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1 JOHDANTO

Useissa teollisuuden prosesseissa hyddynnetddn vain osa kéytossd olevasta materiaalista.
Kiertotalouden mukaisesti yh& useampia prosesseja pyritddn optimoimaan niin, ettd koko
materiaali hyddynnettéisiin. T&ma parantaisi sivuvirtojen rahallista arvoa ja vahentéisi syn-

tyvéaa jatetta.

Suomessa yleisesti paperin raaka-aineena kadytettavan koivun soluseind koostuu péaasiassa
selluloosasta, hemiselluloosista ja ligniinista (Sjostrom 1993). Selluloosa on lineaarinen ho-
mopolysakkaridi, joka muodostuu glukoosiyksikoistd. Hemiselluloosat ovat taas joko line-
aarisia tai haaroittuneita heteropolysakkarideja, jotka koostuvat useista eri monosakkari-
deista. Ligniini on polyfenolinen yhdiste, joka koostuu toisiinsa sitoutuneista fenyylipro-

paaneista.

Puun térkeé jalostustuote on paperi, jonka valmistukseen tarvitaan puusta vain selluloosaa
(Sjostrom 1993). Talléin hemiselluloosat ja ligniini jaavat hyodyntamattd. Samoin sahojen
tuottama sahanpuru jaa hyddyntaméttd materiaalina ja se l&hinné poltetaan energiaksi. Sel-
luloosan tuotannossa puulle voidaan tehd& esiuuttoja, jolloin sellusta erotetaan ligniini ja
hemiselluloosat (Naidu ym. 2018). Eristysmenetelmid on useita, mutta ymparistoystavélli-
nen ja tehokas tapa on kuumavesiuutto, joka tarvitsee vain paineistuksen ja kuumaa vetta
(Kilpeldinen ym. 2014a). Tahan massaan jaa hemiselluloosien lisaksi osa ligniinistd, joka

voidaan poistaa massasta mm. etanolisaostuksen avulla (Naidu ym. 2018).

Koivussa tarkein hemiselluloosatyyppi on glukuronoksylaani (GX). GX muodostuu pééasi-
assa ksyloosiketjusta. Osa ksyloosien hydroksiryhmista on asetyloitunut ja ksyloosiketjusta
haarautuu o-(1->2)-sidoksilla 4-O-metyyli-D-glukoronihappoa (Jacobs ym. 2001). GX:n
tarkkaa rakennetta on vaikea maarittad sen heterogeenisyyden vuoksi. Ei mydskaan tarkasti
tiedetd, miten se on sitoutunut ligniiniin ja ovatko nama kovalenttiset sidokset olemassa jo

soluseindssa vai muodostuvatko ne vasta eristyksen aikana (Giummarella ym. 2019).

Koivun GX:lle on kehitetty jo useita sovelluksia, mink& takia sen eristdiminen lignosellu-
massasta on jarkevampéé kuin polttaminen vain energiaksi (Mikkonen ja Tenkanen 2012;
Naidu ym. 2018). Siitd voidaan jatkojalostaa mm. ksylitolia, furfuraalia ja maitohappoa
(Naidu ym. 2018). On my®s tutkittu sen kayttdmahdollisuuksia biohajoavien kalvojen val-
mistuksessa tai hydrokolloideina (Mikkonen ym. 2009; Alekhina ym. 2014; Ren ym. 2015;
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Naidu ym. 2018). Sen on todettu myds stabiloivan tehokkaasti emulsioita, joten sille voisi
I0ytya kayttod elintarvike-, ladke- ja kosmetiikkateollisuudesta (Mikkonen ym. 2016a; Lah-
tinen ym. 2019). Téall& hetkelld elintarviketeollisuudessa yksi kaytetyimmista emulsion sta-
bilointiaineista on arabikumi. Sité eristetadn akasiapuista, jotka kasvavat paaasiassa Afri-
kassa. Yksi arabikumin tarkeimmisté tuotantomaista on Sudan (Koli ym. 2013). Se on siis
tuontituote ja saattaa mahdollisesti karsia tulevina vuosina myoés ilmastomuutoksen liséé-
masté kuivuudesta. Myds alueen poliittinen epavarmuus voi vaikeuttaa tuotantoa. Koivun

GX olisi siis ymparistoystavallinen ja kotimainen vaihtoehto.

Kuumavesiuutolla eristetty GX siséltdd myos ligniinia (Lahtinen ym. 2019). Talléin GX:lla
stabiloidusta emulsiosta voidaan analysoida seka sen monosakkaridijakaumaa etta fenolisia
yhdisteitd. Hajottamalla emulsio jatkuvaksi faasiksi ja kermaksi voidaan maéarittad molem-
pien jakeiden koostumusta erikseen. GX-ndytteiden monosakkaridijakauman maarittami-
seen paras menetelmd on happaman metanolyysin ja kaasukromatografian yhdistelma (Will-
for ym. 2009). Ligniiniperaisia fenolisia yhdisteitd voidaan puolestaan maarittaa nestekro-

matografisesti (Lahtinen ym. 2019).

Elintarvike-emulsioiden yksi séilyvyytta rajoittava tekija on emulsion pysyvyys. Pysyvampi
emulsio mahdollistaa pidemman hyllyidn. Emulsion pysyvyytta voidaan arvioida seka fysi-
kaalisena pysyvyytena ettd kemiallisena pysyvyytena. Fysikaalisessa pysyvyydessa seura-
taan l&hinna emulsion pisarakokojakauman muutoksia ja kemiallisessa emulsion 6ljypisaroi-

den hapettumista.

Tutkimuksen tarkoituksena oli tutkia GX:n kayttoa stabilointiaineena. Tarkoitus oli samalla
selvittdd GX:lla stabiloidun emulsion rajapinnan rakennetta tutkimalla sieltd 10ytyvia mo-
nosakkarideja seka fenolisia yhdisteitd ja yrittdd saada viitteita siitd, ovatko ne kovalentti-

sesti sitoutuneina toisiinsa.



2 KIRJALLISUUSKATSAUS

2.1 Puun soluseindn rakenne

Puun soluseinien rakenne muodostuu paéasiassa selluloosasta (30-50 %), hemiselluloosasta
(15-30 %) ja ligniinistd (10-25 %) (Sjostrom 1993; Naidu ym. 2018). Komponenttien osuu-
det vaihtelevat hiukan puulajin ja puun idn mukaan (Fengel ja Wegener 1989; Sjostrom
1993). Néiden liséksi l1oytyy pienid maaria mm. pektiinia sekd vahoja ja epdorgaanisia suo-

loja.

2.1.1 Selluloosa

Selluloosa toimii puiden solujen runkona. Selluloosa on homopolysakkaridi, joka koostuu
B-(1->4)-sidoksilla lineaarisesti sitoutuneista D-glukoosiyksikoistd (Fengel ja Wegener
1989; Sjostrom 1993). Selluloosassa vetysidokset muodostavat ristisidoksia, minka takia
selluloosasta 16ytyy sekad amorfisia ettd kiteisia alueita. Taman takia selluloosa muodostaa
mikrokuituja, jotka muodostavat lopulta selluloosakuituja, joita voidaan kayttdd mm. pape-

rin valmistukseen (Sjostrém 1993).

2.1.2 Hemiselluloosat

Hemiselluloosien antavat tukea soluseinalle (Sjostrom 1993). Hemiselluloosat ovat hetero-
polymeereja, jotka koostuvat eri monosakkarideista (Fengel ja Wegener 1989; Sjostrom
1993). Ne ovat herkkia happohydrolyysille, joka pilkkoo ne oligo- ja monosakkarideiksi.
Hemiselluloosat muodostavat lyhyempia ketjuja kuin selluloosa, eivét kiteydy ja ovat usein
haaroittuneita (Fengel ja Wegener 1989). Puulajeissa on usein yksi vallitseva hemiselluloo-
satyyppi ja pienempid maarid muita hemiselluloosia. Vallitsevia hemiselluloosia havupuissa
ovat mm. galaktoglukomannaani, arabinoglukuronoksylaani ja arabinogalaktaani (Sjostrom
1993). Lehtipuissa sen sijaan tarkeimmat hemiselluloosatyypit ovat glukuronoksylaani ja

glukomannaani.
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2.1.3 Ligniini

Ligniinin tehtdvana on sitoa soluseindn osat toisiinsa ja sitd 10ytyy tdman takia soluseinien
valista ja sekundaarisesta seinasta (Sjostrom 1993). Ligniini parantaa puun mekaanista kes-
tavyytta, minka ansiosta puiden on mahdollista kasvaa erittéin korkeiksi (Fengel ja Wegener
1989). Sen hydrofobisuus suojelee myds soluseinan rakenteita ulkopuolelta tulevalta vedelta
(Lu ym. 2017; Naidu ym. 2018). Ligniini on polyfenolinen polymeeri, joka koostuu fenyy-
lipropaaniyksikoista (Sjostrom 1993; Lu ym. 2017). Ne ovat sitoutuneet toisiinsa joko eet-
terisidoksilla tai C-C-sidoksilla. Néistd -O-4-rakenteet ovat kaikkein yleisimpid, jopa 60 %
kaikista lehtipuiden ligniinin fenyylipropaaniyksikdista on sitoutunut ndin toisiinsa. Syrin-
gyyliryhmat ovat ndille tyypillisia ja ne ovat yleensé eetterdityneitd. Funktionaalisia ryhmié

ligniinissd ovat mm. metoksyyliryhmaét, fenoliset hydroksyyliryhmét ja karbonyyliryhmat.

Ligniini ei hajoa herkésti entsymaattisesti tai kemiallisesti, mink& ansiosta se suojelee tehok-
kaasti puun soluseindd mikrobiologisilta hyokkayksilta (Sjostrom 1993; Naidu ym. 2018).
Ligniinin maaré ja koostumus vaihtelevat huomattavasti eri soluseinan kerroksissa. Solusei-

nan rakenne voi olla melko heterogeeninen, miké nékyy eri puusolujen rakenteissa.

2.1.4 Puun soluseindn muut yhdisteet

Néiden kolmen paakomponentin, selluloosan, hemiselluloosien seké ligniinin, liséksi puista
loytyy pienia méaria muitakin yhdisteita. Pektiini ja tarkkelys ovat polysakkarideja, joita
I0ytyy puusta. Pektiini muodostuu padasiassa galakturonihaposta, galaktoosista, arabinoo-
sista ja ramnoosista (Fengel ja Wegener 1989). Sitd ei luokitella hemiselluloosaksi, mutta

sitd voi olla vaikeata erottaa hemiselluloosista (Sjostrom 1993).

Pihka muodostuu terpenoideista ja steroideista, jotka ovat isopreeniyksikdistda muodostuvia
polymeereja (Fengel ja Wegener 1989; Sjostrom 1993). Ne muodostavat rengasrakenteita,
joihin voi olla liittyneen& funktionaalisia ryhmid, jolloin ne voivat muodostaa mm. hartsi-
happoja. Naiden lisaksi puusta I6ytyy erilaisia rasvoja ja vahoja, joista osa 16ytyy pihkasta

ja osa esiintyy vapaina rasvahappoina (Fengel ja Wegener 1989).
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Puusta l6ytyy lignaanin lisaksi myos muita fenolisia yhdisteitd, kuten stilbeeneja, lignaaneja,
tanniineja ja flavoinoideja (Sjostrom 1993). Ne osallistuvat puun varin muodostumiseen ja

suojaavat puuta mikrobiologisilta hydkkayksilta.

Puussa on myds epaorgaanisia yhdisteitd, jotka ovat lahinnd metallisuoloja. Yleisimpid me-
talleja ovat kalsium, kalium ja magnesium. Ne ovat usein sitoutuneena ksylaaniin tai pektii-
niin (Sjostrom 1993).

2.2 Koivun glukuronoksylaani

2.2.1 Glukuronoksylaanin eristaminen

Jotta GX:a voidaan kayttaa, taytyy se eristda ensin puusta. Lahtomateriaalina voidaan kayt-
t4& paperimassaa, josta ligniinin poiston yhteydessa liukenee myds paljon hemiselluloosia
(Sjostrom 1993). Hemiselluloosia voidaan eristdd myos puuteollisuuden sivuvirroista, kuten
sahanpuruista (Kilpelainen ym. 2012; Martinez-Abad ym. 2018). Jos lopputuotteesta halu-
taan kehittdad myos elintarvikekayttoon kelpaava, on tarkead, ettei puhdistusprosessissa tuot-
teeseen muodostu tai prosessista liukene ihmiselle haitallisia yhdisteitd, kuten orgaanisia liu-

ottimia.

Hemiselluloosia voidaan eristaa useilla eri menetelmill& useista eri lahtomateriaaleista. Huo-
mioon tulee ottaa seké& l&htémateriaali ettd eristettdvan hemiselluloosan kayttotarkoitus. Kun
l&htomateriaalina on paperimassa, on tarkeété tuottaa mahdollisimman puhtaita hemisellu-
loosia ilman paperimassan laadun heikkenemistd (Borrega ym. 2017). Naidu ym. (2018)
ovat koonneet kokoama-artikkelissaan erilaisia ksylaanin eristysmenetelmid, kuten emas-,

liuotin- ja paineistettu kuumavesiuutto.

Emaksisessa ksylaanien eristyksessa kdytetddn mm. natrium- ja kaliumhydroksia katkaise-
maan ksylaanin ja ligniinin vélisia esterisidoksia, jotta eristiminen massasta onnistuisi (Jan-
zon ym. 2008). Menetelma ei vaadi korkeita lampétiloja tai painetta, mutta se saattaa muut-
taa ksylaanin rakennetta asetyyliryhmien hydrolysoitumisella ja muodostamalla suoloja
massaan (Peng ym. 2012). Tdma huonontaa ksylaanin liukoisuutta veteen (Naidu ym. 2018).
Kun halutaan pilkkoa GX:a, voidaan kayttdd myos happouuttoa (Mosier ym. 2005). Laimea
rikkihappo hydrolysoi seosta vapauttaen ksyloosia. Prosessissa muodostuu furfuraalia, joka
voidaan keré&té talteen (Mosier ym. 2005).
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Liuotinuutosta puhutaan, kun GX:n eristykseen kdytetddn orgaanisia liuottimia. Niitd voi-
daan yhdistella my6s muihin uuttomenetelmiin. Yleisia kéytettyja liuottimia ovat alkoholit,
kuten etanoli, metanoli, glyseroli, ja orgaaniset hapot (Naidu ym. 2018). Liuotinuuton hyvia
puolia ovat sen korkeat saantoprosentit ja mahdollisuus kierrattaa kaytettyjé liuottimia. Huo-
noina puolina ovat liuottimien kalleus ja niiden késittelyyn liittyvét vaarat, kuten tulenar-
kuus. Liuotinuuttoa voidaan viel& tehostaa ultraddnella. Tdma perustuu kavitaatioon, jossa
ultradani aiheuttaa ilmakuplien nopean kasvamisen ja lopulta hajoamisen. Tdma aiheuttaa
nesteen Kiertoa ja turbulenssia, minka ansiosta liuotin l&péisee biomassan tehokkaasti. Ult-
raddnen kaytto tehostaa uuttoa, mutta liian pitka ké&sittely saattaa muuttaa ksylaanin raken-

netta (Ebringerova ja Hromadkova 2010).

Kuumavesiuutto, tai ylikriittinen vesiuutto, perustuu sidosten katkeamiseen korkean paineen
ja korkean lampdtilan vaikutuksesta (Mosier ym. 2005). Vesiuutossa ei tarvita muita kemi-
kaaleja, minka takia se on melko ymparistdystavéllinen ja turvallinen menetelmd, mutta kor-
kea ldampdtila ja paine vaativat paljon energiaa. Menetelmalld saadaan eristettyd 50-80 %
eristettdvasta hemiselluloosista, mika on paljon verrattuna muiden menetelmien saantoihin
(Kilpeldinen ym. 2014a; Naidu ym. 2018). Menetelman tarkein vaikuttava tekija on kéytetty
lampotila, mutta muuttamalla késittelyaikaa ja seoksen pH:ta voidaan vaikuttaa prosessiin
merkittavasti (Kilpeldinen ym. 2014b). Kasittelyn aikana saattaa vapautua uronihappoja ja
muodostua etikkahappoa hydrolysoituneista asetyyliryhmistd. Namé laskevat seoksen pH:ta
jaedesauttavat GX:n hajoamista. Prosesseissa saattaa mys muodostua epapuhtauksia, kuten
furfuraalia (Mosier ym. 2005). Epdpuhtauksien maara on kuitenkin melko pieni ja ne voi-

daan haihduttaa kuivataessa lopputuotetta (Kilpeldinen ym. 2014b).

Kuumavesiuuttoa lahtdmateriaalina voidaan kayttadd paperimassaa. Pidemmalla uuttoaikaa
saadaan vahennettya GX:n maaraa paperimassassa, mutta liian pitka kasittely hajottaa myos
selluloosaa (Borrega ym. 2017). Hydrolyysin takia myods GX:n molekyylimassa on pienempi
pitkan uuttoajan jalkeen. GX:n erottaminen taydellisesti paperimassasta ilman sellu- ja GX-
fraktioiden polymeerien hajoamista on mahdotonta (Kilpeldinen ym. 2014b). Jotta polyme-
risoitunut GX saadaan eristettyd paperimassasta, taytyy kasittelyaika optimoida paattymaan

hetki ennen selluloosan hajoamista.

Kun l&htdaineena on sahanpuru, on mahdollista keskittyd vain GX:n eristamiseen. Syklisella
kuumavesiuutolla voidaan tehokkaasti myos fraktioida GX:a molekyylipainoon perustuen,

kuten pienimolekyylisemmaét mannaanit suurempimassaisista ksylaaneista (Martinez-Abad
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ym. 2018). Paineistettua kuumavesiuuttoa on myos laajennettu laboratoriomittakaavasta te-
ollisuusmittakaavaan onnistuneesti, jolloin GX:a voidaan tuottaa suuria maarié raaka-ai-

neeksi (Kilpeldinen ym. 2014a).

HOyryrajaytysta voidaan kayttad vesiuuton kanssa (Naidu ym. 2018). Tarkoituksena on rik-
koa selluloosan rakennetta ja pilkkoa ligniinia. Tdma saavutetaan altistamalla materiaali kor-
kealle lampdtilalle ja paineelle hoyrystamélla sitd, jonka jalkeen paine vapautetaan nopeasti.
HOyryn nopea laajeneminen hajottaa lignosellumassan rakennetta (Singh ym. 2014). Massan
pH laskee, koska funktionaaliset sivuryhmat muodostavat orgaanisia happoja. Nama puoles-
tansa saattavat hydrolysoida GX:a ksyloosiksi ja oligosakkardeiksi (Singh ym. 2014). Télla
voidaan nopeasti hajottaa lignoselluloosan rakenne, minka jalkeen vesiuutolla voidaan viela
erottaa fraktiot toisistansa. Prosessin tehokkuuteen vaikuttavat padasiassa kasittelyaika, 1am-
potila, kosteuspitoisuus ja ldhtdmateriaalin, kuten sahanpurujen, partikkelikoko (Negro ym.
2003).

Useissa eristetyissd hemiselluloosissa on viela mukana muita yhdisteitd, joista ligniini on
merkittdvin. Kun halutaan konsentroida GX-jaetta, taytyy sita vield jatkokasitella. Kiintea-
neste-uutolla yhdistettynd neste-neste-uuttoon on mahdollista poistaa 70 % ligniinista
(Westbye ym. 2008). Myos emasfraktiointia, veteen sekoittuvaa liuotinta, kromatografisia
menetelmid ja erilaisia suodatuksia kaytetd&dn (Naidu ym. 2018). Tarkoitus on saostaa eris-
tettdva ksylaani, jolloin se voidaan erottaa vedestd. Myds ulossuolausta kaytetaan puhdis-
tukseen, vaikka sen kayttd on yleisempaa proteiinien eristyksessa (Naidu ym. 2018). Ylei-
sempid kaytettyja suoloja ovat ammoniumsulfaatti ja litiumkloridi. Mit4d enemmaén suolaa
kaytetdan eristykseen sitd haaroittuneempaa ja pienimolekyylisempad ksylaania saadaan

eristettyé.

Kromatografisia menetelmid on useita ja kaytdssd ovat mm. ioninvaihto- ja kokoeks-
Kluusiopylvéat (Naidu ym. 2018). Menetelméll& saadaan hyvin puhdasta ksylaania, mutta
ongelmana on vaikeus muuttaa menetelmé&é teollisuusmittakaavaan ja puskurina kaytetta-
vien suolojen poisto eristyksen jalkeen. Suodatuksella taas voidaan erottaa tietyn molekyy-
lipainon mukaan kerattavéat ksylaanit. Se vaatii vain vahan energiaa ja liuottimia. Suodatuk-
sen toimivuuteen kuitenkin vaikuttavat mm. liuoksen viskositeetti, ksylaanin haaroittunei-

suus ja liukoisuus, joten on vaikea taysin hallita erotetun jakeen koostumusta.



