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The aim of this thesis was to develop a natural red food colourant suitable for the
food industry with as simple a method as possible. As a base for the colourant
crowberry was used since it has very high levels of anthocyanins and it is not
properly utilized in the food industry yet. Crowberry is also very healthy because it
contains high amounts of antioxidants.

In this work four different methods were used to extract juice as the base colour-
ant. The juice was extracted from crushed and whole berries. Also two different
fermentations were used. The first fermentation was Rhizopus oligosporus -spore
fermented crushed berries and second fermentation was kefir-fermented crushed
berries. Also a reference was made for the kefir fermentation by boiling the same
amount of the kefir liquid as in the real fermentation. The colourants created by
these different methods were then compared by testing their stability in a light ex-
posure test, by looking at the visible colour and colours seen in the colour absorb-
ance spectrums.

The colour gained from the kefir fermentation seemed to be the most stabile and
to have the strongest colour. Colour gained from kefir fermentation and the refer-
ence was used to colour mineral water and the results were compared to a similar
test carried out with colour gained from the extracted crushed and whole berries.
In addition, the dye intensity was compared between the kefir fermented colour
and the reference colour.

The written part of the thesis sets out the background material about the crowber-
ry, usage of food colourants and research methods. Also the healthiness and col-
ourant accessibility of crowberry is examined.
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Kaytetyt termit ja lyhenteet

Flavonoidi

Absorbanssi

Fermentointi

pH

Kefiiri

Antosyaani

Synteettinen véariaine

Luonnollinen variaine

Kasvien aineenvaihdunnan tuotteita, joita esiintyy kasvien
maanpaallisissd osissa kuten hedelmissd ja marjoissa

antaen niille ominaisen varin.

Absorbanssilukema on suoraa verrannollinen aineen
pitoisuuteen, mita enemman nayte absorboi valoa, sita

suurempi on naytteen absorbanssi.

Fermentointi, eli kdymisreaktio, jonka valmistusprosessi
perustuu mikrobikasvuun. Fermentointi muuttaa
elintarvikkeen rakennetta ja makua sekd parantaa

sailyvyytta.
Suure jolla ilmoitetaan liuoksen happamuutta.
Bakteereista ja hiivoista koostuva bakteeriviljelma.

Kasvipigmentteja jotka aikaansaavat muun muassa
kasvien ja vihannesten punaiset, violetit ja siniset

varisavyt.

Luonnossa esiintymattémia variaineita, joita tuotetaan

kemiallisen synteesin kautta. Esimerkiksi tartratsiini.

Orgaanisia variyhdisteitd jotka saadaan Iuonnosta
syomakelpoisista lahteista, normaaleilla
ruuanlaittomenetelmilla. Esimerkiksi antosyaanit ovat
luonnollisia vériaineita joita saadaan punaisista marjoista

ja hedelmista.
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1 JOHDANTO

Tybn tavoitteena oli vastata elintarvikealalla olevaan kysyntaan punaisesta
variaineesta. Varsinkin mehu- ja virvokejuoma-alalla varille olisi tarvetta. Téahan
tarpeeseen oli helppo liittAd mahdollisuus saada variksenmarjalle kayttbéarvoa
elintarvikealalla, kun talla hetkella variksenmarja ei ole paljolti kaytetty. Ainoastaan
murto-osa Suomessa kasvavista marjoista hydédynnetaan Suomessa (Puupponen-
Pimia 2016, 3).

Variksenmarja valikoitui tydhén myds sen terveytta edistavien vaikutusten vuoksi.
Uudessa tutkimuksessa (Jurikova 2016) on tutkittu vahemman kaytettyjen
marjojen terveysvaikutuksia ja todettu, ettd variksenmarja on terveellisempi marja
kuin on uskottu. Tutkimuksessa todetaan variksenmarjan kokonaisantioksidantti
pitoisuuden olevan jopa mustikkaa suurempi ja variksenmarjan mainitaan olevan

eras johtavista superfood ruoka-aineista.

Tyobn aihe on erittédin ajankohtainen ja aiheeseen liittyvia tutkimuksia julkaistiin
runsaasti 2016 vuoden lopulla sekd 2017 alussa. Esimerkiksi Food Technology -

lehden numerossa 11/16 oli useamman sivun artikkeli luonnollisista vériaineista.

Variksenmarjaa ei makuprofiilinsa vuoksi ole kaytetty marjavalmisteissa, mutta
variaineeksi siita olisi korkean antosyaanipitoisuutensa vuoksi. Tyfdsséa etsittiin
mahdollisimman yksinkertaista menetelmdd variksenmarjan antosyaanien
saamiseksi varjayskayttoon, seka vertailtiin erilaisia menetelmia vérin saantoon,
mahdollisimman  yksinkertaisella ~ menetelmélla  pitden  variksenmarjan
luonnollisessa muodossaan. Menetelminad oli kokonaisen marjan liotus vedessa,
murskatun marjan liotus vedessa sekd& kaksi erilaista fermentointia; kefiiri-

fermentointi seka Rhizopus oligosporus -sienifermentointi.

