
paperia.

Avaa Omnic spectra ohjelma. Valitse ponnahdusikkunassa (Smart Accessory
Change iD7 ATR - Diamond, minka pitaisi olla oletuksena, ja klikkaa “"OK".
Kirista spektrometrin karki paikalleen ja aja tausta ohjelmalla klikkaamalla
“Col Bkg” (Collect background, painike 16ytyy paneelin vasemmasta
ylakulmasta). Klikkaa Confirmation-ponnahdusikkunassa “"OK"”. Odota etta
naytoélle ilmestyy Confirmation-ponnahdusikkuna ja valitse “"No”.

Loysenna karki ja annostele spaattelilla naytetta niin, etta nayte-aukko
peittyy. Ole varovainen, ettet naarmuta laitteen timanttia.

Kirista spektrometrin karki paikalleen ja aja nayte valitsemalla "Col Smp”.
Anna naytteelle sopiva nimi ja valitse "OK". Valitse Confirmation-
ponnahdusikkunassa “"OK".

Kun nayte on ajettu, valitse “Yes” Confirmation-ponnahdusikkunassa.

Valitse Process-valilehdelta "% Transmittance” tai Ctrl+T, jotta spektrit
olisivat transmittanssi eika absorbanssi -kayria.
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Kun nayte on ajettu ja spektri nakyvilla, analysoi spektria vertaamalla
saamaasi spektria alla olevaan aspiriinin spektriin.
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Kuva 3: Aalto-yliopisto Junior

Voit lopuksi kayttad myds apuna ohjelman sisadista “Search” painiketta,
joka vertaa spektrid valmistajan tietokantaan. Tasta voi olla hyotya
puhtauden arvioimisessa.

Voit halutessasi tallentaa spektrin File-valilehden Save-toiminnolla.

Ennen seuraavan naytteen spektrin ajamista, poista vanha spektri
valitsemalla Edit - Clear tai painamalla CTRL+Del.

5. POHDITTAVAA
Kuinka luotettavia HPLC ja IR menetelmat ovat?

Mihin HPLC-menetelmaa voidaan hyddyntaa?

Mihin IR-menetelmaa voidaan hyddyntaa?
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6. YHTEYS AALTO-YLIOPISTON TOIMINTAAN

Seka HPLC ettd IR-menetelmat ovat yleisesti kdytdssa kemian alalla, seka
teollisuudessa etta yliopistojen tutkimusryhmissa. Aalto-yliopiston kemian
tekniikan korkeakoulun tutkimusryhmat kayttavat molempia menetelmia
paljon, HPLC- ja IR-laitteita 16ytyy koululta useita.

HPLC:ta kaytetdan aineiden erottamiseen toisistaan ja pitoisuuden
maarittdmiseen, mika on usein tarkeaa kemian tutkimuksessa. Esimerkiksi
orgaaninen tuote usein halutaan erottaa liuottimista ja reagoimattomista
lahtdaineista. Uusia kemiallisia prosesseja ja katalyytteja kehittavat ryhmat
taas kayttavat menetelmaa selvittadkseen, kuinka paljon haluttua tuotetta ja
sivutuotteita on reaktorissa syntynyt.

IR:aa kaytetaan aineiden tunnistamiseen ja puhtauden maarittamiseen,
esimerkiksi uusien menetelmien kehittamiseen, joilla saadaan puhdasta
tuotetta. Jos uutta reaktiota kokeiltaessa reaktorista tulee ulos tuntematonta
ainetta, on IR-spektrometri usein ensimmainen menetelmad, jotta kaytetaan
aineen tunnistamiseksi.

7. TEHTAVA OPINTOKAYNNIN JALKEEN

Voitte jatkaa keskustelua muista analyyttisista menetelmista, joita
hyddynnetaan kemian teollisuudessa ja kemian roolista yhteiskunnassa.

8. VIITTEET

i. https://www.ruokavirasto.fi/yritykset/elintarvikeala/valmistus/elintarvikkeista-
annettavat-tiedot/pakkausmerkinnat/kayttoohje-ja-varoitusmerkinta/kofeiinia-
sisaltavien-elintarvikkeiden-varoitus--ja-kayttoohjemerkinnat/

ii. Kuvat 1-3: Aalto-yliopisto Junior