14

2.2.2 Glukuronoksylaanin rakenne

Koivun (Betula pendula) GX muodostuu B-(1->4)-sidoksilla toisiinsa sitoutuneista 3-D-ksy-
lopyranosyyliyksikadista (kuva 1). Ketjusta haarautuu muita monosakkarideja ja uronihap-
poja, joista tarkein on a-(1->2)-sidoksin sitoutunut 4-O-metyyli-D-glukuronihappo
(meGIcA). Kuitenkin tarkan rakenteen méarittiminen on haastavaa GX:n heterogeenisyyden

takia. GX:n haaroittuminen on satunnaista, mutta meGlcA-yksikoité esiintyy noin 7-12 aina

100 ksyloosia kohden (Jacobs ym. 2001).
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Kuva 1. Glukuronoksylaanin perusrakenne Ebringerovan (2006) mukaan. Siniselld on korostettu ksyloosiket-
juun sitoutunut meGIcA ja punaisella on korostettuna asetyloituneet hydroksiryhmat

GX:n liukoisuudelle ja muille ominaisuuksille tirkedd on sen asetyloitumisaste. Noin 60—
70 % sen ksyloosien C2- ja/tai C3-hiileen sitoutuneista hydroksyyliryhmistd on asetyloitu-
nut (Westbye ym. 2008). Tassékain jakauma ei kuitenkaan ole homogeeninen. Kun useampi
GX:n hydroksiryhmi on asetyloitunut, on myds enemmén meGlcA-ryhmid sitoutuneena

(Giummarella ja Lawoko 2016).

MeGIcA ja asetyloituneet hydroksyyliryhmit ovat tirkeimpid sivuryhmiéd pédketjussa. Ta-
man lisdksi my0s ksyloosiketjun pelkistdvassd padssa on 10ydetty D-Xyl-(1->4)--D-Xyl-
(1->3)-a-L-Rha-(1->2)-a-D-GalA-(1->4)-D-Xyl-rakenne, jonka mukaan myds ramnoosi
(Rha) ja galaktouronihappo (GalA) ovat osa GX:n polysakkaridiketjua (Ericsson ym. 1977,
Johansson ja Samuelson 1977; Komiyama ym. 2009). Kuitenkin myds pektiini muodostuu
GalA-yksikoistd ja se saattaisi myos olla ldhde osalle monosakkaridianalyyseissé 10ytyville

GalA:lle (Meshitsuka ym. 1982).
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2.2.3 Fenoliset yhdisteet

Ligniinit ja muut fenoliset yhdisteet

Puumateriaalista 16ytyvat fenoliset yhdisteet ovat yleensé peraisin ligniinista. Koivusta l6y-
tyneisté ligniinirakenteista tarkeimpia vaikuttaisi olevan -O-4-sidokset, B-5, B-B, p-hydrok-

sifenyyli-, guajasyylipropaani ja sinappialdehydi, joita on esitetty kuvassa 2.

8
A~
OMe
/,O
8-0-4 B-5 B-B
(Fenyylikumaariini) (resinoli)
/O
/
OMe MeO OMe
.0
p-hydroksifenyylipropaani Guajasyylipropaani Sinappialdehydi

Kuva 2. Koivun GX:n yleisimpié ligniinirakenteita Gabovin ym. (2014) ja Giummarellan ja Lawokon (2016)
mukaan

Koivun sisemmalla kuorella esiintyy useita erilaisia fenolisia yhdisteitd, kuten flavonoideja,
diaryyliheptanoideja, yksinkertaisia fenolisia yhdisteitd, fenolihappoja, tanniineja, lig-
naaneja ja prosyaniideja (Fengel ja Wegener 1989; Smite ym. 1995; Liimatainen ym. 2012).
Flavonoideilla tarkoitetaan fenolisia yhdisteitd, jotka muodostuvat kahdesta bentseeniren-
kaasta ja yhdesté heterosyklisesté renkaasta. Lignaaneilla tarkoitetaan kahta toisiinsa sitou-

tuneen fenyylipropaaniyksikdon muodostamaa rakennetta.
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Ligniini-hiilihydraattikompleksit

Ligniini-hiilihydraattikomplekseja (LCC) on tutkittu paljon. Ne ovat hemiselluloosaan ko-

valenttisilla sidoksilla sitoutuneen ligniinin muodostamia aggregaatteja (Sjostrom 1993).

Jotta komplekseja voidaan tutkia, tdytyy soluseinan rakenne rikkoa. Tdmén takia ei ole var-
maa, esiintyvatkd nama sidokset jo soluseindssé vai muodostuvatko ne vasta prosessoinnin
aikana (Hutterer ym. 2016; Giummarella ja Lawoko 2016). Kuitenkin uskotaan ainakin osan
ligniini-hiilihydraattisidoksista (LC-sidokset) olevan jo soluseinéssa, koska useilla eri eris-
tysmenetelmill& sidoksia on I0ydetty (Giummarella ja Lawoko 2016). Padasiallisiksi sidos-
tyypeiksi kirjallisuudessa on esitetty bentsyylieetteri-, bentsyyliesteri- ja fenyyli-glykosidi-
sidokset, jotka on esitetty kuvassa 3 (Sjostrom 1993; Giummarella ym. 2019). Bentsyylies-
terisidokset muodostuvat luultavasti ligniinin ja meGIlcA:n vilille (Watanabe ja Koshijima

1988; Imamura ym. 1994).

BE, GE FG
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Kuva 3. Tarkeimmat ligniini-hiilinydraattisidostyypit Giummarellan ym. (2019) mukaan. BE; = bentsyylieet-
terisidos, sitoutunut glukoosin, galaktoosin tai mannoosin C6-hiileen, arabinoosissa C5 hiileen, BE, = bent-
syylieetterisidos sitoutunut glukoosiin, galaktoosin, mannoosin, ksyloosin tai arabinoosin C2/C3 hiileen, GE =
gammaesterisidos FG= fenyyliglykosidisidos

OMe

Koivussa ligniini ja GX voivat olla sitoutuneina toisiinsa suoraan tai pektiinin kautta
(Meshitsuka ym. 1982). Meshitsuka ym. (1982) eristivat GX:sta LCC-rikkaan jakeen, jossa
oli myds merkittavasti GalA:a. Jae késiteltiin pektinaaseilla, mink& jalkeen jakeesta irtosi
suurin osa hemiselluloosasta. Tama viittaa pektiinilla olevan osuutensa LCC-rakenteessa,
koska pektinaasit erottivat ligniinin ksyloosista. GalA on osa GX:n polysakkaridiketjua,

mutta kaytetyt pektinaasit katkovat GalA:n vélisi4 a-(1->4)-sidoksia, joten niiden ei pitdisi
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vaikuttaa GX:n ksyloosiketjun ja GalA:n valisiin sidoksiin. Koivun GX:n ja pektiinin mah-
dollisia kovalenttisia sidoksia on tutkittu vahan, mutta pektiini ja ligniini saattavat olla ko-
valenttisesti sitoutuneina toisiinsa (Giummarella ja Lawoko 2016). Tomaatin ksylaanin ja
pektiinin valisten sidosten olemassaolosta on viitteitd, mutta ndit4 ei kuitenkaan voi verrata

taysin puiden soluseinédn rakenteeseen (Broxterman ja Schols 2018).

Giummarellan ja Lawokon (2016) mukaan GX:n paaketjuun sitoutuneet sivuryhmat vaikut-
tavat bentsyylieetterisidosten mé&arédén negatiivisesti: mitd enemman asetyloituneita hyd-
roksyyliryhmié sitd vahemman LC-sidoksia. Molemmat sitoutuvat GX:n C2-hiileen, joten
siihen sitoutuneet sivuryhmat saattavat vaikeuttaa myds C1-hiilen sidosten muodostusta
(kuva 4).

Fenyyliglykosidisidos
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Kuva 4. Mahdollinen asetyyliryhmien saatelema ligniini-hiilihydraattisidosten sijainneille Giummarellan ja
Lawokon (2016) mukaisesti

Ei mahdollinen

2.2.4 Glukuronoksylaanin analysointi

GX:n analysointi ei ole helppoa sen heterogeenisyyden vuoksi. Analyysimenetelman valin-
taan vaikuttaa lahtomateriaali, eli miten GX-ndyte on eristetty ja onko sité puhdistettu muista
yhdisteistd. Naytteen esikésittelyt voivat muokata sidoksia, jolloin ei tiedetd, mité alkuperéi-
sessa naytteessd todellisuudessa oli (Naidu ym. 2018). Ndytteen koostumusta analysoituessa
tdma ei vélttdmattd ole ongelma, mutta rakenneanalyysissa ja sidoksia tutkiessa tdmé voi

olla antaa virheellisen tuloksen.
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Monosakkaridianalyysit

Madrittamalla ndytteen monosakkaridikoostumus saadaan tietoa GX:n rakenteesta. Nailla
menetelmilld ei voida selvittdd, miten yhdisteet ovat sitoutuneet toisiinsa, mutta niiden avulla
saadaan tarkempaa tietoa kemiallisesta koostumuksesta. Analyysit vaativat eriasteisia esika-
sittelymenetelmid, joilla hajotetaan poly- ja oligosakkaridit, jotta yksittdisia monosakkari-
deja voidaan tunnistaa. Esikasittelymenetelmina kaytetddn mm. hydrolyysia ja metanolyy-

Sia.

Kulometrisidmenetelmiéd on kéaytdssa useita. Niissé hiilihydraatit reagoivat vérireagenssin
kanssa, mika voidaan mitata UV-VIS-spektrofotometrisesti (Dubois ym. 1956; Blumen-
krantz ja Asboe-Hansen 1973; Zhang ym. 2016). Menetelmid on useita erilaisia, samoin kuin
reagensseja, kuten orsinoleja, karbatsoleja ja fenolisia yhdisteitd. Menetelmien ongelmia
ovat vérireaktioita hairitsevat yhdisteet, eikd menetelmissd yleensd kyetd samanaikaisesti
maadrittdmaan neutraaleja monosakkarideja ja uronihappoja (Blumenkrantz ja Asboe-Hansen
1973; Zhang ym. 2016). Kulometriset menetelmat eivat kuitenkaan vaadi suuria laiteinves-

tointeja, joten suurpiirteiseen tunnistamiseen ne ovat nopeita ja helppoja vaihtoehtoja.

Jos halutaan maarittdd GX:n tarkka monosakkaridiprofiili, taytyy polysakkaridien rakenne
rikkoa esimerkiksi happamalla metanolyysilla, happohydrolyysilla tai entsymaattisesti (Blu-
menkrantz ja Asboe-Hansen 1973; Sundberg ym. 1996; Tenkanen ym. 1999). Happohydro-
lyysin huono puoli on, etta se katkoo huonosti glukoosin ja meGIcA:n vilisia a-(1->2)-si-
doksia ja liian rajuna se saattaa pilkkoa uronihappoja (Willfér ym. 2009; Lorenz ym. 2016).
Hapan metanolyysi on ksylaanien ja uronihappojen maaritysta varten naisté paras esikasit-
telymenetelmd, koska se katkoo meGIcA:n ja glukoosin vélisia sidoksia muttei aiheuta uro-
nihappojen hajoamista (Willfér ym. 2009). Entsymaattinen pilkkominen tai happohydro-
lyysi voivat olla sopivia vaihtoehtoja esimerkiksi kiteytyneiden hemiselluloosien pilkkomi-
selle. Happohydrolyysilla voidaan saavuttaa parhaat saantoprosentit analysoitaessa vain

neutraaleja monosakkarideja (Rantanen ym. 2007; Willfér ym. 2009).

Sundberg ym. (1996) validoivat kaasukromatografisen monosakkaridianalyysin. Menetel-
mén etuja oli, ettd silla voitiin samaan aikaan madrittda neutraalit ja happamat monosakka-
ridit. Menetelma oli toistettava ja selektiivinen hemiselluloosille ja pektiinille. Sen lisaksi

tarvittavat nayte- ja reagenssiméaarat olivat pienid. Samaan aikaan voitiin valmistaa paljon
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néytteitd ja esikasittelyssa polysakkaridit hajotettiin yhden vaiheen menetelmalla. Siiné kui-
vattu ndyte késiteltiin happamalla metanolyysilla ja silyloitiin, jolloin saatiin monosakkaridit

erottumaan GC-FID-ajossa hyvin toisistansa.

Happamalla metanolyysilld tapahtuu monosakkaridien anomerisaatiota ja rengasrakenteen
isomerisaatiota (Bleton ym 1996). Tall6in rakenteen mukaan eri retentioajoilla erottuvat o-
ja B-anomeerit, jotka voivat olla pentooseina tai heksooneina. Yleensé piikit erottuvat hyvin
toisistaan, mutta taytyy aina tarkistaa etteivat piikit peitd toisiansa. Samalla menetelmalla
voidaan myds maarittdd uronihapot. MeGIcA:n méérittamiseksi kaytetadn glukuronihapon
(GlcA) standardisuoraa, koska sille ei ole tarjolla kaupallista vertailundytettd. Chong ym.
(2013) tutkivat, kuinka hyvin eri GlcA:n suorat kuvaavat meGIcA:n todellista pitoisuutta.
GlcA:sta syntyy happamassa metanolyysissd myds a- ja p-laktonimuodot, joten kromato-
grammiin syntyy 6 piikkid. Parhaiten meGIcA:n todellista pitoisuutta vastasi GICA:n stan-

dardisuora, jossa ei otettu laktonimuotojen piikkeja huomioon.

Myo6s monosakkaridianalyyseille on kehitetty nestekromatografisia menetelmid, joista ylei-
sin on korkean erotuskyvyn anioninvaihtokromatografinen menetelmaé liitettyna pulssiam-
perometriseen ilmaisimeen (HPAEC-PAD) (Rantanen ym. 2007; Lorenz ym. 2016). Ongel-
mana on, ettei usein samassa ajossa voida analysoida seka neutraaleja monosakkarideja etta
uronihappoja, koska se olisi epakaytanndllista niiden suuren vaste-eron takia (Rantanen ym.
2007; Willfor ym. 2009; Chong ym. 2013). Lorenz ym. (2016) ovat my0s kehitténeet kor-
kean erotuskyvyn anioninvaihtokromatografisen menetelman liitettynd UV/VIS-spektro-
metriin (HPAEC-UV/VIS) monosakkaridikoostumuksen maarittdmiseksi. Menetelmé vai-
kuttaa lupaavalta vaihtoehdolta, koska silla voidaan maarittda helposti myds meGIcA:n
maard, mika on perinteisissd menetelmissd haastavaa kaupallisen standardin puutteen
vuoksi. Tutkittava ndyte ké&sitellaan lievalla happohydrolyysilld ja vapautuneet mono- ja oli-
gosakkaridit leimataan, jotta ne voidaan havaita UV/VIS-spektrometrilld. Happohydrolyysi
saattaa kuitenkin hajottaa uronihappoja, minké takia se ei ole paras esikasittelymenetelma,
kun halutaan maarittdd myds uronihapot (Sundberg ym. 1996). Taman takia Lorenz ym.
(2016) pyrkivat kehittaméaan riittdvan hellavaraisen happohydrolyysin. T&lla saatiin optimoi-
tua hydrolyysiolosuhteet, mutta esikasittely on happamaan metanolyysiin verrattuna moni-
vaiheisempi. Tdma tekee menetelmastd hitaan ja tyolaan, koska laboratoriotydskentelyssé

aikaa vievit usein eniten esikasittelyt.
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Neutraalien ja varautuneiden polysakkaridien eristys

Polysakkarideja voidaan erottaa myos varauksen mukaan. Tahén on kaytetty mm. anionin-
vaihtokromatografiaa (AEC) (Broxterman ja Schols 2018). Aikaisemmin tdmé oli tarpeel-
lista, kun monosakkaridit ja uronihapot méaaritettiin eri menetelmilld. Nykyaén on useita me-
netelmid, jolla ne voidaan méérittaa samanaikaisesti. Anioninvaihtokromatografia perustuu
kaytetyn hartsin positiivisiin varauksiin, jotka sitovat negatiivisesti varautuneet yhdisteet.
Taman jalkeen ne voidaan vapauttaa joko ulossuolauksen tai pH:n muuttamisen avulla.
Ulossuolauksessa suolan ionit kilpailevat tutkittavan yhdisteen kanssa, jolloin se vapautuu
pylvaasta. Pylvaan pH:n muutos toimii, jos tutkittavana on proteiini, happo tai muu yhdiste,

jonka varaus muuttuu pH:n vaikutuksesta, jolloin yhdiste vapautuu pylvaasta.

LC-sidosten ja ligniinijadmien analytiikka

Ligniinia ja ligniiniperaisia fenolisia yhdisteitd ja4 usein eristettyyn GX-jakeeseen. Pelkén
ligniinin m&aré puussa maaritetaan usein ns. Klason-ligniining, joka saadaan poistamalla po-
lysakkaridit happohydrolyysilld ja méaarittamalla gravimetrisesti jaljelle jaavéan aineksen
massa (Sjostrom 1993). Taman maéarityksen ongelmia ovat happohydrolyysin vaikutus lig-
niinin rakenteeseen: osa lehtipuiden ligniinisté liukenee happoon, jolloin sen maaraa ei voida
maarittdd suoraan gravimetrisesti. Liuenneen ligniinin maara voidaan méaarittad UV-spekt-
rofotometrisesti. Ligniini voidaan méaarittdd myos hajottamalla polysakkarideja entsymaat-
tisesti, jolloin sen rakenne sailyy. Rakenneanalyysia varten ligniinid voidaan erottaa mas-
sasta jauhamalla puun rakennetta rikki ja keradmaélla liuottimella irronnutta ainesta. Tallin
saadaan vain osa ligniinista talteen, mutta sen rakenne ei muutu ké&sittelyn aikana. Ligniinin
maaraé voidaan myos méaarittad kokoeksluuksiokromatografilla, johon on liitetty UV-ilmai-
sin (Hutterer ym. 2016).

Tutkittavan jakeen ligniinin rakenne taytyy rikkoa sen koostumuksen analysointia varten.
Mahdollisten LC-sidokset voidaan rikkoa happo- tai emashydrolyysilla, jolloin glykosidi- ja
esterisidoksilla sitoutuneet fenoliset yhdisteet vapautuvat (Mattila ja Kumpulainen 2002; Lu
ym. 2017).

Esikésittelyssé vapautuneita fenolisia yhdisteitd voidaan analysoida tarkemmin mm. neste-

kromatografisilla menetelmilld (Kylli ym. 2011; Liimatainen ym. 2012). Fenoliset yhdisteet
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nakyvét UV- ja osa fluoresenssi-ilmaisimella (Kylli ym. 2011; Hutterer ym. 2016). Ne voi-
daan jakaa yhdisteryhmiin, jolloin saadaan kuva niiden jakaumasta (proantosyanidit, an-
tosyaniinit, flavonolit, hydroksisinnamihapot ja hydroksibentsoehapot) (Kylli ym. 2011).
Madrityksessa kaytetddn talloin ulkoista standardia ja jokainen yhdisteryhma havainnoidaan
sille sopivalla aallonpituudella. Massaspektrometrialla voidaan taas varmistua yhdisteiden
tunnistuksesta, jos ollaan kiinnostuneita tietyista yhdisteisté eiké yhdisteryhmista (Lahtinen
ym. 2019). Soveltamalla menetelmda voidaan myds maarittdd fenolisten yhdisteiden ja-
kaumaa emulsiossa (Lehtonen ym. 2018). Tam4 ei todista LC-sidosten olemassaoloa, mutta
antaa viitteita siitd, mitk& fenoliset yhdisteet ja monosakkaridit saattaisivat olla sitoutuneina

toisiinsa.

Kun halutaan tutkia vain LC-sidoksia, ei niit4 ole tarkoitus rikkoa. T&ta varten voidaan puh-
distaa ndyte sitoutumattomista hemiselluloosista kuumavesiuutolla ja kromatografisella ero-
tuksella (Giummarella ym. 2016). Tamaén jalkeen LC-sidosten maarittdmiseen kéytetddn
rakenneanalyyttisid menetelmid, kuten ydinmagneettiresonanssispektroskopia (NMR), kaa-
sukromatografia yhdistettyna massaspektrometriin (GC-MS) ja infrapunaspektroskopia IR
(Teleman ym. 2002; Giummarella ja Lawoko 2016; Qin ym. 2018). Néill& saadaan selvitet-

tya, minka tyyppisié sidoksia naytteissé on.

2.2.5 Glukuronoksylaanin elintarvikesovellukset

Koska koivun GX:n eristamiseen on olemassa toimivia menetelmid, on sen mahdollisia kayt-
tokohteita tutkittu paljon. Tarkoituksena on kehitt&a taloudellisesti kannattavia sovelluksia,
jotta puuteollisuus voisi myyda sitd energiaksi polttamisen sijaan. Samalla muu teollisuus

hyotyisi saamalla laadukkaita raaka-aineita prosesseihinsa.

Koska koivun GX muodostuu paéasiassa ksyloosista ja meGIcA:sta, voidaan sen monosak-
karideja hyddyntaa hajottamalla sen rakenne. Hydrolyysi voidaan tehda happohydrolyysilla,
autohydrolyysilla tai entsymaattisesti (Naidu ym. 2018). Monosakkaridit voidaan fermen-
toida maitohapoksi ja ksylitoliksi (Naidu ym. 2018). Maitohappoa kéytetéén teollisuudessa
useaan eri tarkoitukseen ja ksylitolia kdytetddn mm. makeutusaineena ja edistdmaan ham-
paiden terveytta (Naidu ym. 2018). Ksylitolia voidaan valmistaa myds hydrogenaatiolla ksy-

loosista.
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Hydrogeeleill tarkoitetaan polymeerien muodostamia veteen liukenemattomia verkostoja,
jotka sitovat vetta (Naidu ym. 2018). GX:t voivat muodostaa téllaisia verkostoja, jotka eivat
ole vaaraksi ihmiselle ja joiden tuottaminen on suhteellisen yksinkertaista. Niille mahdollisia
sovelluskohteita 16ytyy bioaktiivisten yhdisteiden kuljetuksesta ja raskasmetallien sitomi-
sesta (Naidu ym. 2018).

2.3 Emulsiot

Emulsiolla tarkoitetaan kahden toisiinsa sekoittumattoman nesteen muodostamaa Seosta
(McClements 2005). Yleisimmat emulsiot elintarvikkeissa ovat vesi 6ljyssa- (W/O) ja 6ljy
vedessa -emulsiot (O/W). Emulsiossa on aina jatkuva faasi, jonka seassa on pisaroina siihen

liukenematon faasi.

2.3.1 Emulsioiden valmistus

Kahden toisiinsa liukenemattoman faasin yhdistdmista emulsioksi kutsutaan emulgoinniksi,
joka voidaan toteuttaa mm. homogenoinnilla (McClements 2005). Homogenoinnin tarkoitus
on jakaa partikkelit mahdollisimman tasaisesti seokseen. Homogenointi voidaan jakaa vield
primaariseen ja sekundaariseen homogenointiin. Primaarisella homogenoinnilla voidaan
kaksi faasia yhdistda emulsioksi. Sekundaarisella homogenoinnilla voidaan jo olemassa ole-
van emulsion pisarakokoa pienentédd. Emulgointiin voidaan kayttaa erilaisia laitteitta, jotka
perustuvat usein joko mekaaniseen tyohon tai paineen kayttéon. Kuinka paljon energiaa sys-
teemiin taytyy syottaa, jotta saadaan muodostettua pisaroita, riippuu kaytettavista materiaa-
leista (Tadros 2013). Homogenoinnissa syntyneet pisarat yhdistyvat toisiinsa vahitellen ja
emulsio hajoaa kahdeksi erilliseksi faasiksi. Tata pyritdan estamaan lisadmalla emulgointi-
ja stabilointiaineita, joiden tehtavana on toimia faasien rajapinnoilla ja hidastaa pisaroiden
yhteenliittymistd (McClements 2005; Tadros 2013).

2.3.2 Emulsion pysyvyys

Emulsion pysyvyys tarkoittaa emulsion kykya vastustaa fysikaalis-kemiallisia muutoksia
ajan kuluessa (McClements 2005). Téhan vaikuttaa jatkuvan faasin ominaisuudet, kuten vis-

kositeetti, pisaroiden ominaisuudet ja niiden konsentraatio ja rajapinnan rakenne. Emulsioi-
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den pysyvyytté tarkastellaan usein pisaroiden ominaisuuksien mukaan, koska niiden yhteen-
liittyminen tarkoittaa emulsion hajoamista. Kun tutkitaan emulsion pysyvyyteen vaikuttavia

tekijoitd, voidaan tarkastella myds jatkuvan faasin ominaisuuksia ja rajapinnan rakennetta.

Pisaroiden ominaisuudet

Pisaroiden ominaisuuksista eniten emulsion pysyvyyteen vaikuttavat niiden konsentraatio,
koko ja varaus (McClements 2007). Pisaroiden koko vaikuttaa emulsion muihinkin ominai-
suuksiin, kuten vériin ja viskositeettiin (McClements 2005). Pisarakoon vaikutus emulsion
pysyvyyteen on merkittdva, koska se vaikuttaa sekd painovoimaiseen erottumiseen etta pi-
saroiden yhteenliittymiseen. Pisarat saattavat olla joko kaikki samankokoisia, mutta usein
pisaroita on useaa eri kokoa, jolloin pisaroiden kokoa kuvataan kokojakaumalla. Tdma ku-
vaa erikokoisten pisaroiden konsentraatiota emulsiossa. Kuvaaja voi olla jatkuva, mika on
usein tarpeellista elintarvike-emulsioille, joissa on usean eri kokoluokan pisaroita
(McClements 2005). Pisaroiden kokoa voidaan kuvata joko niiden halkaisijan tai sateen mu-
kaan. Niiden konsentraatiota voidaan taas kuvata joko tilavuus- tai lukumaaréprosenttina.

Pisaroilla on usein varaus johtuen niihin sitoutuneista ionisoituneista molekyyleista, kuten
proteiineista, hiilihydraateista, fosfolipideista tai ioneista (McClements 2005; Tadros 2013).
Pisaran varaus on tarke& ominaisuus stabiilisuuden kannalta, koska se voi tehokkaasti estaa
pisaroiden liittymista yhteen hylkivien elektrostaattisten varausten takia. Sitd voidaan kuvata
usealla eri yksikolla, mutta yksi kéytetyimmisté on (-potentiaali (McClements 2007). Se ku-
vaa elektropotentiaalia silld etéisyydelld pisaran pinnalta, missa pisaran varaus vaikuttaa

vield ioneihin.

Rajapinnan rakenne

Rajapinnalla tarkoitetaan pisaran ja jatkuvan faasin vélista kapeaa (1-50 nm) aluetta, jossa
sekoittuvat jatkuva faasi, pisara ja mahdolliset emulgointiaineet (McClements 2007). Mita
pienempid pisarat ovat, sitd suurempi on rajapinnan kokonaispinta-ala emulsiossa. Rajapin-
nan paksuus ja ominaisuudet vaihtelevat paljon sen mukaan, minka tyyppisia molekyyleja
pinnalle on sitoutunut (Berton-Carabin ym. 2014). Proteiinit muodostavat usein huokoisen
rakenteen pisaran ympdrille, kun taas pienet molekyylit peittavat tasaisesti pisaran pinnan.
Rajapinnan rakenne maarad, kuinka hyvin pisarat pysyvat erillaan ja kuinka helposti hapet-

tumista edistdvat molekyylit péaésevat kulkeutumaan rajapinnan lapi Oljypisaraan O/W-
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emulsioissa (Waraho ym. 2011; Berton-Carabin ym. 2014). Rajapinnoilta lahtevét paksut
steeriset esteet estdvat pisaroiden yhteenliittymista ja ndin hidastavat emulsion hajoamista
(Tadros 2013). My®os rajapinnalle hakeutuneet yhdisteet voivat muuttaa pisaran varausta,
jolloin elektrosteeriset voimat pitdvat pisarat etaalla toisistansa. Taman takia emulsion sta-
biilisuuteen pyritdan usein vaikuttamalla rajapinnan rakenteeseen emulgointi- ja stabilointi-
aineiden avulla. Rajapintaan voi myds hakeutua Kiinteitd partikkeleita, jotka stabiloivat

emulsiota (McClements ym. 2005). Tatéa kutsutaan Pickering-emulsioksi.

Hajoaminen

Emulsion hajoamismekanismeja on useita, joista tarkeimpid ovat painovoimaan perustuvat
kermottuminen ja sedimentoituminen, flokkulaatio, pisaroiden yhteenliittyminen, Ostwaldin
kypsyminen ja faasimuutokset (kuva 5). Ndamé& mekanismit vaikuttavat usein toisiinsa, joten
emulsion hajoamisessa téytyy ottaa huomioon yleenséd useita mekanismeja. Esimerkiksi
emulsio saattaa kermottua selvasti, mutta kermoittuminen saa alkunsa pisaroiden flokkulaa-
tiosta (McClements 2007).

Stabiili emulsio Faasimuutos

o O

v

Kermoittuminen Sedimentoituminen| Flokkulaatio  Pjsaroiden Ostwaldin kypsyminen
vhteenliittyminen

Painovoimainen hajoaminen

Kuva 5. Emulsion hajoamismekanismit McClementsin (2007) mukaan

Painovoimaisessa erottumisessa vahemman tiheét partikkelit nousevat tihedmman jatkuvan
faasin pintaan (kermoittuminen) tai tihedmmaét partikkelit laskeutuvat véhemman tiheén jat-
kuvan faasin pohjalle (sedimentoituminen) (McClements 2005). Koska 6ljyn tiheys on ylei-
sesti vettd pienempi, O/W-emulsioiden ongelma on kermottuminen ja W/O-emulsioiden se-

dimentoituminen. Pisaroiden yhteenliittymisessd ja Ostwaldin kypsymisessd molemmissa
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pisaroita ei erota endé rajapinta vaan ne liittyvat yhteen. Ostwaldin kypsyminen tarkoittaa
isojen pisaroiden taipumusta yhdistya pieniin pisaroihin. Flokkulaatiossa pisarat ovat lahen-
tyneet toisiansa, mutta niiden valissa on edelleen rajapinta, joka erottaa ne toisistansa Flok-
kulaatio voi johtaa painovoimalliseen erottumiseen tai pisaroiden yhteenliittymiseen.
(McClements 2005).

Emulsion kemiallinen pilaantuminen

Emulsion fysikaalinen hajoamisen lisaksi elintarvikesovelluksissa on myo6s sdilyvyyden
kannalta tarkeétd sen kemiallinen ja mikrobiologinen séilyvyys. Kemiallisista reaktioista
varsinkin 6ljyn rasvahappojen hapettuminen lyhentad tuotteen hyllyik&a. Tyydyttymattomat
rasvat, erityisesti monityydyttyméattomaét, hapettuvat helposti. Hiilen ja vedyn véliset si-
dosenergiat ovat pienemmét kaksoissidokselliseen hiileen sitoutuneella hiilelld, kuin yksdis-
sidokseen sitoutuneella hiilella (Kim ja Min 2007). Happimolekyylit eivét reagoi perustilais-
ten makrokomponenttien kanssa, mutta vetyatomin lohjettua syntyneet radikaalit reagoivat
(Kim ja Min 2007). Rasvahapot muodostavat radikaaleja (L®) reagoidessaan mm. UV-va-
lon, lammdon, metallien tai muiden radikaalien vaikutuksesta (Kim ja Min 2007). Radikali-
soituneet rasvahapot reagoivat happimolekyylien kanssa muodostaen uusia radikaaleja,
mika yllapitaa reaktiosarjaa. Radikaali ja happi reagoivat keskenddn muodostaen peroksyy-
liradikaaleja (LOO®). Naiden reagoidessa edelleen lipidien kanssa muodostuu hydroperok-
sideja (LOOH), jotka ovat stabiileja yhdisteitd. Ne voivat kuitenkin hajota, jolloin syntyy
uusia radikaaleja, kuten alkoksiradikaaleja (LO®). Radikaalit saattavat my®s huonontaa elin-
tarvikkeiden ravitsemuksellista arvoa, koska radikaalit voivat reagoida muiden makrokom-

ponenttien, kuten proteiininen kanssa.

Sailytysolosuhteilla, kuten valon ja hapen maarélla seké sailytyslampdétilalla, voidaan vai-
kuttaa hapettumiseen. Rasvan ominaisuudet myds vaikuttavat hapettumiseen. Rasvahappo-
jen seassa olevat komponentit, kuten antioksidantit, saattavat hidastaa hapettumista (Kim ja
Min 2007). Antioksidantit reagoivat radikaalien kanssa muodostaen pysyvia yhdisteitd, mika
hillitsee radikaalireaktion etenemistd. Rasvojen hapettuessa tapahtuu siis useita reaktioita,
joiden lopputuotteiden tai l&htdaineita mittaamalla voidaan seurata hapettumisen etenemista
(kuva 6).
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Kuva 6. Rasvojen hapettuminen ja hapettumistuotteet suhteessa aikaan hapettumisen edetessé Finleyn ja de-
Manin (2018) mukaan. PV = peroksidiluku

Waraho ym. (2011) ovat keranneet kokooma-artikkelissaan emulsion 6ljyn hapettumiseen
vaikuttavia tekijoita. Emulsion hapettumiseen vaikuttavat paljon 6ljyyn kosketuksissa olevat
komponentit ja mité pisaroiden rajapinnan lapi paédsee kulkeutumaan (Waraho ym. 2011).
Esimerkiksi proteiinit voivat hillitd hapettumista, koska osa niisté voi sitoa pro-oksidantteja,
kuten rautaioneja (Waraho ym. 2011). Koska ferrorauta (Fe?*) on ferrirautaa (Fe®*) liukoi-
sempi ja reaktiivisempi, on se tehokas pro-oksidantti (Ahn ja Kim 1998; Waraho ym. 2011).
Hiilihydraatit taas voivat joko hillita tai kiihdyttaa hapettumista. Pelkistavéat disakkaridit ja
jotkin monosakkaridit kiihdyttavat hapettumista, koska ne voivat pelkistéé ferriraudan fer-
roraudaksi (Yamauchi ym. 1984). Sen sijaan useat polysakkaridit voivat toimia radikaali-
sieppareina ja sitoa metalleja, mika ehkdisee hapettumista (Waraho ym. 2011). My®és raja-
pinnan rakenteen muutoksilla voidaan ehkaista hapettumista. Esimerkiksi paksu, moniker-
roksinen rajapinta suojaa pisaroita hapelta ja pro-oksidanteilta (Waraho ym. 2011). Jos raja-
pinta ei suojele 6ljya néilta, hapettuu 6ljy nopeammin kuin se hapettuisi pelkkana oljyfaa-
sina, koska téllgin 6ljyn pinta-ala on suuri (Berton-Carabin ym. 2014). My0s happi paasee
reagoimaan 6ljyn kanssa homogenoinnin aikana, joten se saattaa my0s vaikuttaa emulsion

6ljyn hapettumiseen (Berton-Carabin ym. 2014).

2.3.3 Emulsion pysyvyyden mittaaminen

Emulsioita tutkiessa voidaan karakterisoida emulsion rakenteita, kuten pisaroiden ominai-
suuksia, jatkuvan faasin koostumusta tai rajapinnan koostumusta. Tamén liséksi voidaan
seurata erilaisilla menetelmill& emulsion hajoamista, joka usein perustuu pisaroiden ominai-

suuksien muutoksen seuraamiseen.
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Emulsion pysyvyytta mitattaessa pisaroiden ominaisuuksien mittaaminen ja kemiallisten pi-
laantumismekanismien seuraaminen ovat tarkeimpid menetelmid. Taman takia pisaroiden
ominaisuuksia, kuten konsentraatiota, kokoa ja varausta karakterisoimalla saadaan tietda

paljon emulsion rakenteesta.

Emulsion painovoimaista hajoamista voidaan tutkia yksinkertaisella kermoittumiskokeella
joko spektrofotometrisesti tai visuaalisesti (McClements 2007). Visuaalisessa kermoittumis-
kokeessa tasapohjaiseen ndyteputkeen siirretddn emulsio ja aikapisteissa sen pohjalle erot-
tuvan lapinakyvan seerumin korkeus mitataan. Talloin voidaan laskea sen kermoittumisker-
roin. Ongelma visuaalisella kermoittumisen arvioinnilla on sen epatarkkuus. Valonsirontaan
perustuvat laitteet antavat tarkempaa kuvaa néytteen pisaroiden muutoksista, eivatkd tuhoa
naytettd. Tama vaatii kuitenkin laiteinvestointeja. Matemaattinen mallintaminen perustuen
Stokesin lakiin ja se mahdollistaa myds emulsion stabiilisuuden ennustamisen (McClements
2005). Malli perustuu kuitenkin nesteen newtoniseen kayttaytymiseen ja usein elintarvike-
matriisien monimutkaisuus vaatisi useiden mallin ulkopuolisten tekijéiden huomioon otta-
misen (McClements 2007).

Optinen, valo-, tai atomimikroskooppi ovat hyvia laitteistoja flokkulaation seuraamiseksi
(McClements 2005). Niilla voidaan havainnoida pisaroiden aggregoitumista. On hyva sel-
vittdd my0s pisaroiden koko, koska pienid pisaroita ei vélttdmatta pysty havaitsemaan mik-
roskoopilla, mutta niiden aggregaatteja voi. Talloin voi kuvasta paatelld, onko pienipisarai-
nen emulsio flokkuloitunut. Tulkinnoissa kannattaa kuitenkin olla varovainen, koska nayt-
teen valmistelu vaikuttaa naytteeseen, kaksiulotteisesta kuvasta voi olla vaikea paatella kol-
miulotteisten partikkelien todellista paikkaa ja vain lahekk&in olevat pisarat eivét ole valtta-
mattd flokkuloituneet (McClements 2007).

Tarkemman kolmiulotteisen kuvan voi luoda mm. lasersirontamenetelmilld. Koska pisarat
flokkuloituvat, kun puoleensa vetavat voimat pisaroiden pinnalla ovat suurempia kuin luo-
taan tyontavat voimat, voidaan myds pisaroiden varausta tutkimalla arvioida emulsion flok-

kulaatiotaipumusta.

Pisaroiden yhteenliittymista voidaan tarkkailla useilla menetelmilla, joista mikroskopointi ja
partikkelikoon mittaaminen ovat yleisid (McClements 2007). Suurin haaste on erottaa se
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flokkulaatiosta ja Ostwaldin kypsymisestd. Flokkulaatiosta erottamiseksi voi mitata pisara-
koon ennen ja jalkeen antiflokkulaatioaineen lisédmisen. Jos pisarakokojakauma muuttuu,
on kyse flokkulaatiosta. Jos jakauma ei muutu, on kyse pisaroiden yhteenliittymisesté. Ost-
waldin kyspymisen ja pisaroiden yhteenliittymisen eron voi l&hinna péatell& niiden pisara-
kokojakaumista. Ostwaldin kypsymisessa suuret pisarat kasvavat ja pienet pienenevat, kun
taas pisaroiden yhteenliittymisessa muodostuu usean eri kokoisia pisaroita (McClements
2007).

Hajoamista tutkittaessa voidaan kayttad nopeutettua séilyvyyskoetta, jolloin ndytteita séilo-
tdan esim. lampokaapissa reaktioiden nopeuttamiseksi (McClements 2007). Hajoamista voi-

daan nopeuttaa myods kéyttamalla sentrifugia, joka rikkoo emulsion rakennetta.

Emulsion 6ljyn hapettumista mittaamalla voidaan madrittdd emulsion kemiallista pysy-
vyyttd. Oljyn hapettumista voidaan analysoida monella eri tavalla, koska hapettumien on
monimutkainen prosessi. Yksinkertaisimmillaan voidaan lahted tarkastelemaan 6ljyn pri-
maarista hapettumista mittamaalla emulsiosta sen peroksidiluku, joka kuvaa hydroperoksi-
dien maarad. Hydroperoksideja syntyy rasvojen hapettumistuotteena, miké antaa selkean
mittarin 6ljyn hapettumisasteelle (Shahidi ja Wanasundara 2007). Peroksidiluku voidaan
maarittaa titraamalla, nestekromatografisesti tai varireaktioiden avulla (Shahidi ja Wanasun-
dara 2007) Titrauksessa hydroperoksidit pelkistyvat, jolloin jodi-ionit muodostavat jodia.
Menetelma ei ole kovin tarkka, koska lampdtila, titrausaika, peroksidien rakenne ja reaktii-
visuus vaikuttavat reaktioihin. Mydsk&an pienia mééria peroksideja ei voida maarittaa,
koska titrauksen lopettaminen oikeaan aikaan on hankalaa. Koska menetelmdssé on useita
virheldhteitd, sen tulokset eivét ole vertailukelpoisia eri olosuhteissa saatuihin tuloksiin.
Luotettavampi menetelma on ferrotiosyanaattimenetelma (Shahidi ja Wanasundara 2007).
Siin& hydroperoksidit reagoivat ferroraudan kanssa hapettaen tatd, hapettunut ferrorauta rea-
goi seoksessa olevan ammoniumtiosyanaatin kanssa ja syntyy punainen ferritiosyanaattiyh-
diste. Sen maaraa voidaan mitata esimerkiksi spektrofotometrisesti UV/VI1S-alueella. Mene-

telmé& on yksinkertainen ja toistettava, eikd se vaadi suuria laiteinvestointeja.

2.3.4 Elintarvike emulgointi- ja stabilointiaineet

Emulgointiaineilla tarkoitetaan laajaa kemiallisesti toisistaan eroavaa ryhmaé. Emulgointi-

aineet hakeutuvat emulsion pisaroiden rajapinnalle ja yleensa parantavat niiden pysyvyyttéa.
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Stabilointiaineet ovat laajempi ryhmé. Niiden tarkoitus on yll&pitaa elintarvikkeen raken-
netta, kemiallista pysyvyyttd ja varia (Ruokavirasto 2018). Toimivalle emulgointiaineelle on
tarkedtd, etta se hakeutuu homogenoinnin aikana tehokkaasti rajapinnoille, koska niiden tay-
tyy laskemaan rajapinnan jannitettd merkittavésti ja estamaan syntyneiden pisaroiden yh-
teenliittymista (McClements 2005). Ei ole kuitenkaan olemassa yhté tdydellista emulgoin-
tiainetta, koska tuotteen ominaisuudet vaikuttavat sen toimintaan niin paljon. Emulgointiai-
neet voivat vuorovaikuttaa proteiinien ja hiilihydraattien kanssa parantaen tai huonontaen
emulsion stabiilisuutta. Niiden toimivuuteen voi vaikuttaa myos pH, emulsion valmistuk-
sessa kaytettdva ldampdtila ja emulgointiaineen liukoisuus kyseessa olevaan matriisiin
(McClements 2005).

Emulgointi- ja stabilointiaineiden toiminta voi perustua pisaran rajapinnan luotaantyontéaviin
elektrostaattisten voimien lisddmiseen tai jatkuvan faasin viskositeetin lisddmiseen
(McClements 2005). Vaikka emulgointiaine ei olisi varautunut, se voi erottaa pisaroita toi-
sistaan muilla hylkivilla voimilla (McClements 2005). Emulgointi- ja stabilointiaineet voivat
olla poolisia, poolittomia tai amfifiilisid. Esimerkiksi ne voivat olla lesitiineja, proteiineja,
rasvahappojen johdannaisia, hiilihydraatteja tai pienimolekyylisia yhdisteitd. Niita voidaan
jaotella mm. niiden hydrofiilisyyden ja lipofiilisyyden, geometrian tai rajapinnalle hakeutu-
misnopeuden mukaan. Kun niita lisdtdédn matriisiin, ne joko asettuvat rajapinnoille tai muo-
dostavat miselleja tai muita stabiileja rakenteita (McClements 2005). Ne saattavat vaikuttaa
seoksen ominaisuuksiin ja makuun. Emulsiossa haihtumattomat aromaattiset yhdisteet ha-
vaitaan voimakkaammin vesifaasissa kuin oljyfaasissa (McClements 2005). Taman takia

misellien mukana siirtyvét aromaattiset yhdisteet muuttavat koko emulsion makua.

Hiilihydraatit emulgointi- ja stabilointiaineena

Polysakkaridit ovat hyvin vaihtelevan kokoisia biopolymeerejd, joilla on usein myds vaih-
televa kolmiulotteinen rakenne. Téhén rakenteeseen vaikuttaa suuresti hydrofobiset voimat,
elektrostaattiset vuorovaikutukset, vetysidokset ja van der Waalsin voimat (McClements
2005). Jos polymeerissa on seka poolisia ettd poolittomia alueita, voi se hakeutua faasien
rajapinnoille homogenoinnin aikana ja stabilisoida emulsiota. Hiilihydraattien etu verrattuna
toisiin biopolymeereihin emulgointiaineina on, ettd pH ei yleensa vaikuta niin merkittavasti
niiden rakenteeseen, jolloin emulsion valmistus on mahdollista laajemmalla pH-alueella.
Esimerkiksi proteiinien isoelektronisen pisteen tuntumassa ei ole riittavéasti hylkivia varauk-

sia pitdmaan pisarat erillaan.
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Arabikumi on yleinen emulgointiaine, jota eristetddn kumiakaasiasta. Se muodostuu vahin-
td&n kolmesta suurimassaisesta biopolymeerifraktiosta, joista pinta-aktiivinen osa on luulta-
vammin haaroittunutta arabinogalaktaania sitoutuneena polypetidirunkoon, joka muodostuu
arabinogalaktoproteiinista ja glykoproteiineista (Randall ym. 1988; McClements 2005).
N&ma proteiineja sisaltavat rakenteet mahdollistavat arabikumin toiminnan emulgointiai-
neena (Randall ym. 1988). Homogenointi avaa polypeptidit, jolloin hydrofobiset peptidit
voivat ankkuroitua 6ljypisaraan (Cirre ym. 2014). Niihin sitoutuneet vesiliukoiset ara-
binogalaktaanit jaavét vesifaasiin muodostaen steerisen esteen ja taten hidastavat pisaroiden
yhteenliittymista ja flokkulaatiota (Qiu ym. 2017). Arabikumi on melko stabiili laajalla pH-
alueella, eri suolapitoisuuksissa ja lampdtiloissa. Sen ongelmana on tarve kayttad sitd suu-
rina pitoisuuksina, johtuen sen melko heikosta affiniteetista rajapintoja kohtaan
(McClements 2005).

Taman lisdksi on laaja joukko muita kasvikumeja, jotka on hyvéksytty elintarvikekéyttoon,
kuten johanneksenleipdpuukumi, guarkumi, tragantti, ksantaanikumi, karaijakumi, tarakumi
ja gellaniinikumi (Ruokavirasto 2018). Naita voi kayttad myds yhdessa halutun lopputulok-
sen saavuttamiseksi. Esimerkiksi kaytettaessd emulgointiaineena seosta, jossa on ksantaa-
nikumia ja arabikumia yhteisvaikutusten avulla arabikumi vaikuttaa pisaroiden kokoon ja

ksantaanikumi puolestansa vaikuttaa merkittavésti viskositeettiin (Desplanques ym. 2012).

Selluloosaa ja tarkkelystd voidaan muunneltuina kdyttaa emulgointiaineina (McClements
2005). Sellaisenaan ne ovat melko huonoja emulgointiaineita, koska tarkkelys on hydrofii-
linen yhdiste, joka ei hakeudu rajapinnoille ja selluloosa taas ei ole vesiliukoinen. Muunnel-
lun tarkkelyksen edut ja ongelmat ovat samoja kuin arabikumin. Muunneltu selluloosa on
tdman lisaksi herkkd korkeille lampétiloille, koska sen vesiliukoisuus voi karsia
(McClements 2005).

Edelld mainittujen lisdksi on muitakin polysakkarideja, jotka toimivat stabilointiaineina, ku-
ten pektiini. Niiden toimintamekanismit vaihtelevat. Polysakkaridien kaytto voi perustua jat-
kuvan faasin viskositeetin kasvattamiseen tai polysakkaridien hakeutumiseen rajapinnoille.
Rajapinnoille ne hakeutuvat, jos niihin on sitoutunut hydrofobisia proteiineja tai sitten itse
polysakkaridissa on seka hydrofiilisia ettd hydrofobisia alueita (McClements 2005). Elintar-

vikekayttoon hyvaksyttyja ovat mm. karrageeni ja agar (Ruokavirasto 2018). Néiden liséksi
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my6s Amorphophallus konjac -kasvin juurista on eristetty konjacia, joka on glukomannaania

ja luokitellaan sakeuttamisaineeksi (Ruokavirasto 2018).

Hemiselluloosat emulgointi- ja stabilointiaineina

Kasvien soluseinien hemiselluloosat jadvét useassa prosessissa hyddyntdmatta. Taman takia
sivuvirtojen mahdollisten kéyttokohteita tutkitaan. Elintarvikeliséaineina on jo hyvaksyttyna
muutamia hemiselluloosia. Uusin lisdys on soijapapuhemiselluloosa. Se uutetaan soijan kui-

duista, joita saadaan soijadljyn ja -proteiinin tuotannon sivutuotteesta (Ruokavirasto 2018).

Viljakasvien hemiselluloosat

Useiden viljelykasvien soluseinien paahemiselluloosatyyppi on arabinoksylaani. Koska vil-
jakasveista, kuten ohrasta, durrasta, vehnasta, riisistd, maissista ja kaurasta, jad kayttaméatta
osia elintarvikejalostuksen jalkeen, mistd voidaan eristdd esimerkiksi arabinoksylaania
muun teollisuuden k&yttoon. Tésté voidaan valmistaa mm. etanolia, mutta uusia kayttokoh-

teita tutkitaan.

Arabinoksylaani

Maissin arabinoksylaania on tutkittu paljon sen suuren saatavuuden takia (Yadav ym. 2007).
Se vaikuttaisi muodostavan pysyvamméan emulsion juomissa, kuin arabikumi. Maissin ara-
binoksylaanin emulgointi- ja stabilointiominaisuudet paranevat suuremman proteiinipitoi-
suuden mukaan, minka takia arabinoksylaaniin sitoutuneilla proteiineilla on luultavasti tér-
ked osa stabilointimekanismissa (Yadav ym. 2007). Arabinoksylaaniin sitoutuneet proteiinit
toimivat hyvin samalla tavalla kuin arabikumin proteiinit: hydrofobiset peptidit paljastuvat
homogenisoinnin aikana ja ankkuroituvat 6ljypisaroihin (Cirre ym. 2014). Suurempi mole-
kyylipaino ja suurempi maara fenoli- ja rasvahappoja paransivat emulsioiden pysyvyytté,

joten ne myos vaikuttavat stabilointimekanismiin (Yadav ym. 2009).

Ohrasta eristetty arabinoksylaani toimii myds emulgointiaineena, mutta ei yht4 hyvin kuin
maissin arabinoksylaani (YYadav ja Hicks 2015). Yadav ja Hicks (2015) kayttivat tutkimuk-
sessaan ohran korsia ja ohran jyvien kuorimisen jalkeen ylijd&via kuoria. Varsinkin ohran

korsista eristetty vesiliukoinen arabinoksylaanijae paransi emulsion pysyvyyttéa. Jakeen pro-
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teiinipitoisuus oli melko alhainen, mutta myds ohran arabinoksylaanin stabilointikyky saat-
taa perustua silti osittain sen proteiineihin. Kuitenkin ohran arabinoksylaanin proteiinipitoi-
suus erosi korren ja kuoren valilla. Korressa oli vahemman vesiliukoista arabinoksylaania ja
proteiineja, mutta ne muodostivat pysyvampid emulsioita verrattuna kuoresta eristettyihin

hemisellulloosajakeisiin (Yadav ja Hicks 2015).

Yksi Afrikan tarkeimmista viljoista on durra. Siitdkin syntyy paljon biomassaa elintarvike-
jalostuksen jalkeen, minka takia myds sen arabinoksylaania on tutkittu. Silla stabiloitu emul-
sio on pysyvampi kuin paljon tutkitun maissin arabinoksylaanin. Molemmissa vesi- ja hap-
poliukoinen ns. hemiselluloosa B -jae muodostaa kaikkein pysyvimman emulsion (Qiu ym.
2017). Durran ja maissin arabinoksylaanin stabilointikykya paransi suurempi molekyyli-
paino, proteiini- ja lipidipitoisuus, ja kompaktimpi rakenne (Yadav ym. 2009; Qiu ym.
2017). Isomolekyyliset polysakkaridit pisaroiden pinnalla estavat tehokkaasti pisaroiden yh-
teenliittymistd muodostamalla steerisié esteitd, jolloin emulsion pysyvyys paranee huomat-
tavasti (Qiu ym. 2017).

Puiden hemiselluloosat

Elintarvikekayttoon soveltuvia hemiselluloosia on tutkittu elintarvikekelpoisista materiaa-
leista, kuten viljoista. Sen liséksi hemiselluloosia I6ytyy myds mm. puusta, minka takia néi-
den hemiselluloosien ominaisuuksia tutkiminen emulgointiaineina on herattanyt kiinnos-

tusta.

Arabinogalaktaani

USA:ssa on elintarvikekayttoon hyvéksytty lehtikuusesta eristetty hemiselluloosa ara-
binogalaktaani (FDA 2000). Vesiliukoisuutensa ansiosta arabinogalaktaanin kaytté on mah-
dollista useissa elintarvikkeissa ja se on tarkoitettu stabilointiaineeksi (Pitk&nen ja Striegel
2015). Arabinogalaktaanin on todettu olevan yleisesti turvallinen ravinnossa ja sen lisdéami-
selld elintarvikkeisiin ei ole haittavaikutuksia. Sité ei ole kuitenkaan hyvaksytty Euroopassa

lisdaineeksi.
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Galaktoglukomannaani

Hemiselluloosista emulgointiaineena on tutkittu kuusen galaktoglukomannaania (GGM).
Verrattaessa kaupalliseen Tween 20 -emulgointiaineeseen GGM muodostaa viskoosimman
jatkuvan faasin ja emulsio on pysyvé jopa kuukausia, kun taas Tween 20 -emulsiot kermoit-
tuvat jo muutamassa paivéssa (Mikkonen ym. 2016a). Mitd enemman GGM:a lisattiin, sita
korkeamman viskositeetin jatkuva faasi saavutti, miké luultavasti suojasi emulsiota kermot-
tumiselta ja pisaroiden yhteenliittymiseltd (Mikkonen ym. 2016a). My0s verrattaessa ara-
bikumiin todettiin GGM:lla stabiloitujen emulsioiden pysyvyyden olevan parempi (Mikko-
nen ym. 2016b).

Lehtosen ym. (2016) tutkimuksen mukaan hemiselluloosat stabiloivat emulsioita arabikumia
tehokkaammin ja niit4 tarvittiin huomattavasti pienempi méaéard. GGM:n stabiloimien emul-
sioiden fysikaalinen ja kemiallinen hajoaminen oli hitaampaa verrattuna arabikumilla stabi-
loituun. N&ama ominaisuudet saattavat kytkeytya toisiinsa, koska emulsion hajoaminen voi
altistaa Oljypisaroita hapettumiselle. GGM:iin sitoutuneet fenoliset yhdisteet vaikuttaisivat
suojelevan sen stabiloimia emulsioita hapettumiselta (Lehtonen ym. 2016). GGM:iin on si-
toutuneena paljon fenolisia yhdisteitd verrattuna arabikumiin ja maissin arabinoksylaaniin.
Taman takia GGM:n stabiloimat emulsiot hapettuvat arabikumin ja arabinoksylaanin stabi-
loimia emulsioita hitaammin. GGM:ssa lahes kaikki fenoliset yhdisteet ovat glykosidisidok-
silla sitoutuneita flavanoleja, kun taas arabikumissa ja maissin arabinoksylaanissa on suh-
teessa enemméan muita fenolisia yhdisteitd, kuten hydroksibentsoaatteja (Lehtonen ym.
2016). Fenoliset yhdisteet paransivat emulsioiden pysyvyytta. Jos GGM puhdistetaan etano-
lisaostuksella ennen emulsion valmistamista, naiden emulsioiden fysikaalinen ja kemialli-
nen stabiilisuus heikkenee (Lehtonen ym. 2018). Vaikuttaisi siltg, ettd vain pieni osa fenoli-
sista yhdisteista on rajapinnoilla (0,1%), mutta ne selvasti silti parantavat emulsion pysy-
vyytta merkittdvasti. Jos ne ovat sitoutuneena esterisidoksilla, muodostaisivat ne todennéa-
koisesti tiiviin ja paksun kerroksen pisaran ympérille. Glykosidisidoksilla sitoutuneet feno-
liset yhdisteet sitoutuisivat GGM:n pelkistdvaan paahan, jolloin ne muodostaisivat huokoi-
sen rakenteen rasvapisaran ympdrille (Lehtonen ym. 2018).

Puun hemiselluloosat voisivat toimia hyvin siis myos elintarviketeollisuudessa. Koska puun
hemiselluloosia ei ole viel& hyvaksytty elintarvikek&yttoon, taytyy niiden turvallisuus tutkia
ensin ja saada EFSA:ta (European Food Safety Administration) hyvéksynta lisdaineena tai

uuselintarvikkeena. Pitk&nen ym. (2018) tekivat kuumavesiuutetusta kuusen GGM-jakeesta
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kirjallisuuskatsauksen liittyen sen turvallisuuteen elintarvikekaytdssé. Sen mukaan GGM ei
sisdlla terveyshaittoja emulgointiaineena kaytettavind méaarina. Arviot perustuivat vertailuun
kemiallisesti samankaltaisten yhdisteiden ja GGM-jakeesta I0ytyvien yhdisteiden mééran
myrkyllisyyden tarkasteluun (Pitk&nen ym. 2018). Arviointipohjana kéytettiin Euroopan
uuselintarvikelainsdadantod, jossa maéaritetddn tarvittavat tiedot yhdisteen kemiallisesta
koostumuksesta, toksikologiasta ja kéayttotarkoituksesta. Arvioiden mukaan kuumavesiuu-
tettu GGM on turvallinen ja ravintokuituna se saattaa olla jopa hyvéksi suoliston mikrobeille.
Taman liséksi siihen sitoutuneet ligniiniperéiset fenoliset yhdisteet voivat toimia antioksi-

dantteina ja radikaalisieppareina.

Glukuronoksylaani

GX:n kayttéa emulgointi- ja stabilointiaineena on tutkittu vasta védhan. Sen on todettu stabi-
loivan 6ljy vedessa -emulsioita ja hakeutuvan rajapinnoille (Mikkonen ym. 2016a). Ei kui-
tenkaan tiedetd, mihin ndma ominaisuudet perustuvat. Polysakkarideissa ei ole poolittomia
sivuryhmid, jotka amfifiilisind hakeutuisivat 6ljypisaroiden rajapinnoille. Yksi teoria on, etta
osa GX:sta ei liukenisi veteen ja ndmé aggregaatit toimisivat Pickering-emulsion puoliksi
pisaraan uponneina partikkeleina (Mikkonen ym. 2016a). On my6s mahdollista, ettd GX:iin
on sitoutunut ligniiniperaisia fenolisia yhdisteitd, jotka voisivat selittdd taman hakeutumisen
rajapinnoille ja emulsion tehokkaan stabiloimisen (Lehtonen ym. 2018). Myds GX:n uro-
nihapot luultavasti vaikuttavat emulsion stabilisuuteen. GX:lla stabiloitujen emulsion 6ljy-
pisaroiden {-potentiaali oli -35 mV, mika kertoo pisaroiden valill4 olevan elektrostaattisia

vuorovaikutuksia, jotka pitavat ne erillaan toisistansa (Mikkonen ym. 2016a)

Kuten GGM, myo6s GX tarvitsee turvallisuusarvioinnin ennen kuin se voidaan hyvaksya
elintarvikekayttoon. Muiden kasvien ksylaaneista on tehty toksikologisia kokeita, joissa ei
ole havaittu haittavaikutuksia (Qin ym. 2017; Muhammad ym. 2018). Qin ym. (2017) teki-
vat 90 péivén toksikologisen kokeen rotilla sokeriruo’osta eristetylla ksylaanilla. Kokeessa
kaytetyilla pitoisuuksilla ei havaittu vaikutuksia, jonka mukaan NOAEL (no observed ad-
verse effect level) todettiin olevan 9 g/kg uroksilla ja 10,6 g/kg naarailla (Qin ym. 2017).
Taman lisaksi vaaditaan kuitenkin laajaa selvitysté koivun GX:n turvallisuudesta ennen kuin
sitd voidaan hyvéksyéa elintarvikekdyttoon. Huomioon on otettava kaytettdvassa jakeessa

olevat muutkin yhdisteet ja koivun GX:n toksikologinen arviointi on suoritettava.
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3 KOKEELLINEN TUTKIMUS

3.1 Tutkimuksen tavoite

Ty0n tavoitteena oli selvittad paineistetulla kuumavesiuutolla eristetyn koivun GX:lla stabi-
loidun emulsion pysyvyytta ja koostumusta. Emulsion pysyvyydesta tutkittiin fysikaalista ja
kemiallista pysyvyyttd. Koostumuksesta analysoitiin emulsion monosakkaridijakauma ja
ligniiniperdisten fenolisten yhdisteiden jakautuminen jatkuvaan faasiin ja pisaroiden raja-
pinnoille. Tutkittiin myds, miten fenoliset yhdisteet olivat sitoutuneet ksyloosiketjuun.
Ty0ssé pyrittiin ymmartdmaan GX:lla stabiloidun emulsion stabilointimekanismia erista-
malld sen muodostaman emulsion rajapinnalla olevia monosakkarideja ja tutkimalla niihin

sitoutuneita fenolisia yhdisteita.

3.2 Materiaalit ja menetelmat

3.2.1 Naytteet

Kéytetty koivun GX saatiin Luonnonvarakeskukselta (LUKE). Ne oli eristetty Kilpeldisen
ym. (2014a) mukaisesti sahanpurusta (Koskisen Oy ja Metsa Wood, Suomi) paineistetulla
kuumavesiuutolla (PHWE). Sahanpuruja kasiteltiin 170 °C:ssa 60 minuutin ajan l&pivirtauk-
sella 20 I/min. Ndyte ultrasuodatettiin Bhattarain ym. (2019) kuvailemalla tavalla ja sumu-
tuskuivattiin (Buchi Mini Spray Dryer B-290, Sveitsi). Tuloaukon lampétila oli 170 °C ja
ulostuloaukon 65 °C. Lopullisen naytteen kosteuspitoisuus oli 3,9 % (Lahtinen ym. 2019).
Naytettd sdilytettiin valolta suojattuna huoneenldmpdétilassa. Emulsioissa kaytetty rypsioljy
ostettiin kaupasta (Bunge Finland Oy, Suomi). Useasti kdytetyt kemikaalit on esitetty taulu-

kossa 1.
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Taulukko 1. Tydssa useasti kaytettyja kemikaaleja

Kemikaali Valmistaja Puhtaus
Metanoli Fisher Chemicals, USA HPLC

Etanoli Altia, Suomi AAS

Heptaani Honeywell Fluka, USA HPLC

Vesi Millipore, USA MilliQ
Etyyliasetaatti Sigma Aldrich, USA HPLC, >99,7%
Pyridiini Merck, Saksa

Suolahappo (HCI) Merck, Saksa 37% fuming
Natriumhydroksidi (NaOH) J.T Baker, USA

3.2.2 Kaytetyt lasitarvikkeet

Lasitarvikkeet pestiin erikoispesulla, jotta mahdolliset epdpuhtaudet laseissa eivét hairitsisi
herkkié analyyseja. Tamaé oli tarkead varsinkin fenolisten yhdisteiden analyyseissa. Erikois-
pesussa lasitavaroista puhdistetaan ensin nakyvét epdpuhtaudet, minka jalkeen niité liotettiin
hetki pesuaineessa, sitten etanolissa ja lopulta vield yon yli pesuaineessa (Active Dip). Téa-

man jalkeen ne pestiin viela tiskikoneessa.

3.2.3 Emulsioiden valmistaminen

Emulsio valmistettiin tutkimusryhmén hyvéksi testaaman menetelméan mukaisesti valmista-
malla 80 ml emulsiota (Mikkonen ym. 2016b). Emulsiot sisalsivét 1 % (w/w) kuiva-ainetta
ja 5 % (w/w) 6ljya. Emulsiot valmistettiin 25 mM sitraattihappopuskuriin (Sigma Aldrich,
USA). Ensin kuiva-aine (1 %) punnittiin ja sekoitettiin puskuriin magneettisekoittajassa yon
yli, jotta se olisi varmasti kokonaan liuennut. Sitten punnittiin mukaan 6ljy (5 %) ja esiemul-
sio tehtiin kahden minuutin mekaanisella sekoituksella (nopeudella 22 000 kierrosta minuu-
tissa) (Ultra-Turrax, IKA, Saksa). Lopullinen emulsio muodostettiin kierrattamalla esiemul-
siota 800 bar:n paineella painekammioiden lapi 32 sekunnin ajan (Microfluidisizer, Mic-
rofluidics, USA, painekammiot: 75 mm:n Y-tyyppinen F20Y ja 200 mm:n Z-tyyppinen
H30Z kytkettyina sarjaan).

3.2.4 Rajapinnan erottaminen jatkuvasta faasista
Kohdassa 3.2.3 valmistetun emulsion rakenne rikottiin rajapinnan ja jatkuvan faasin analyy-

sia varten kuvan 7 mukaan (Mikkonen ym. 2016b; Bhattarai ym. 2019). Emulsiota sentri-

fugoitiin 30 min ajan 24 000 g:n voimalla huoneenldampdtilassa, minka jalkeen jatkuva faasi
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ja kerma keréttiin erilleen. Fenolisten yhdisteiden analyysia varten néytteet olivat valmiit
tdman jalkeen ja ne analysoitiin tasta suoraan kohdan 3.2.6 mukaisesti. Monosakkaridiana-
lyysia varten jatkuva faasi oli valmis pakkaskuivaukseen (ndyte JF). Kerma sekoitettiin
1-prosenttiseen (w/v) SDS-liuokseen (VWR, USA) suhteella 1:10. Liuos jatettiin yon yli
sekoittumaan magneettisekoittajaan. SDS korvaa pinta-aktiivisena aineena GX:n rajapin-
nalta, jolloin GX vapautuu jatkuvaan faasiin (Chapleau ja de Lamballerie-Anton 2003; Mik-
konen ym. 2016b). Seuraavaksi liuos sentrifugoitiin 24 000 g:n voimalla 30 min ajan huo-
neenldmmaossd, mistd jatkuva faasi keréttiin talteen. Tdma néyte edusti rajapinnan monosak-
karideja (ndyte RP). Rajapinnan ndyte pakkaskuivattiin kuten jatkuvan faasin nayte. Kuivista
naytteista (JF ja RP) uutettiin rasvajaamat pois lisaédmalla heptaania naytteeseen, jonka jél-
keen naytetta sentrifugoitiin (Hermle 2323, Saksa) 15 000 g:n voimalla 5 min ajan ja hep-
taanikerros poistettiin pasteur-pipetilld. Uutto toistettiin kolme kertaa. Lopuksi kuivattiin
naytteet (JF ja RP) vakuumiuunissa (Salvislab, Sveitsi) tunnin ajan 25 °C:ssa. Naytteet oli-

vat valmiit monosakkaridianalyysiin (kohta 3.2.5).



Jatkuva faasi

Pohjalla

Keréatddn huolellisesti pohjalta
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|
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| Kaikki kerma

Punnitaan |
Maéraa paljon SDS-liuosta |
1

Varo pinnan kermaa

Sentrifugointi
24000 g
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Sekoitetaan 1 %:seen SDS-liuokseen
1:10 (wiv) Kerma
I 1(kermaa):10(SDS) Pinnalla,

Eroon lopusta kermasta

keratéan pois
L Magneettisekoituksessa yon yli

SDS korvaa GX:n 6ljypisaroiden
pinnalta

Sentrifugointi
24000 g
30min

I

Jatkuva faasi (nayte JF)

Pohjalla

—

Kerétd4n pohjalta jatkuva faasi
(Nayte RP) —

Pakkaskuivataan (JF ja RP)

jatkuvassa faasissa

GX irronnut kermasta. On Seké jatkuvan faasin etté rajapinnan

naytteet

Lisataén heptaaniin

Rasvajaamien poistamiseksi
liukenevat heptaaniin

—

Sentrifugi 5 min
15000 g

3x

Rasvajéamaét erottuvat

Vakuumiuuni
1h
25°C

Eroon heptaanista

|'

Valmis analysoitavaksi (JF ja RP)

Metanolyysi+silylointi+GC

Kuva 7. Emulsion hajottaminen kermaksi ja jatkuvaksi faasiksi esikasittelyna kaasukromatografista monosak-
karidianalyysié varten. GX = glukuronoksylaani, GC = kaasukromatografi SDS = natriumdodekyylisulfaatti
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3.2.5 Monosakkaridimaaritys

Kuivattu GX analysoitiin suoraan seuraavan menetelméan mukaisesti. Emulsioiden rajapin-
nalle ja jatkuvalle faasille tehtiin kohdassa 3.2.4 mainittu esikasittely. Menetelmé& perustuu
Sundbergin ym. (1996) validoimaan menetelmadn, joka on kuvattu 2.2.4 kohdassa tarkem-

min.

Standardeina kéaytettiin L-arabinoosia (Merck, Saksa), D-ksyloosia (Merck, Saksa), L-ram-
noosimonohydraattia (Fluka, USA), D-galaktoosia (Merck, Saksa), D-glukoosia (Merck,
Saksa), D-mannoosia (Merck, Saksa), D-galaktouronihappomonohydraattia (Fluka, USA),
D-glukuronihapponatriumsuolamonohydraattia (Aldrich, USA) ja D-sorbitolia (Aldrich,
USA). Sorbitoli toimi sisdisend standardina ja se osoitti ndytteiden silyloinnin onnistumisen.
Sorbitolia punnittiin tarkasti 100 mg 100 ml:n mittapulloon ja laimennettiin metanolilla, jol-
loin liuoksen sorbitolipitoisuus oli 1 mg/ml. Liuosta sdilytettiin 4 °C:ssa. Muita standardeja

kaytettiin standardisuorien maarittdmiseen.

Kuivattuja ndytteitd ja standardeja punnittiin tarkasti 10 mg péaarynékolveihin kolmena rin-
nakkaisena ndytteend. Naytteet kuivattiin vakuumiuunissa (Salvislab, Sveitsi) 30 min ajan
30 °C:ssa. Kuivattuihin naytteisiin lisattiin tayspipetilla 2 ml metanolyysi-reagenssia (2 M
HCI metanolissa (Sigma, USA) ja naytteet vietiin viiden tunnin ajaksi 100 °C:n lampdtilaan
(Thermals). Naytteiden annettiin jadhtya ja ne neutralisoitiin 100 pl:lla pyridiinia. Sitten ne
siirrettiin kvantitatiivisesti 10 ml:n mittapulloihin ja laimennettiin metanolilla. Laimennetut

naytteet siirrettiin Falcon-putkiin ja séilytettiin —20 °C:ssa.

Laimennettuja naytteité pipetoitiin 600 pl 10 ml:n KIMAX-putkiin silylointia varten. Stan-
dardeja pipetoitiin taulukon 2 mukaisesti standardisuoraa varten. Naytteisiin lisattiin 250 pl
sorbitolia, joka toimi sisdisend standardina. Tamén avulla voitiin tarkistaa silyloinnin onnis-
tuminen. Naytteista haihdutettiin metanoli typpihaihduttimella (Pierce, USA) 50 °C:ssa. Sit-
ten naytteisiin lisattiin 100 pl pyridiini& ja 100 pl tuoretta silylointireagenssia, (1:99 trime-
tyylisilyylikloridi (Fluka):Bistrimetyylisilyylitrifluoroaset-amidi (Merck)). KIMAX-putket
suljettiin huolella ja vietiin 60 °C:seen lampokaappiin (Horo, Saksa) 30 minuutin ajaksi.
Naytteet haihdutettiin kuiviksi typpihaihduttajalla (Pierce, USA) 50 °C:ssa, jonka jélkeen ne
liuotettiin 1 ml:aan heptaania. Ndytteet sekoitettiin koeputkisekoittajalla ja suodatettiin GC-
vialeihin ruiskusuodattimella (GHP 13 mm filtteri, 0,45 um, VWR, USA).
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Taulukko 2. Monosakkaridianalyysiin pipetoidut ndytemaarat standardiaineita. Ara = arabinoosi, Xyl = ksy-
loosi, Rha = ramnoosi, Gal = galaktoosi, Man = mannoosi, GalA= galakturonihappo, GIcA = glukuronihappo

TASO Ara pl Xyl Rhapul Gal Glc Man GalA GlcA
pl ul ul pl ul ul

1 '5 50 5 5 5 5 5 10

2 \ 10 150 10 10 10 10 10 20

3 15 250 15 15 15 15 15 30

4 \ 20 350 20 20 20 20 20 40

5 | 25 450 25 25 25 25 25 50

GC-ajo

Kéytetty laitteisto oli GC-FID (Agilent 6890N, Santa Clara, CA, USA / Chemstation 06).

Néytteensyottajan lampdtila oli 250 °C, heliumin paine 0,99 bar, split-suhde 20:1, split vir-
taus 16 ml minuutissa, kokonaisvirtaus oli 20,2 ml/min ja injektiotilavuus 1 pl. Kolonnina
oli DB-1 (pituus 30 m, kalvon paksuus 0,25 pm, halkaisija 250 pm), jonka nimellinen esi-
virtaus oli 0,8 ml/min, keskimaardinen nopeus 25 cm/s ja heliumin paine 0,99 bar. Uunin
lampdohjelma oli: 150 °C kolmen minuutin ajan, minka jalkeen lampétila nousi 2 °C/min
186 °C:seen. Tdman jalkeen 1 celsiusastetta minuutissa 200 °C:seen ja lopuksi viela 20 cel-
siusastetta minuutissa nopeudella nousu 300 °C:een. Yhteensa ajoajaksi tuli 40 min. llmai-
simen lampdtila oli 280 °C, vety virtasi 30 ml/min, ilmavirtaus oli 400 ml/min ja heliumin

virtaus oli 25 ml/min.

Tulosten laskeminen

Tuloksia varten tarkasteltiin standardien kromatogrammeja. Jokaisesta yhdisteesta erottui 2—
6 erillista piikkia riippuen konformaatiomuodoista. Osa piikeista eluoitui osittain paéllek-
kain, jolloin niiden pinta-aloja ei voinut kayttda. Hylattyja piikkeja olivat GIcA3, GalA3,
Man3, Gal2 ja Gal3. Loppujen saman monosakkaridin muodostamien piikkien pinta-alat
laskettiin yhteen, jonka avulla piirrettiin standardisuorat pinta-aloista ja pitoisuuksista. Sor-
bitolin pinta-alan vertailulla varmistettiin, ettd kaikki ndytteet olivat silyloituneet.
MeGIcA:lle ei ollut omaa kaupallista standardiainetta, joten sen pitoisuuden méaarittamiseksi
kaytettiin GIcA:n standardisuoraa. Eluointiajan tarkistamiseen kaytettiin aikaisesmmassa tut-
kimuksessa koivusta eristettyd meGIcA:ta, jota oli sdilytetty —18 °C:ssa (Chong ym. 2013).
MeGlIcA:n standardisuoraksi paras mahdollinen olisi ollut neljalld GlcA:n piikill& muodos-
tettu standardisuora, mutta koska GIcA3:n suurin piikki eluoitui osittain p&éllekk&in Man3:n
piikin kanssa, kaytettiin vain kahta suurinta piikkia standardisuoran méérittdmiseen. Taman

takia saadut tulokset voivat olla hiukan todellisuutta suuremmat (Chong ym. 2013).
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3.2.6 Fenolisten yhdisteiden maaritys

Fenolisten yhdisteiden analyysi perustui Kyllin ym. (2011) validoimaan menetelmaéan, jota
oli sovellettu jo tdssa tutkimusryhmassa (Lehtonen ym. 2016). Menetelmé&a vield muokattiin
Lahtisen ym. (2019) mukaisesti, mutta kaikki GX-néytteet eivat saostuneet, minka takia tut-
kimuksessa kaytetty menetelmé eroaa siltd osin Lahtisen ym. (2019) esittaméstd menetel-

masta.

Fenoliset yhdisteet méaritettiin sek& alkuperdisesta materiaalista ettd emulsiosta. Kuivaa
GX-ndytetta punnittiin tarkasti 25 mg 10 ml:n KIMAX-putkiin. Yhté rinnakkaista ndytetta
kohden punnittiin aina kolme naytettd, joista yhté ei kasitelty (N), toinen happohydrolysoi-
tiin (A) ja viimeinen eméashydrolysoitiin (B). Analyysit suoritettiin kolmella rinnakkaisella
naytteelld néilla kaikilla eri kasittelyilla. Aluksi naytteet saostettiin lisédmalla 1 ml 80-pro-
senttista etanoliliuosta (AAS). Naytetta sentrifugoitiin 10 min ajan 3000 g:n voimalla huo-
neenlampatilassa. Tdman jélkeen etanoli kerattiin 50 ml:n haihdutuskolviin. Jotta kaikki eta-
noliliukoiset fenoliset yhdisteet saatiin kerattyd, toistettiin saostus ja sentrifugointi kolme
kertaa. Taman jalkeen kolveissa olleet ndytteet haihdutettiin kuiviksi pydrohaihduttimella
(Heidolph, Saksa).

Emulsioille tehtiin kohdassa 3.2.4 kohdassa esitetty kasittely faasien erottamiseksi. Seké
kermaa etté jatkuvaa faasia punnittiin tarkasti 1 ml. GX:n saostamiseksi nédytteisiin lisattiin
4 ml 80-prosenttista etanoliliuosta. Taman jalkeen rasvajaamat poistettiin uuttamalla néyt-
teet 3 kertaa 5 ml:lla iso-oktaania. Vélissa ndytteet sentrifugoitiin 20 min 3000 g:n voimalla.
GX ei saostunut tuntemattomasta syysta, joten etanolijae kerattiin sellaisenaan 50 ml:n kol-
veihin. Iso-oktaani kerattiin 200 ml:n kolviin ja siité tarkistettiin, etteivat tutkittavat fenoliset
yhdisteet poistu sen mukana. Taman jalkeen kolveissa olleet néaytteet haihdutettiin kuiviksi

pyorohaihduttimella (Heidolph, Saksa).

Neutraalin fraktion (N) pH séadettiin lisadmalla 400 pl 6 M suolahappoa. Eméshydrolysoi-
taviin B-ndytteisiin lisattiin 400 tai 800 ul 1 M natriumhydroskia. Nama ndytteet jatettiin
huoneenldmpd6tilaan magneettisekoittajaan yon yli. Aamulla (n. 16-17 tunnin jalkeen) reak-
tiot lopetettiin sdatamalla pH 2:een lisddmaélla 80 tai 120 pl 12 M suolahappoa. Jotta voitiin

varmistua pH:n sd&don onnistuneen, mitattiin saman késittelyn saaneen kontrollindytteen pH
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pH-paperin tarkkuudella (Merck). Emulsioista saatuihin néytteisiin lisattiin timan arvion ta-

kia vield 80 ul 12 M suolahappoa.

Happohydrolysoitaviin naytteisiin lisattiin 400 pl 6 M suolahappoa. Naytteet jatettiin ravis-
televaan 85 °C:een vesihateeseen 30 min:n ajaksi. Sitten ndytteet nostettiin jadhtymaan poy-

dalle ja lisattiin 1 ml 2 M natriumhydroksidia, jotta saavutettiin pH 2.

Kuivattu iso-oktaanijae sisélsi 6ljya. Siita uutettiin 6 M suolahapolla (3 x 400 pl) mahdolliset
fenoliset yhdisteet ja ndmé keréttiin 8 ml:n KIMAX-putkeen. Tdma néyte uutettiin etyyliase-

taatilla (3 x 800 pl) ja kasiteltiin, kuten muutkin naytteet.

Kun kaikkien naytteiden (N, A, B) pH oli s&adetty arvoon 2, kerattiin niistd vapautuneet
fenoliset yhdisteet uuttamalla 3 x 500-800 pl etyyliasetaatilla 8 ml:n KIMAX-putkissa.
Etyyliasetaattifraktio pinnalta kerattiin eppendorf-putkiin. Etyyliasetaatti haihdutettiin typ-
pihaihduttimella (Pierce, USA) 30 °C:ssa ja jadnnos liuotettiin 1 ml:aan vesi-metanoliliuosta
(9:1). Naytteet suodatettiin ruiskusuodattimella (13 mm:n suodatin, 0,2 um:n PTFE-mem-
braani, VWR, USA) HPLC-vialeihin (Supelco, USA), minké jalkeen ne olivat valmiina nes-

tekromatografiseen ajoon. Kasittely on vield havainnollistettu kuvassa 8.
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Nayte Nayte A Nayte B
Kuiva: 23 mg Kuiva: 23 mg Kuiva: 25 mg
Kerma/JF: 1 ml Kerma/JF: 1 ml Kerma/JE: 1 ml
Sakkans 20:20 EtOH:H:0 (viv)
Kuiva: 3x1 ml uottona (suodos keritain kolviin) Kerma/JF: 1x4 ml
Sentrifugointi 2000 rpm 10min valissa
_________ i .
ir Uutto 3x5 ml 1so-oktaanilla (6ljvjdimien poistaminen) :
I VAIN kermalle ja JF:lle |
N o _ .. - ——————— _.rl
[ Suodos N } [S&l-:lea—pe*& } [Suﬂdﬂs Al ] [ Saklka A2 ] [Suodos El ] Sakdka B2
i | g A
Happohydrolyvysi Eméshydrolyysi Emishydrolyysi
400 pl 6M HCL 400 pl 2M NaOH 800 pl 2M NaOH
30 min 83 °C Youyli RT L Yemyli BT
, N g
pH:n sidtiminen pH:n siitiminen [p]-l:n sﬁiﬁhh&:n} PE;n slafjﬁngr
| 400l 6 MHCI k 1 ml 2M NaOH 80ul 12 M HCI 0plll
i 4 \ Ty
Untto Uuatio Uutto Uuntto
3x500u] EtAc 3x 800y EtAc 3x500p! EtAc 3x 800u EtAc
o
. | !
Kuivaus
typpihathduttajalla
LS A
I I |
'd A
Linotus
1 ml 9:1 (H:0 : MeOH)

A
| | |

Suodatus ja UHPLC-ajo
0, 2um muizkmguodatimella
A
Niyte N Niyte A1 Nayte A2 NisteB1 Nayte B2
10 pln injektio 10 uln injektio | | 10 uln injektio 2 110 Laimemmos 10 pkn

mjektio

10 pln injektio

Kuva 8. Fenolisten yhdisteiden nestekromatografista analyysia varten tehdyt esikésittelyt. Neutraali fraktio (N) ku-
vaa vapaiden fenolisten yhdisteiden méaréd, happohydrolyysillé kasitelty ndyte A kuvaa glykosidisidoksilla sitoutu-

neita fenolisia yhdisteitd ja emdshydrolyysilla (B) saadut ndytteet esterisidoksilla. JF = jatkuva faasi, HCI = suola-
happo, NaOH = natriumhydroksi, EtAc = etyyliasetaatti
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Standardien valmistaminen

Lahtinen ym. (2019) analysoivat GX:n merkittavien fenolisten yhdisteiden olevan vanilliinia
ja syringaldehydié. Taman takia standardiliuoksia varten punnittiin tarkasti n. 10 mg vanil-
liinia (Sigma-Aldrich, USA) ja 10 mg syringaldehydi& (Sigma-Aldrich, USA) 5 ml:n mit-
tapulloon. Mittapullo taytettiin merkkiin 9:1 vesi-metanoliliuoksella. Mittapulloista otettiin
tayspipetilla 1 ml 10 ml:n mittapulloon, joka taytettiin merkkiin samalla vesi-metanoliliuok-
sella. T&st4 tehtiin ajoa varten laimennossarja. Ensin laimennettiin 1/120-liuos, misté lai-
mennettiin 1/240 ja viel& 1/480 alkuperaiseen liuokseen ndhden. Naista eri laimennoksista

injektoitiin 1, 2,5 ja 5 pl injektiot.

UHPLC-DAD-FLD

Néytteet analysoitiin UHPLC-laitteistolla (Aquity UPLC, Waters USA). Kolonnina oli Ac-
quity UPLC HSS T3 C18 -kolonni (2,1 mm x 150 mm, partikkelikoko 1,8 mm (Waters,
USA)). Ajossa ndytteensydttdjan lampétila oli 10 °C ja kolonniuunin 40 °C. Ajoliuoksia oli
kaksi: ajoliuos A (0,5 % muurahaishappoa vedessd) ja ajoliuos B (0,5 % muurahaishappoa
asetonitriilissd). Ajo kesti 30 min, jonka aikana B-ajoliuoksen osuus muutettiin 0 %:sta
64 %:iin virtausnopeuden ollessa 0,5 ml/min. Erottuvat yhdisteet havaittiin sekd UV- etta
fluoresenssi-ilmaisimella. UV-ilmaisin havainnoi aallonpituuksilla 200-600 nm ja fluore-
senssidetektiossa kaytettiin viritysaallonpitoisuutta 280 nm ja emissioaallonpitoisuutta 325

nm.

Fenolisia yhdisteitd tunnistettiin myds massaspektrometrisesti. Edellisessa kappaleessa ku-
vattu UHPLC-laitteisto kytkettiin Waters Synapt G2-Si -massaspektrometriin, jonka ion-
osointilahde oli LockSpray Exact Mass lonization Source. LC-MS-spektri kasiteltiin
MassLynx 4.1 -ohjelmistolla, joka kayttaa leusiinienkefaliinille lukitsemismassa-arvoa
556,2771 (m/z: [M+H]+ + e-). Vanilliinia ja syringaldehydia kaytettiin standardina suurim-
pien piikkien tunnistamiseen. Furfuraaliksi tunnistettiin happohydrolyysissa suuri piikki ver-
taamalla sita standardiaineeseen. Vanilliinille kdytettiin massa-arvoa 153,0552 m/z [M+H]+
(C8H903 + e- vastaa arvoa 153,0552), syringaldehydille kdytettiin massa-arvoa 183,0657
m/z [M+H]+ (C9H1104 + e- vastaa arvoa 183,0657) ja furfuraalille kdytettiin massa-arvoa
97,085 m/z [M+H) + (C5H402 + e- vastaa arvoa 97,085).
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Tulosten laskeminen

Standardisuoria varten vanilliinia ja syringaldehydille injetointiin kaikilla kolmella laimen-
noksella (1/120, 1/240 ja 1/480) ja kolmella eri injektiotilavuudella (1, 2,5 ja 5 ul). Koska
haluttiin varmistua, ettei injektiotilavuus vaikuttanut standardisuoriin, tarkasteltiin jokaisella
injektiotilavuudella laskettuja kolmen pisteen suoria, jotka muodostuivat laimennossarjasta.
Tulokset laskettiin pinta-alan mukaan 5 pl:n injektioista saaduilla standardisuorilla, koska

ne kattoivat mittausalueen ja olivat lineaarisia mittausalueella.

Tulosten tilastollinen kasittely

Tuloksissa ei syntynyt vertailtavaa dataa, jonka tilastollisesti merkitsevid eroavaisuuksia
voitaisiin arvioida tilastoanalyyseilld. My0s kdytetyt materiaalit olivat hyvin heterogeenisia,
mika aiheuttaa suurta hajontaa tulosten valille. Kaikille tuloksille laskettiin keskihajonta ja

variaatiokerroin, jotta tuloksien luotettavuutta voitiin arvioida.

3.2.7 Varastointikoe

Varastointikoe suoritettiin esikokeena ennen tutkimuksen aloittamista. Siiné seurattiin emul-
sioiden fysikaalista ja kemiallista pysyvyytta . Koe oli osa erillista tutkimusasetelmaa, jossa
tutkittiin hemiselluloosiin sitoutuneen ligniinin vaikutusta emulsion pysyvyyteen (Lahtinen
ym. 2019). Emulsiot valmistettiin kuten esitetty kohdassa 3.2.3 ja tdman jéalkeen niita saily-
tettiin valolta suojattuna 40 °C:ssa. Mittaukset suoritettiin 1-2 viikon vélein kolmen kuukau-

den ajan.

Fysikaalinen pysyvyys

Pysyvyytté tutkittiin paéasiallisesti seuraamalla pisarakokojakaumaa. Pisarakokojakaumaa
mitattiin Mastersizer Hydro 3000:Ila (Malvern Instruments, Iso-Britannia), joka perustuu
valonsirontaan pisaroiden pinnalta. Ohjelman taitekertoimet olivat 1,33 vedelle ja 1,47 ryp-
sidljylle. Emulsiondytteet lisattiin suoraan naytteensyoOttdjdan jatkuvasti sekoittaen

(2400 rpm). Mittausten tulokset olivat keskiarvo kolmesta rinnakkaisesta mittauksesta.
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Kemiallinen pysyvyys

Kemiallista pysyvyytté tarkkailtiin primaarihapettumisen kautta mittaamalla emulsioiden
peroksidiluku ferritiosyanaattimenetelméall4d. Emulsiota sekoitettiin, jonka jalkeen siita pun-
nittiin tarkasti 500 mg. Emulsiosta otetiin kaksi rinnakkaista ndytettd. Emulsion rakenteen
hajottamiseksi putkiin liséttiin 2 ml etanolia (AAS) ja sekoitettiin koeputkisekoittajassa. Ol-
jyjae erotettiin lisédmaélla 2,0 ml iso-oktaania tayspipetilla ja kddntelemalld putkia minuutin
ajan. Iso-oktaanijaetta pipetoitiin ndyteputkiin 500 pul. Molemmista rinnakkaisesta iso-ok-
taanijakeista otettiin kaksi rinnakkaista ndytettd, jolloin emulsiota kohden oli nelja naytetta
yhteensd. Nayteputkiin liséttiin 9,5 ml liuotinta (metanoli (Fisher), dekanoli (Fisher), hep-
taani (Merck) 3:2:1) ja 50 pl 30-prosenttista ammoniumtiosyanaattiliuosta (NH4SCN)
(Sigma). Taman lisaksi nollanéyte tehtiin kahtena rinnakkaisena liséamalla 9,5 ml:aan liu-
otinta 0,5 ml iso-oktaania. Standardisuoran laskemista varten valmistettiin taulukon 3 mu-
kaiset standardindytteet. Standardisuoran pisteiden mittaamista varten liséttiin 50 pl
NHsSCN-liuosta, mink& jalkeen ndytteet mitattiin UV/VIS-spektrofotometrilld tasan 5 mi-
nuutin kuluttua. Naytteiden mittaamista varten liséttiin 50 pl Fe(l1)Clz-liuosta (4 mg/ml
3,5 %:ssa suolahapossa (Fluka)) ja ndyteliuosten absorbanssi mitattiin myds tasan 5 min jal-

keen.

Taulukko 3. Peroksidilukumittauksen standardindytteisiin pipetoidut rauta(l1)kloridiliuoksen (FeCls) ja suo-
lahapon mé&ara (HCI) seka paljon pipetoitu rauta(l11) liuos sisaltaa ferrirautaa mikrogrammoissa.

FeCls-liuos pl 3,5% HCl ul Vastaa Fe(l11) ug
1 0 200 0
2 25 175 5
3 50 150 10
4 100 100 20
5 150 50 30
6 200 0 40

Tulosten laskeminen

Mitatuista absorbansseista vahennettiin taustakohinan eli ei yhtéan rautaa sisaltavan liuok-
sen (taulukosta 3: 0 pg Fe(l11)) absorbanssi, minka jalkeen piirrettiin standardisuora mitattu
absorbanssi suhteessa Fe(l11)-pitoisuuteen. Tdman avulla laskettiin mitatut peroksidiluvut

kaavan 1 mukaisesti.



47

(Anéiyte B AO—néiyte) -b
mekv

PV = a
(kg) nX Mg, Xm

A = mitattu absorbanssi
b = standardisuoran leikkauspiste
a = standardisuoran kulmakerroin
n = siirtyvien elektronien maara (2 kpl) 1)
M = raudan moolimassa (55,84 g/mol)
m = 6ljyn méara ndytteessa (g)
punnittu 6ljyn maara (g)

naytetilavuus (ml)
X maaritykseen pipetoitu naytemaara (ml)

3.2.8 Galkturonihappo rikkaiden fraktioiden eristiminen

Titraus

Ennen fraktiointia pyrittiin selvittdmaan, ovatko GX:ssa esiintyvat happoryhmaét vapaina,
jotta niiden avulla olisi mahdollista erottaa neutraalit ja happamat monosakkaridit toisis-
tansa. Valmistetiin GX-liuos, jossa oli kuiva-ainetta 1 %. Liuoksen pH oli 5,5 ja siihen
lisattiin 1 ml 0,1 M suolahappoa, jotta saavutettiin pH 2. Taman jéalkeen liuosta titrattiin
0,1 M KOH-liuoksella, kunnes saavutettiin pH 10. Titrauskayran avulla méaritettiin ekviva-

lenttipiste ja pKa-arvo.

Pylvéan pakkaaminen

GalA-fraktiointia varten sovellettiin neutraalien ja happamien oligosakkaridien erottamista
toisistaan anioninvaihtokromatografian avulla. Fraktiointia varten pakattiin XK 26/20 -pyl-
vas (GE Healthcare Life Science) anioninvaihtohartsilla (Dowex 1x2—-200, Sigma-Aldrich).
Hartsia mitattiin 60 ml mittalasiin ja siihen liséttiin reilusti vetta (Milli-Q®). Vélilla sekoi-
tellen hartsin annettiin turvota tunnin ajan. Taman jalkeen ylimadrainen vesi poistettiin ja
lisattiin uutta vettd. Kun hartsi oli laskeutunut pohjalle, poistettiin ylimaaréinen vesi tdhdaten

noin 75-prosenttiseen hartsi-vesiseokseen.

XK 26/20 -pylvés valmisteltiin tayttoa varten. Letkuista ja suodattimesta poistettiin ilma
tyontdmalld ruiskulla niiden 1api Milli-Q®-vettd. Putken alaosa kiinnitettiin ja ruiskun avulla

sinne lisattiin 20 ml vettd. Putki taytettiin yli puolilleen vetta ja hartsi kaadettiin varovasti
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reunoja pitkin. Ruisku poistettiin alaosasta ja veden annettiin valua ulos. Hartsia liséttiin
hiljalleen aina ennen kuin pylvas kuivui tai asettui kokonaan. Kun hartsi oli lisatty, taytettiin
putki vedella. Yldosa (josta ilma oli poistettu) liitettiin varovasti, jottei ilmaa jadnyt putkeen.
Pylvés pakattiin P50-pumpulla (Amersham Biosciences, Iso-Britannia) kayttden 2,5 ml/min
virtausnopeutta. Yl4osan saadin laskettiin hiukan alle hartsin pinnan ja kiristettiin. Lopulli-
nen pylvaan tilavuus oli 69 ml, josta laskettiin sitoutuneen veden tilavuuden mukaan tyhja

tilavuus, joka oli noin 20 ml.

Ajoliuosten ja reagenssin valmistaminen

Ajoliuoksiksi kaytettiin vettd (Milli-Q®) ja 2 M ammoniumformaattia. Ammoniumfor-
maatti valmistettiin mittaamalla dekantterilasiin 1 | vettd, jota sekoitettiin magneettisekoit-
tajassa. Veteen liséttiin hitaasti 185 ml muurahaishappoa. Seuraavaksi liséttiin hitaasti am-
moniakkia (25-prosenttinen liuos, Merck), kunnes pH 6 saavutettiin. VValmis liuos suodatet-
tiin imusuodatuksella (589/4, Schleicher & Schuell) ja kaasut poistettiin vakuumin avulla
imupullossa jatkuvasti sekoittaen magneettisekoittajalla. Samoin kasiteltiin 2 | MilliQ®-

vetta.

Sakkaridien nopeaan tunnistukseen jakeista tarvittiin orsinolivarjaysliuosta (2 % (w/v) orsi-
nolia (Sigma, USA) etanoli-vesi-rikkihappoliuoksessa (80:10:10) (etanoli (AA Etax
(99,5 %), Altia, Suomi, rikkihappo (90-91%) (J.T. Baker, USA))). Ensin punnittiin tarvit-
tava orsinoli, joka liuotettiin veteen ja etanoliin. Tamén jalkeen jatkuvasti sekoittaen lisattiin
hitaasti rikkihappo. Orsinoliliuoksen aiheuttama vérireaktio tarkistettiin GX- ja GalA-liuok-
silla, joita pipetoitiin TLC-levylle 5 pl. Pisaroiden paalle lisattiin orsinoliliuosta ja TLC-levy
vietiin lampokaappiin 100 °C:n lampd6tilaan 10 min ajaksi. Orsinoliliuosta sdilytettiin jaa-
kaapissa 4 °C:ssa.

Fraktiointi

Néytteeksi punnittiin 100 mg glukuronoksylaania, joka liuotettiin 50 ml:aan vettad (MilliQ).
Naytteen annettiin liuota yon yli magneettisekoittajassa. Nayte sentrifugoitiin (15 000 g
20 minuutin ajan) ja pelletti poistettiin, mink& jélkeen supernatantti suodatettiin ruis-

kusuodattamimella (0,45 pum, GHP Life science).
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Kromatografialaitteistosta poistettiin ilma 20-prosenttisen etanoliliuoksen avulla. Jarjes-
telma puhdistettiin ensin ammoniumformaatilla ja sen jalkeen MilliQ®-vedella. Veden an-
nettiin virrata 2 ml/min vauhdilla, kunnes johtokykyarvo oli alle 0,1 mSV/cm, jolloin jarjes-
telmé& nollattiin. Nayte ladattiin naytteensyottajaan (superloop) ja injektoitiin 2 ml/min no-
peudella pylvéaéseen. Kun johtokykyarvo nousi hiukan, keréttiin poistuvaa nestettd, koska se
sisdlsi neutraalit sokerit, jotka eivét sitoutuneet pylvaédseen. Kun johtokykyarvo alkoi laskea,
tarkistettiin orsinoliliuoksella eluoituiko vield sokereita. Kun sokereita ei endé vapautunut,
aloitettiin sitoutuneiden happamien polysakkaridien vapauttaminen pylvaasta. Gradientti oh-
jelmoitiin muuttumaan 0 ml:sta 800 ml:aan 0 %:sta 20 %:iin ammoniumformaattia, mink&
jalkeen 800-900 ml 20-100 % ammoniumformaattia ja sen jalkeen 100 % ammoniumfor-
maattia vield n. 200 ml. 10 ml:n jakeita (93 kpl) keréttiin yon yli virtausnopeuden ollessa
0,7 ml/min. Ammoniumformaatti puhdistettiin jarjestelmastd pois huuhtelemalla MilliQ®-

vedella.

Kustakin 93 eristetysta jakeesta pipetoitiin 5 pul TLC-levylle (60 silikageeli, Merck) ja paalle
lisattiin pisara orsinoliliuosta. TLC-levyt vietiin lampdkaappiin 100 °C:n 10min ajaksi, jol-
loin nahtiin, mihin jakeisiin sokereita oli kertynyt. Positiivinen orsinolireaktio ja fraktioiden
reaktioita on esitetty liitteessa 5. Nama jakeet yhdistettiin yhdeksi ndytteeksi, koska néyte-

maard olisi jaanyt liian pieneksi analysoitaessa yksittéisia fraktioita.

Fraktioinnin jalkeen oli edelleen ndhtavissa, ettd pylvaassa oli tummaa ainetta sitoutuneena.
Taman arveltiin olevan ligniinid, minka takia pylvéstd huuhdottiin viel& 50-prosenttisella
etanoliliuoksella ja ndyte kerdttiin talteen (etanolijae). Etanolijae kuivattiin pydéréhaihdutti-
mella. Taman jalkeen neutraalit sokerit, yhdistetyt fraktiot ja etanolijae pakkaskuivattiin ja
niistd analysoitiin fenoliset yhdisteet ja monosakkaridijakauma kuten aikaisemminkin. N&y-
temaéarat olivat niin pienid, ettei ollut mahdollista tehda niita kolmena rinnakkaisena.

3.2.9 Analyysien oikeellisuuden tarkkailu

Monosakkaridianalyysi

Monosakkaridien analyysimenetelmaan ei ollut kdyttssa vertailumateriaalia, milla valvoa
analyysien oikeellisuutta. Monosakkaridimenetelméassa kaytettiin seké sisdisen ettd ulkoisen

standardin menetelmaa tulosten tarkastamiseksi. Taman lisaksi standardisuorat maaritettiin
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useasti ja kdytettiin aina uusinta standardisuoraa tulosten laskemiseen. Kaikki néytteet ana-
lysoitiin myds kolmena rinnakkaisena mittauksena, jotta variaatiokerroin pystyttiin maarit-

tamaan.

Fenolisten yvhdisteiden analyysi

Fenolisten yhdisteiden analyysissé ei ollut kéytosséa vertailumateriaalia, joten menetelmén
toistettavuutta tarkasteltiin ajamalla standardisuoraa. Menetelma oli validoitu fenolihappo-
jen analyysiin, joten tassa ty0ssé tutkittiin my0ds sen soveltuvuutta maarittdd aldehydejé.
Tama tehtiin suorittamalla saantokoe. Matriisina oli GX, johon liséttiin vanilliinia ja syrin-
galdehydia. GX:iin lisattiin tarkasti mitattu n. 5 pg standardiainetta valilaimennoksen avulla
jasaanto laskettiin kolmesta rinnakkaisesta naytteesté (kaava liitteessé 4). Taman liséksi las-
kettiin taustakohinan pinta-ala kayttaen vanilliinin ja syringaldehydin standardisuoraa, mil-
loin voitiin laskea havaitsemis- ja méaaritysrajat (LOD ja LOQ) kertomalla tulos kolmella ja

kymmenella.

Syringaldehydin ja vanilliinin mittausalueen lineaarisuus tarkistettiin maéarittamall& regres-
siosuora, tarkastelemalla sen selittdvyysastetta ja laskemalla jadnndsarvot ja arvioimalla
jaannosarvokuvaajasta suoran lineaarisuutta (Hagg 2016). Selittavyysasteen tavoite oli olla
yli 0,999. Jadnnosarvolla tarkoitetaan mitatusta arvosta vahennettya kalibrointikuvaajaan so-
vitetun yht&lon laskettua arvoa. Jos jadnndsarvot jakautuvat tasaisti negatiiviselle ja positii-
viselle puolelle, tukee se suoran lineaarisuutta. Jos pisteet ryhmittyvét toiselle puolelle tai

muodostavat kaaren, ei kalibrointisuora ole lineaarinen (Hagg 2016).

3.3 Tulokset

3.3.1 Fenolisten yhdisteiden menetelma

Piikkien tunnistaminen

Kéyttdessa detektioaallonpitoisuutta 280 nm suurimmat piikit olivat vanilliini ja syringalde-
hydi, jotka tunnistettiin massaspektrometrialla Lahtisen ym. (2019) mukaisesti. Happohyd-
rolysoiduista naytteistd 16ytyi myos suuria mééaria furfuraalia, joka tunnistettiin myods mas-

saspektrometrin avulla. Massaspektrometrista saadut massaspektri on esitetty liitteessa 1.
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Myo6s muilla aallonpituuksilla ja fluoresenssidetektorilla havaittuja piikkejé tarkasteltiin,

mutta niita ei tunnistettu.

Menetelmén tarkastelu

Menetelman toimivuutta aldehydejé tutkittaessa otettiin huomioon saanto, menetelman line-
aarisuus, LOD ja LOQ. Menetelma oli validoitu jo fenolihapoille, joten tassa tydssa tutkittiin
sen sopivuutta aldehydeille. Saantoprosentit olivat melko alhaiset néytteille N ja A, mutta
B-ndytteen saanto syringaldehydille oli hyvin korkea ja hajonta oli suurta (taulukko 4).

Taulukko 4. GX-matriisille tehdyn saantokokeen tulokset saantoprosentteina. N = neutraalit fenoliset yhdis-
teet, A = happohydrolyysissa vapautuneet fenoliset yhdisteet ja B = eméshydrolyysissa vapautuneet fenoliset
yhdisteet. % = saantoprosenttien keskiarvo STDV = keskihajonta.

Nayte  Vanilliini Syringaldehydi
(%£STDV) (%£STDV)

N 64,2+3,8 76,0+16,2

A 26,2+22,6 29,2

B 83,8 161

Taulukko 5. Vanilliinille ja syringaldehydille maaritetyt LOD (limit of detection) ja LOQ (limit of quantifi-
cation)

LOD (ug/ml) LOQ (pg/ml)
Vanilliini 0,074+0,019 0,092+0,020
Syringaldehydi 0,063+0,038 0,10+0,013

Havaitsemis- ja méaaritysrajat olivat alhaisia ja analysoidut pitoisuudet olivat niitd suurem-
pia, joten menetelma sopi tutkituille pitoisuuksille. Menetelma oli lineaarinen suurella pitoi-
suusalueella vanilliinin osalta (taulukko 5 seké kuvat 9 ja 10). Selitysaste (R?) oli erinomai-
nen ja jddnnoskuvaajassa arvot hajautuivat negatiivisiin ja positiivisiin arvoihin, mika vah-
vistaa mittausalueen olevan lineaarinen. Sen sijaan syringaldehydin selitysaste (R?) oli riit-
tavan hyva, mutta jadnndskuvaajan mukaan suorassa on kaarevuutta, koska pienet ja isot
arvot olivat negatiivisia, mutta keskelld olevat olivat positiivisia (kuva 9 ja kuva 11). Tdmén
takia syringaldehydin pitoisuutta laskettaessa oli erityisen tarkeda kayttd4 pienemman mit-

tausalueen standardisuoraa, jonka todettiin olevan lineaarinen.
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Kuva 9. Fenolisten yhdisteiden (vanilliini ja syringaldehydi) nestekromatografisella menetelmallad méaaritetty
standardisuora. Mittausalueen lineaarisuutta tarkasteltiin fenolisten yhdisteiden vanilliinin ja syringaldehydin
mittaupisteilla
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Kuva 10. Fenolisten yhdisteiden analyysissa mééritetyn vanilliinin standardisuoran jaddnnéskuvaaja
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Kuva 11. Fenolisten yhdisteiden analyysissa méaaritetyn syringaldehydin standardisuoran lineaarisuuden arvi-
ointia varten piirretty jddnndsarvokuvaaja
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3.3.2 Glukuronoksylaanin karakterisointi

GX:n monosakkaridijakauman mukaan tarkeimmat monosakkaridit olivat ksylaani ja me-
tyyliglukoronihappo (taulukko 6). Muiden monosakkaridien pitoisuudet olivat pieni& ja glu-
koronihappoa ei pystytty maarittaméén ollenkaan. Monosakkaridit muodostivat tdamén pe-
rusteella n. 61 % koko nédytteen massasta. GX:n monosakkaridien muodostama kromato-

grammi on esitetty liitteessa 2.

Taulukko 6. GX:n monosakkaridijakauma maéritettyna kaasukromatografisesti mg/g néytetta. (Ara = ara-
binoosi, Xyl = ksyloosi, Rha = ramnoosi, Gal = galaktoosi, Glc = glukoosi, Man = mannoosi, GalA = galaktu-
ronihappo, GIcA = glukoronihappo, meGIcA = metyyliglukoronihappo, KA = keskiarvo 3 rinnakkaisesta néyt-
teestd, STDV = keskihajonta, CV% = variaatiokerroin)

Ara Xyl Rha  Gal Glc Man GalA GIcA meGIcA  Sum

mg/lg mg/g mg/lg mg/g mg/g mg/g mglg mglg  mg/g mg/g
KA 2,2 4959 1,7 13,5 13,3 18,1 11,2 ND 48,6 610,5
STbv 0,12 324 015 034 015 005 0,12 0,37
CV% 532 065 190 251 1,15 029 1,10 0,76

GX-ndytteessa suurin osa fenolisista yhdisteista oli syringaldehydia ja vanilliinia. Kun suh-
teutettiin pitoisuudet naytteiden massoihin, niiden jakauma oli kaikissa naytteissa samankal-
tainen. Noin 20 % fenolisista yhdisteista oli vanilliinia ja loppu oli syringaldehydia (kuva
12).

120 %

100 % I 1

80 %

60 % Syringaldehydi
B Vanilliini
40 %

- . - - - . .
0
N Al A2 B1 B2 SUM

Kuva 12. GX-néytteen fenolisten yhdisteiden suhteellinen jakauma (N = vapaat fenoliset yhdisteet, Al = eta-
noliliuokoiset glykosidisidoksilla sitoutuneet fenoliset yhdisteet, A2 = glykosidisidoksilla sitoutuneet yhdis-
teet, B1 = etanoliliukoiset esterisidoksilla sitoutuneet fenoliset yhdisteet, B2 = etanolisakkaantuneet fenoliset
yhdisteet)

X
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Maaréllisesti fenolisia yhdisteitad oli ylivoimaisesti eniten B1-ndytteessd, joka oli kéasitelty
sisaltdmaan esterisidoksilla sitoutuneita etanoliliukoisia fenolisia yhdisteita (kuva 13). Myds
vapaita (N) ja glykosidisidoksilla sitoutuneita fenolisia yhdisteitd oli paljon (Al) (kuva 13).
Suodoksissa (Al ja B1) oli selvasti enemman fenolisia yhdisteitd kuin saoksissa (A2 ja B2).
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syringaldehydi
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I W vanilliini
400

= B
, mam N -

N Al A2 B1 B2
Fraktiot

Kuva 13. Fenolisten yhdisteiden maarat ug/g naytettd (N = vapaat fenoliset yhdisteet, Al = etanoliliuokoiset
glykosidisidoksilla sitoutuneet fenoliset yhdisteet, A2 = etanoliin liukenemattomat glykosidisidoksilla sitoutu-
neet yhdisteet, B1 = etanoliliukoiset esterisidoksilla sitoutuneet fenoliset yhdisteet, B2 = etanoliin liukenemat-
tomat esterisidoksilla sitoutuneet fenoliset yhdisteet)

GalA:n fraktiointi

Aluksi tehdysta titrauksesta saatiin GX-liuoksen titrauskéyra. Tasté laskettuna GX-liuoksen
isoelektroniseksi pisteeksi laskettiin 6,55 kayttden hyodyksi titrauskéyréé ja sen derivaattaa

(kuvat 14 ja 15). Tastéa laskettuna liuoksen pKa-arvo oli 2,5 (kaavat liite 4).
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Kuva 14. 1%:sen GX-liuoksen titrauskayra titrattuna 0,1 M KOH-liuoksella

12

10

(pH2-pH1)/(V2-V1)

o
=
N

3 4 5 6
0,5*V1+V2

Kuva 15. GX-liuoksen titrauskéyran derivaatan kuvaaja

Tuloksissa ei ole hajontaa merkittynd, koska néytteet tehtiin vain yhdella rinnakkaisella. Mo-
nosakkaridianalyysin tuloksia ei saatu etanolifraktiosta, koska naytteen esiké&sittely epéon-
nistui eika naytetta ollut kaytettavissa enempéaa. Fenolisia yhdisteita 16ytyi vain etanolifrak-
tiosta. Suurin osa fenolisista yhdisteista oli sitoutunut esterisidoksilla (B-nayte), mutta sy-
ringaldehydin ja vaniliinin suhde oli hyvin samanlainen kaikissa jakeissa (kuva 16). Mo-
nosakkaridijakauman mukaan GalA:ta oli suhteessa enemman fraktioissa, mutta pienten

néytemaéarien takia tulos ei vélttamatta ole luotettava (taulukko 7 ja kuva 17).
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Kuva 16. GX:n fraktioinnista saatu etanoliliukoisen jakeen fenolisten yhdisteiden jakauma. EN=vapaat feno-
liset yhdisteet, EA= glykosidisidoksilla sitoutuneet fenoliset yhdisteet, EB= esterisidoksilla sitoutuneet fenoli-
set yhdisteet. Naytteestd ei 16ytynyt glykosidisidoksilla sitoutuneita fenolisia yhdisteitéa

Taulukko 7. GX:n fraktioinnista happamiin, neutraaleihin ja etanoliliukoisiin saatujen jakeiden monosakkari-
ditulokset. (Ara = arabinoosi, Xyl = ksyloosi, Rha = ramnoosi, Gal = galaktoosi, Glc = glukoosi, Man = man-
noosi, GalA = galakturonihappo, GIcA = glukoronihappo, meGIcA = metyyliglukoronihappo)

Nayte Ara Xyl Rha Gal Glc Man GalA GIcA meGIcA SUM
mg/g  mg/g mg/g mg/g mglg mglg mg/lg mg/g mg/g mg/g
Etanoli - - - - - - - - - -
liuokoiset
Happamat 1,1 64,8 N/D N/D 2,0 7,7 59 N/D N/D 81,6
Neutraalit 1,6 359,3 7,2 9,8 20,5 35,5 8,3 N/D N/D 4423
100 %
80% GLC-A
/0% GAL-A
60% E MAN
50 %
EmGLC
40 %
mGAL
30%
B RHA
20%
XYL
10%
= ARA
0%

fraktiot

neutraali

Kuva 17. GX:n fraktioinnista happamiin, neutraaleihin ja etanoliliukoisiin saatujen jakeiden monosakkaridi-
jakauma fraktiot- ja neutraalijakeessa ARA= arabinoosi, XYL = ksyloosi, RHA = rhamnoosi, GAL = galak-
toosi, GLC = glukoosi, MAN=mannoosi, GAL-A = galakturonihappo, GLC-A = glukoronihappo, meGIcA =
metyyliglukoronihappo
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3.3.3 Emulsion pysyvyys seka koostumus

Pysyvyys

Esikokeena tehtyjen emulsion stabiilisuuskokeiden mukaan GX oli kemiallisesti pysyvampi
kuin GGM. GX:n stabiloiman emulsion 6ljyn peroksidiluku ei kolmen kuukauden aikana
noussut yli 20:n, kun taas GGM:n peroksidiluku kasvoi nopeasti kahden kuukauden séily-

tyksen jalkeen (kuva 18).
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Kuva 18. GX- ja GGM-emulsioiden &ljyn peroksidiluvun muutos 13 viikon aikana

GGM:lla stabiloidun emulsion pisarakokojakaumassa pienia (halkaisijaltaan <1 pm) pisa-
roita oli koko mittausajan eniten. Suurempia pisaroita kehittyi hiljalleen. GX:lla stabiloidun
emulsion pisarakokojakaumassa oli koko mittausajan aikana néhtdvana pienien pisaroiden
ja suurempien pisaroiden vélinen selvd jako. Suuret pisarat kasvoivat entisestadn mittausten

aikana selvasti (kuva 19 ja taulukko 8).
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Kuva 19. GX- (ylh&allg) ja GGM-emulsioiden (alhaalla) pisarakokojakaumien muutos 13 viikon aikana

Taulukko 8. GGM- ja GX-emulsioiden pisarakoot 13 viikon aikana. Dx (10) = 10 % pisaroista ovat taté pie-
nempid, DX(50) = 50 % pisaroista on tat4 pienempid DX (90) = 90 % pisaroista ovat t&ta pienempid, D[4,3] =

tilavuudella painotettu keskiarvo, D[3,2] = pinta-alalla painotettu keskiarvo

GGM Séilytysaika  Dx (10) pm  Dx (50) pm Dx (90) um D [4,3]pm D [3,2] um
Viikko 0 0,07 0,237 1,05 0,552 0,152
Viikko 1 0,0818 0,255 1,44 1,3 0,177
Viikko 2 0,081 0,255 1,82 1,97 0,176
Viikko 4 0,0894 0,271 2,93 2,16 0,193
Viikko 6 0,0929 0,28 4,12 2,88 0,202
Viikko 8 0,0916 0,281 5,42 4,27 0,201
Viikko 11 0,0928 0,289 10,1 8,09 0,207
Viikko 13 0,0946 0,294 11,5 6,95 0,212

GX
Viikko 0 0,0572 0,259 4,02 1,07 0,137
Viikko 1 0,0718 0,299 7,11 2,56 0,169
Viikko 2 0,0725 0,301 9,44 31 0,171
Viikko 4 0,0873 0,343 15,1 4,14 0,21
Viikko 6 0,0997 0,376 15,3 4,23 0,243
Viikko 8 0,1 0,393 16,4 4,7 0,249
Viikko 11 0,105 0,427 19,8 6,47 0,265
Viikko 13 0,104 0,413 17,9 5,35 0,26
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Karakterisointi

Emulsion jatkuvan faasin ja kerman merkittdvimmét monosakkaridit olivat ksyloosi ja
meGIcA (taulukko 9). Muita monosakkarideja oli pienid maaria. Arabinoosin piikkia ei voitu
erottaa kermassa. Suhteutettuina osuuksiin faaseissa, GalA:ta oli merkittdvasti enemman ra-

japinnoilla, kuin muita monosakkarideja (kuva 20).

Taulukko 9. Emulsion monosakkaridijakauma jatkuvassa faasissa ja kermassa (eli rajapinnalla), mg/g emul-
siota. JF = jatkuva faasi Ara = arabinoosi, Xyl = ksyloosi, Rha = rhamnoosi, Gal = galaktoosi, Glc = glukoosi,
Man = mannoosi, GalA = galakturonihappo, GIcA = glukoronihappo, meGIcA = metyyliglukoronihappo,
STDV=keskihajonta, CV%=variaatiokerroin

Nayte mg/g emulsiossa

JF Ara Xyl Rha Gal Glc Man GalA  GlcA  meGIcA  Summa
mg/g mg/g mg/lg mg/g mg/lg mg/g mglg mg/g mglg

Keskiarvo 0,03 1,53 0,03 0,07 0,06 0,08 0,03 N/D 0,17 1,99

STDV 0,002 0,031 0,000 0,005 0,002 0,001 0,003 0,005

CV % 8,16 2,04 2,86 6,88 3,81 1,82 8,52 2,93

KERMA

Keskiarvo 0,00 0,57 0,02 0,03 0,03 0,02 0,04 N/D 0,05 0,76

STDV N/D 0,044 0,001 0,003 0,003 0,001 0,005 0,003

CV% 7,80 5,30 9,82 8,59 599 11,02 6,35

120 %

100 % = = = = - = =
80 %
60 %
40 %
A
.
ARA XYL RHA GAL GLC

MAN GAL-A GLC-A meGIcA Total

M Jatkuva faasi Kerma

Kuva 20. GX:lla stabiloidun emulsion jatkuvan faasin ja kerman monosakkaridijakauma suhteutettuna mitatun
faasin massaan. ARA = arabinoosi, XYL = ksyloosi, RHA = rhamnoosi, GAL = galaktoosi, GLC = glukoosi,
MAN = mannoosi, GAL-A = galakturonihappo, GLC-A = glukoronihappo, meGIcA = metyyliglukoronihappo

Suurin osa fenolisista yhdisteistd oli sitoutuneena esterisidoksilla seka kermassa etté jatku-

vassa faasissa (kuvat 21 ja 22). Molemmista l6ytyi kuitenkin seké vapaita fenolisia yhdisteita
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ettd glykosidisidoksilla sitoutuneita fenolisia yhdisteitd. Fenolisia yhdisteita oli selvésti
enemman jatkuvassa faasissa kuin kermassa, mutta ne olivat jakautuneet hyvin samankaltai-

sesti faaseihin.
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Kuva 21. GX:lla stabiloidusta emulsiosta eristetyn kerman fenolisten yhdisteiden jakauma N = vapaat fenoliset
yhdisteet, A = glykosidisidoksilla sitoutuneet fenoliset yhdisteet, B = esterisidoksilla sitoutuneet fenoliset yh-
disteet

8000 Syringaldehydi

B JF Vanilliini

Jae

Kuva 22. GX:lla stabiloidusta emulsiosta eristetyn jatkuvan faasin fenolisten yhdisteiden jakauma N = vapaat
fenoliset yhdisteet, A = glykosidisidoksilla sitoutuneet fenoliset yhdisteet, B = esterisidoksilla sitoutuneet fe-
noliset yhdisteet

Emulsioissa suurin osa fenolisista yhdisteista oli jatkuvassa faasissa. Kuitenkin kun fenolis-
ten yhdisteiden méadaré suhteutettiin faasin massaan, osoittautui kermassa olevan suhteessa
merkittavasti enemman fenolisia yhdisteité (kuva 23). Fenoliset yhdisteet vaikuttaisivat kon-

sentroituvan rajapinnoille, vaikka niitd ja&kin paljon myos jatkuvaan faasiin.
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Kuva 23. Fenolisten yhdisteiden jakauma emulsiossa suhteutettuna faasin massaan (mg/kg) faasia kohden
(kerma tai jatkuva faasi). JF = jatkuvafaasi Kerma = rajapinta

3.4 Pohdinta

3.4.1 Emulsion pysyvyys ja sen mekanismit

Tutkittavaksi ndytteeksi valittiin kuumavesiuutettu GX, koska kuumavesiuutto on lupaava
jaympéristoystavallinen tapa eristad hemiselluloosia (Kilpeldinen ym. 2014a). Jakeessa ole-
tettiin olevan ja&@mina myaos ligniinid, joka vaikuttaa GX-jakeen ominaisuuksiin (Kilpel&inen
ym. 2014a). Jaetta ei puhdistettu ligniinistd, koska ligniinin uskottiin parantavan emulgoin-

tiominaisuuksia (Lehtonen ym. 2018).

Esikokeena tutkittiin emulsion pysyvyyttd. Emulsion pysyvyys on elintarvikkeissa tarke&a
ja pidempi pysyvyysaika mahdollistaa pidemmaén hyllyién. Tulosten mukaan GX muodostaa
pysyvan emulsion seka kemiallisesti etté fysikaalisesti. GGM valittiin vertailumateriaaliksi,
koska se on myds puusta kuumavesiuutolla eristetty hemiselluloosa. Sen on myds todettu
stabiloivan emulsioita paremmin kuin arabikumi tai Tween 20, jotka ovat molemmat elin-
tarvikkeiden stabilointiaineita ja sopivia vertailukohteita (Mikkonen ym. 2016a; Mikkonen
ym. 2016b). Vaikka GX:n stabiloimaan emulsioon muodostui suurempia pisaroita kuin
GGM:n stabiloimaan emulsioon. GX:n stabiloima emulsio oli hyvin pysyvd. GGM muodosti
tasaisesti pienié pisaroita, kun taas GX muodosti ryhména pienia ja isoja pisaroita. Emulsi-
oiden pisarajakauma vastaa hyvin aikaisemmin saatuja tuloksia (Mikkonen ym. 2016a; Leh-

tonen ym. 2018). Tarkasteltaessa D[90]-arvoja on selvésti nahtavissd, ettd GX-emulsioon
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muodostuu suurempia pisaroita kuin GGM-emulsioon. Kuitenkin se kertoo vain minka ko-
koisia 90 % pisaroista ovat. Mielenkiintoista on, ettd D[4,3] ja D[3,2] olivat hyvin saman
suuruisia molemmissa emulsioissa. D[4,3] kuvaa tilavuuden keskiarvoa ja D[3,2] pisaroiden
pinnan pinta-alan keskiarvoa, jolloin D[4,3]-arvoon vaikuttavat suuret pisarat enemman ja
D[3,2]-arvoon pienet pisarat. Tuoreissa emulsioissa GX-emulsiossa oli selvasti kaikilla pa-
rametreilla suurempia pisaroita, mutta 13. viikon kohdalla D[4,3] oli suurempi GGM-emul-
siolla. Tdma johtuu GGM-emulsioon muodostuneista suurista pisaroista. GX-emulsiot vai-

kuttaisivat olevan fysikaalisesti hyvin pysyvié verrattuna GGM-emulsioihin.

Emulsion fysikaalisen hajoamisen mekanismia oli vaikea méaérittad nailla kokeilla. Pisara-
koon nahtiin kasvavan, joten pisaroiden yhteenliittymista ja/tai Ostwaldin kypsymista tapah-
tui sdilytyksen aikana. Ostwaldin kypsymisessé pisarakokojakaumassa kasvaa selvasti suur-
ten pisaroiden koko ja pienten pienenee (McClements 2007). Heterogeenisessa pisaroiden
yhteenliittymisessa taas yleensa muodostuu pienia pisaroita, joiden koko kasvaa hitaasti ajan
kanssa, ja suuria pisaroita, joiden koko kasvaa hopeammin (McClements 2007). Taméan pe-
rusteella luultavasti emulsion hajoaminen perustui enemman pisaroiden yhteenliittymiseen,
mika johtuu yleensd pisaroiden laheisestd kontaktista, kuten kermottumisesta, flokkulaati-
osta tai pisaroiden tormadmisestd toisiinsa lilan vahaisten hylkimisvoimien vuoksi
(McClements 2007).

Flokkulaatiota ei voitu todistaa talla koeasetelmalla, koska mitattiin vain pisarakokoja-
kaumaa, jolloin suuret pisarat saattavatkin olla flokkuloituneita I&hekkain toisiansa ja pien-
ten pisaroiden sijaintia suhteessa toisiinsa ei voida arvioida (McClements 2007). Lahtinen
ym. (2019) mikroskopoivat GX-emulsion pisaroita 13 viikon sdilytyksen jalkeen. Kuvista
oli nahtavillg, ettd emulsiossa oli suuria pisaroita erilladn toisistaan, mutta ei voitu pienten
pisaroiden kohdalla maarittd, olivatko ne flokkuloituneet. GGM:lla stabiloitujen emulsioi-
den pisaroiden on todettu flokkuloituvan séilytyksen aikana, joten tdma voisi olla mahdol-
lista myds GX:lla (Bhattarai ym. 2019).

Rasvojen hapettuminen lyhentaa hyllyikd4 huomattavasti, minka takia sen hidastaminen on
elintarvikkeissa keskeistd. Peroksidiluku kertoo vain primaarisesta hapettumisesta, joten
koeasetelma ei anna koko kuvaa monimutkaisesta hapettumisprosessista (Lehtonen ym.
2018). Primaarihapettumisen seuraaminen valittiin menetelméksi, koska haluttiin selvittdé
alustavasti, onko GX:lla antioksidanttisia ominaisuuksia, joita hyddyntéa elintarvikkeiden

séilyvyyden parantamisessa.
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GX suojasi emulsioita selvasti paremmin hapettumiselta kuin GGM. GGM:lla stabiloidun
emulsion 6ljyn mitatut peroksidiluvut vastasivat hyvin aikaisempia tuloksia, joiden mukaan
peroksidiluku pysyy lahes muuttumattomana ensimmaiset kuusi viikkoa ja sitten nousee
(Lehtonen ym. 2018). My6s homogenointi saattaa edesauttaa hapettumista (Berton-Carabin
ym. 2014). Téassa tutkimuksessa homogenointi ei kuitenkaan vaikuttaisi aiheuttavan hapet-
tumista, koska ensimmaisissé mittauksissa 6ljy ei ollut viela hapettunut. Kuuden viikon koh-
dalla GGM:lla stabiloidun emulsion 6ljyn peroksidiluku kasvoi ja emulsion pisarakoko kas-
voi selvasti, mik& on nahtévissa suuremmasta D[4,3]-luvusta. Fysikaalinen hajoaminen saat-
taa edistada myos kemiallista pilaantumista (Berton-Carabin ym. 2014), miké voisi selittda,
miksi peroksidiluku suureni kuuden viikon sdilytyksen jalkeen merkittavasti. GX:lla stabi-
loidun emulsion pisaroiden kasvu oli paljon maltillisempaa, kuten myGs sen primaarinen

hapettuminen. Hidas fysikaalinen hajoaminen hidasti myds hapettumista.

Yleisesti elintarvikekaytossa olevien 6ljyjen hyvaksyttava peroksidiluku on enintédan 10.
Koska GX:lla stabiloidun emulsion 6ljyn peroksidiluku nousi vasta kahdeksan viikon jél-
keen yli sen. Luultavasti hapettumista ehkaisee tehokkaasti GX:ssa esiintyvat fenoliset yh-
disteet, koska niiden on arveltu ehkéisevdn myds GGM:lla stabiloidun emulsion 6ljyn ha-
pettumista (Lehtonen ym. 2018). GX:lla stabiloidun emulsion pisarakoko oli suurempi kuin

GGM:lla stabiloidun, mutta kuitenkaan sen peroksidiluku ei kasvanut yhtd nopeasti.

Nypeld ym. (2016) saivat GX:n eetterimuodoilla parannettua GX:n pinta-aktiivisuutta ja
muodostettua emulsioita (Nypel6 ym. 2016). Ne eivét kuitenkaan vaikuta yhta stabiileilta
kuin tassa tutkimuksessa valmistettu emulsio ja GX:n muuttaminen eetterimuotoon vaatii

ylimé&araisia tyovaiheita.

Koska GX ei ole rasvaliukoinen, fysikaalinen stabilointimekanismi voisi selittyd GX:iin si-
toutuneilla fenolisilla yhdisteilla tai Pickering-emulsiolla (Mikkonen ym. 2016a). Fenolisten
yhdisteiden uskotaan toimivan ankkurina, jotka kiinnittdvat hemiselluloosaketjun pisaran
pinnalle. Tama vaikuttaisi mahdolliselta, koska fenolisia yhdisteitd 16ytyi suhteessa enem-
maén rajapinnoilta kuin jatkuvasta faasista. Fenoliset yhdisteet konsentroituivat rajapinnoille
janiihin oli sitoutuneena monosakkarideja. Ndma luultavasti muodostivat rajapinnan pisaran
ja jatkuvan faasin valille. Antioksidanttien hakeutuminen rajapinnoille parantaa myos niiden

kykya ehkaistd emulsion 6ljyn hapettumista (Waraho ym. 2011).
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GX:n monosakkaridijakauma noudatti kirjallisuudessa esitettya (Westbye ym. 2008). Emul-
sion rajapinnan ja jatkuvan faasin eri monosakkaridit jakautuivat muuten melko tasaisesti,
paitsi GalA:ta oli rajapinnoilla suhteessa enemman. Talle voi olla monta selitystd, koska
GalA on osa pektiini& ja ksyloosiketjua (Ericsson ym. 1977; Johansson ja Samuelson 1977,
Meshitsuka ym. 1982; Komiyama ym. 2009). Ksyloosiketjun pelkistavé paa on ainoa paikka,
mihin fenoliset yhdisteet voivat sitoutua glykosidisidoksilla. Jos néissa paadyissa on myos
GalA:ta sitoutuneena, se saattaisi selittdd GalA:n suuren maaran rajapinnoilla. Kuitenkin
vain pieni osa fenolisista yhdisteista oli sitoutunut glykosidisidoksilla ja suurin osa esteri-
sidoksilla.

Toinen mahdollisuus voisi olla, etta pektiini vaikutti rajapinnalla. Pektiini saattaa olla sitou-
tuneena ligniiniin ja GX:iin koivussa, jolloin silla voi olla myds merkitystd emulsioiden sta-
biloinnissa (Meshitsuka ym. 1982; Giummarella ja Lawoko 2016). Pektiinin sitoutumisesta
ligniiniin ja hemiselluloosiin on viitteitd myds muiden kasvien, kuten tomaatin, soluseinissa
(Broxterman ja Schols 2018). Tarkemmat yksityiskohdat tasta rakenteesta ovat vield selvit-
tdmattd. Tomaattia ja koivua ei voi verrata suoraan toisiinsa, mutta tulokset tukevat teoriaa,
ettd kasvikunnassa ndmé rakenteet olisivat olemassa. Pektiinin rooli jai kuitenkin epasel-
vaksi emulsion stabiloinnissa, koska ei tiedetd, oliko tutkimuksessa analysoitu GalA peréisin
pektiinistd. Stabilointimekanismin parempi ymmartdminen vaatisi liséa tietoa siitd, miten
pektiini on sitoutunut ligniiniin tai GX:iin. T&ta voitaisiin tutkia esimerkiksi kayttamalla
pektinaaseja, kuten endopolygalaktouranaasia tai endopektiinilyaasia, jotka ovat spesifeja
pektiinin suhteen eivatka pilko esimerkiksi hemiselluloosan ja GalA:n valisid sidoksia
(Meshitsuka ym. 1982).

Rajapinnan rakenteesta paljastui tutkimuksessa joitakin yksityiskohtia. Luultavasti GX:n
ksyloosiketjut, joihin fenoliset yhdisteet olivat sitoutuneet glykosidisidoksilla, asettautuisi-
vat kohtisuoraan rajapintaan nahden. Fenolisiin yhdisteisiin esterisidoksilla sitoutuneet ket-
jut taas muodostaisivat kerroksen pisaran pintaan, kuten aikaisemmin on arveltu GGM:n
toimivan rajapinnoilla (Lehtonen ym. 2018). Esterisidokset muodostuisivat luultavasti
meGIcA:n ja fenolisten yhdisteiden valille (Watanabe ja Koshijima 1988; Imamura ym.
1994). Glykosidisidoksin sitoutuneet GX-ketjut muodostaisivat luultavasti melko harvan ra-
kenteen, koska sivuryhman meGIcA estéisi tiiviin pakkautumisen. Taman kaltainen kerros
saattaisi edistad suurempien pisaroiden syntymista (Lehtonen ym. 2018). Tall6in kuitenkin
ksyloosiketjut muodostaisivat steerisid esteitd, jotka hidastavat emulsion hajoamista

(McClements 2005; Tadros 2013). Steeriset esteet ovat polysakkarideilla usein tarked osa
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stabilointimekanismia (Qiu ym. 2017). Ehké& tama selittaisi myos, miksi GX:lla stabiloidun
emulsion pisarakokojakaumassa oli suuria ja pienid pisaroita. Suuremmat pisarat muodos-
tuisivat glykosidisidoksin ankkuroituneiden fenolisten yhdisteiden ansiosta. Sen sijaan pie-
nempien pisaroiden rajapinnalla saattaisi olla esterisidoksia enemman, jolloin pisaran ym-
parilla olisi titviimpi kerros. Mahdollinen GX:n rajapinnan rakenne on esitetty kuvassa 24

kayttden mallina Lehtosen ym. (2018) esittdmaa mallia.

Kuva 24. Mahdolliset tavat, miten GX on voinut asettautua rajapinnalle. Lehtonen ym. 2018 ovat esittdneet
vastaavan kuvajaan GGM:n rajapinnasta. Vihreélld on esitetty fenoliset yhdisteet, sinisella meGIcA (metyy-
liglukoronihappo), punaisella asetyloituneet sivuryhmdt ja mustalla ksyloosiketju. A=gammaesterisidoksilla
sitoutuneet fenoliset yhdisteet. B= glykosidisidoksilla sitoutuneet fenoliset yhdisteet

Fenolisten yhdisteiden jakautuminen rajapinnan ja jatkuvan faasin vélille eroaa merkittavasti
kuumavesiuutolla eristetyn kuusen GGM:n tuloksista. GX:ssa jopa 20% fenolisista yhdis-
teistd 10ytyi rajapinnalta, kun taas GGM:n fenolisista yhdisteistd alle 1 % (Lehtonen ym.
2018). Tamé voi johtua analyysissa olleista eroista, kuten ettd GX:lla stabiloitu emulsio ei
saostunut etanolikasittelysta. Voi myos olla, ettda GGM:n ja GX:n rakenteet poikkeavat mer-
Kittdvasti toisistaan, minka takia myds niiden LC-sidokset voivat vaihdella hyvin paljon.
Tama saattaisi osaltaan selittdd miksi GX-emulsiot hapettuivat huomattavasti vahemman
verrattuna GGM-emulsioihin. GGM:n stabilointimekanismi muutenkin luultavasti perustuu
steeriseen esteeseen, mutta GX:n {-potentiaali on my0ds aavistuksen negatiivinen etanolilla
puhdistetussa GX:ssa (-35 mV) johtuen meGlIcA:sta ja GalA:sta (Mikkonen ym. 2016a).
GX:n ja GGM:n vertaaminen toisiinsa ei siis vélttdméttd ole jarkevad, koska tdman tutki-
muksen tulosten perusteella niiden stabilointimekanismit vaikuttaisivat eroavan toisistaan.
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GX:n stabilointimekanismi eroaa luultavasti myds maissin arabinoksylaanin stabilointime-
kanismista, koska arabinoksylaaniin on sitoutuneena peptideja mutta ei fenolisia yhdisteita
(Yadav ym. 2007; Yadav ym. 2009). Myds GX-jakeessa on luultavasti pienid maarié prote-
lineja, mutta niitd ei ole analysoitu ja madrien uskotaan olevan niin pienig, ettei niill& ole

merkitysta stabiloinnin kannalta (Kilpelainen ym. 2014a).

3.4.2 Galakturonihapon merkitys emulsion pysyvyydelle

GX:n fraktiointia varten tutkittiin olivatko happoryhmét vapaita vai sitoutuneita, jotta niiden
avulla voitaisiin fraktioida happamat ja neutraalit jakeet erilleen. Titrauskéyrésté saatu pKa-
arvo oli alhaisempi kuin sen olisi voinut olettaa olevan GalA:lle ja meGlIcA:lle, joiden pKa-
arvot ovat n. 3,2-3,5 vélilla (Kohn ja Kovac 1978; Grein-lankovski ym. 2018). Kuitenkin
tdman tuloksen perusteella voidaan arvella, ettd osa hapoista on kuitenkin vapaana ja sen

mukaan GalA-fraktiointia jatkettiin.

GX:n GalA-rikkaiden fraktioiden eristdmisen tavoite oli ymmaértaa tutkimuksessa saatua tu-
losta monosakkaridien jakaumasta rajapinnan ja jatkuvan faasin vélille. Koska GalA:ta oli
merkittavasti rajapinnoilla, tutkittiin, mita fenolisia yhdisteitd GalA-rikkaisiin fraktioihin oli
sitoutunut ja miten ne ovat mahdollisesti sitoutuneena. Valittu menetelma perustui saatavilla
oleviin laitteistoihin ja aikaisemmin toteutettuun puun hemiselluloosien fraktiointiin happa-
mien ja neutraalien monosakkaridien mukaan. Tutkittu GX erosi aikaisesmmasta, koska sitéa
ei pilkottu entsymaattisesti oligosakkarideihin ja GX:iin oli sitoutuneena ligniinia (Lahtinen
ym. 2019). Kaikki ndyte ei irronnut pylvaastd, mink& todistaa etanolin irrottamat fenoliset
yhdisteet, joita ei 16ytynyt neutraaleista tai happamista fraktioista. Ongelmallista oli, etta
esikasittelyssa nayte sentrifugoitiin ja pelletti poistettiin. Suuri osa fenolisista yhdisteista
poistuu vastaavanlaisessa kéasittelyssa (Valoppi ym. 2019). Talldin myds kiinnostuksen koh-

teena olevia LC-sidoksia menetettiin.

Fraktioinnissa ei saatu selville, mit4 yhdisteitd on sitoutunut GalA:n, joten tat taytyy tutkia
jollain toisella menetelmalld. Mielenkiintoista oli kuitenkin, ettei fenolisia yhdisteita 16yty-
nyt lahes lainkaan neutraaleista tai happamista fraktioista. Mydskaan meGIcA:ta ei 16ydetty
naisté fraktioista, vaikka niita alkuperdisessa naytteessa oli ja myo6s sentrifugoidussa néyt-
teessa niité pitéisi olla (Valloppi ym. 2019). Tdma saattaa osittain johtua pienista ndytemaa-
ristd, mutta on myods mahdollista, ettd kaikki meGIcA oli sitoutunut fenolisiin yhdisteisiin ja

sen takia sité ei saatu analysoitua muista ndytteistd. Tat4 tukevat aikaisemmat tutkimukset,
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joissa bentsyyliesterisidoksen on arvioitu muodostuvan meGIcA:n ja ligniinin vélille (Wa-
tanabe ja Koshijima 1988; Imamura ym. 1994). Emulsion rajapinnalla ndmaé olivat selvésti
merkittavin sidostyyppi, joten oletettavasti meGIcA on sitoutunut paéasiallisesti ligniiniin ja
vaikuttaa emulsion muodostukseen ja pysyvyyteen. Happamista fraktioista 10ytyi GalA:ta
mutta ei fenolisia yhdisteitd. GalA ei ole siis kokonaan ainakaan sitoutunut fenolisiin yhdis-
teisiin vaan esiintyy myos siitd vapaana. GalA:ta saattaa edelleen esiintyd seka pektiinissa
ettd GX:n polysakkaridirungossa, joten tdman perusteella ei voida vielé paatelld, misté vapaa

GalA olisi peréisin.

3.4.3 Kromatografisten analyysien oikeellisuuden arviointi

Monosakkaridimenetelma

Kéytetty menetelma oli hyvin vakiintunut monosakkaridijakauman méaarittamiseksi. Se oli
suositeltava menetelmd, kun halutaan maarittdd samanaikaisesti ksylaania ja uronihappoja
sisdltavia naytteita (Willfor ym. 2009). Tuloksista laskettu variaatiokerroin oli AOAC:n ra-
joissa alkuperdisessé materiaalissa kaikilla paitsi arabinoosilla (AOAC 2002). Kermassa
vaihtelu oli pitoisuuteen ndhden liian suurta. Tdm4 saattaa johtua pienista pitoisuuksista tai

naytteiden heterogeenisyydestd enemman kuin varsinaisesta analyysimenetelmasta.

Emulsioiden analytiikkaan esikasittelyvaiheita voitaisiin kehittd4. Itse menetelmé& perustuu
ulkoisen standardin kayttamiseen, mutta silylointia tarkkaillaan sisdisen standardin avulla.
Taman lisaksi olisi hyva kuitenkin ottaa laitteelle kayttoon referenssindyte, jonka pitoisuus
olisi tunnettu. Silloin voidaan valvoa laitteen toimintaa. Sisdinen standardi kertoo vain sily-
loinnin onnistumisesta, mutta ei laitteen toiminnasta. Referenssindytteen antama tulos ker-

toisi laitteen toiminnasta ja tulosten luotettavuudesta.

Fenolisten yhdisteiden analyysimenetelma

Menetelmaén esikasittely ei ole riittdvé, jotta sill& voitaisiin pilkkoa ndytteessa olevaa lignii-
ni4. Kasittelyjen tarkoituksena on vain rikkoa hemiselluloosan ja fenolisten yhdisteiden va-
liset sidokset, joten analyysi ei anna tdydellista kuvaa ligniinin rakenteesta. Menetelma on
validoitu fenolihappojen analysoimiselle marjoista (Kylli ym. 2011). Massaspektrometrialla
kuitenkin varmistettiin, ettd tutkitut yhdisteet olivat aldehydej&. Taman perusteella p&éadyt-
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tiin tutkimaan menetelmaa tarkemmin ja todettiin sen vaativan kehittelyd, koska saannot ei-
vat olleet lahellédkaan tavoiteltua 90-107 % (AOAC 2002). Myos tulosten variaatiokertoimet
olivat suurempia kuin AOAC:n rajat sallivat nailla pitoisuuksilla (AOAC 2002). Osittain
vaihtelevat tulokset johtuivat mahdollisesti ndytteiden heterogeenisyydesta ja ligniinin epé-
taydellisestd hajoamisesta, mika lisda hajontaa. Taman takia esikasittelymenetelmén vaihta-
minenkaan ei valttdamaétta toisi parempaa tulosta. Menetelméaé voitaisiin kuitenkin kehittaa

validoimalla se GX:lle. Tama vaatisi laajempia kokeita, mit& tdman tyon aikana suoritettiin.

4 PAATELMAT

Kuumavesiuutolla eristetty GX-jae vaikuttaa hyvin lupaavalta stabilointiaineelta ja antiok-
sidantilta. Sen hapettumisestokyky oli vastaavaan stabilointiaineeseen verrattuna erinomai-
nen ja sen muodostamat emulsiot pysyivat koossa useita kuukausia, vaikka niissé oli 1ahto-
kohtaisesti suurempia pisaroita. Taméa mahdollistaisi GX:lla stabiloidun emulsion pitkan

hyllyian.

GX-jakeen fenolisista yhdisteista suurin osa oli esteridisoksilla sitoutuneita. Syringaldehydi
javanilliini olivat tarkeimpia rakenteita. Emulsion rajapinnalla fenoliset yhdisteet sitoutuvat
esterisidoksilla luultavasti GX:n happoryhmiin, jolloin ne muodostavat tiiviin rakenteen pi-
saran rajapinnalle. Glykosidisidoksilla sitoutuneet fenoliset yhdisteet sitoutuvat GX:n péa-
ketjun pelkistavéan padhan ja tdamé GX muodostaa paksun, mutta harvan rajapinnan raken-
teen. GalA:n merkitys jai vield selvittamatta talla koeasetelmalla, joten ei tiedetd, miten se

vaikuttaa rajapinnoilla.

Naiden tulosten pohjalta avautui monta uutta mahdollista tutkimuskohdetta. Koska GX eh-
kaisee hapettumista tehokkaasti, voisi tulevissa tutkimuksissa tutkia, mitka fenoliset yhdis-
teet tdhan vaikuttavat. VVoisi myos perehtyéd hapettumismekanismeihin syvéllisemmin seu-

raamalla primaarireaktioiden lisaksi myds sekundaarisia reaktioita.

Fenolisten yhdisteiden analysointia varten olisi hyvé kokeilla toisia menetelmi&. Ligniinin
hajottamiseen on Kirjallisuudessa erilaisia menetelmia, joita voisi yrittdd yhdistdd HPLC-
analyysiin. Nain ehka saataisiin suurempi osa ligniinista hajotettua analyysia varten. Myds

massaspektrometrialla voisi olla mahdollista tunnistaa useampia hajoamistuotteita.
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Edelleen mielenkiinnon kohteena pysyvét syyt GalA:n hakeutumiselle emulsioiden rajapin-
nalle. Valittu fraktiointimenetelma ei sopinut, koska ligniini sitoutui liian vahvasti kéytet-
tyyn pylvéaéseen. Selvasti pylvaaseen jai kaikkein mielenkiintoisin jae, koska fenolisia yh-
disteitd ei [0ytynyt neutraaleista tai happamista jakeista. Tassa kokeessa my0s kerétyt jakeet
jaivat liian pieniksi, kun ne pakkaskuivattiin. Jatkoanalyysia varten olisi hyvéa pystyé analy-
soimaan ne jo nestemaisisté jakeista. Myds olisi mielenkiintoista selvittdd, onko 16ydetty

GalA peraisin pektiinistd vai GX:n paaketjusta.
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Kuva 2 Ylhaalla GX:n happohydrolyysindytteen massaspektri ja alhaalla furfuraalistandardin
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Kuva 2 GX:n N-néytteen kromatogrammi




Liite 4 Kaytetyt kaavat

Saantoprosentin maaritys

Saanto -% = (madritetty pitoisuus / liséatty pitoisuus) x 100 % 1)

Keskihajonta

o =Vo? (2)

Variaatiokerroin (CV%)

CV% =< x 100% (3)

=1 Q

Henderson-Hasselbalch:in yhtélo

pH=pKa+log([A-][HA]) (4)

Isoelktronisen pisteen ja pKa:n suhde

pl = (pKar+ pKaz)/2 (5)



Liite 5 Orsinolivarjaykset

Kuva 1 Orsinoliliuoksen testaukset. Vasemmalla GalA-standardin, keskelld GX-standardin ja oikealla veden kanssa
reagoineet orsinoliliuokset 10 min 100 °C:ssa jalkeen.

Kuva 2 Orsinililiuoksella varjattyja fraktioita