Jurikova (2016) esittdd tutkimuksensa alkupuheessa, raa’an variksenmarjan
epamieluisan maun johtuvan runsaasta tanniinipitoisuudesta marjassa, seka etta
variksenmarjan makuprofiili on parempi pakastuksen jalkeen. Elintarvikekaytossa
makuprofiilia parantavat myos erilaiset kasittelyt, kuten mehuksi tai hilloksi

keittdminen sekd muiden marjojen kanssa sekoittaminen (Laaksonen 2010).
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1.1 Varit elintarvikkeissa

Varin vaikutusta elintarvikkeiden kiinnostavuuteen on tutkittu laajalti. Aiheesta on
tehty useita kuluttajatutkimuksia, myo6s Ilkan mielipide osastolla kirjoittava Turun
yliopiston jatko-opiskelija Paakki (2014) pohtii varien vaikutusta elintarvikkeisiin.
Paakki huomioi tekstissdan vérien vaikutusta ruuan ennakko-odotuksiin, kuten
varin vaikutusta oletettuun makuun. Ruokamieltymykset ja varioletukset ovat
Paakin mukaan opittuja, silla vastasyntyneillda on todettu vain mieltymyksia

makeisiin ruokiin, muttei vareihin liittyvia mieltymyksia.

Ruuan ulkonakd ja vari saavat kuluttajan tekemaan ennakkopaatelmia ruuan
mausta ja laadusta. Kun elintarvikkeen vari ja maku ovat yhtenevat, on
useimmiten myods maku tunnistettavissa. Jos taas maku ja vari eivat tdsmaa, niin
tuotteen maku harvemmin tunnistetaan. Tuotteen vari vaikuttaa myos kuluttajan
mielikuvaan tuotteen makeudesta, varsinkin limonadi- ja mehutuotteissa. (Hendry
1996, 40.)

Elintarvikkeessa kaytettava variaine tulee valita tarkasti, jotta saadaan aikaiseksi
oikea varisavy. Antosyaanien kayttoa variaineena tuotteessa tulee harkita tuotteen
ominaisuuksien mukaan. Kayttéa tulee harkita varsinkin tuotteissa joissa on
runsaasti proteiineja tai tanniineja, silla ne voivat heikentdd antosyaanien tehoa.
Lisaksi varin valintaan vaikuttavat usein tuotteessa oleva vapaan veden méaara,
pH, tuotteen prosessointi (mm. lampdétilat, kasittelyt), tarvittava sailyvyys ja
varastointi olosuhteet. (Hendry 1996, 44—-45.) Antosyaanit harvemmin soveltuvat
juomateollisuudessa sameisiin vareihin, silla sameutta aiheuttavat ainesosat usein
aiheuttavat myos antosyaanien sinertymista. (Hendry, 55) Entsyymikasittelyn taas
on huomattu tuhoavan antosyaaneja joissain tapauksissa, kirjoittaa Hendry (s.57)
viitaten Jiangin (1990, 596—-600) tutkimukseen.

Elintarvikkeissa eniten kaytettyja punaisia variaineita saadaan tummista
viinirypaleista, varisavyt vaihtelevat punaisesta savysta aina sinertavan punaiseen

variin. Viinirypaleet ovat suurin kaupallinen antosyaanien léahde. Viinirypaleista
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saatavat antosyaanit ovat taloudellisesti kannattavia, silla viinirypaleen kuoret ovat
suuri sivuvirta viinin tuotannosta. (Hendry 1996, 53.) My6s punajuuresta (Beta
vulgaris) saadaan voimakas punainen variaine betaniini, joka ei kuitenkaan kesta
kovin hyvin valoa, kuumennusta eika rikkioksidia. Betaniini kuuluu betasyaneeihin,
eikd siis ole antosyaani. Kasveissa joissa esiintyy betaniinia, ei esiinny
antosyaaneja. Punajuuresta saatu variaine on stabiilein pH 4,5:ssa. Sen vari ei
muutu huomattavasti pH muutoksessa pH 4—pH 7. Sen vari kuitenkin muuttuu

huomattavasti sinisenpaan séavyyn happamissa olosuhteissa. (Hendry, 59-63.)

Punaista variainetta on myds pitkaan uutettu punaisista Coccus cacti -kirvoista.
Tama vari on tunnettu nimelld karmiini ja se on ollut pitkdan hyvin yleinen
punaisen véarin lahde elintarviketeollisuudessa. Karmiinin kayttbominaisuudet ovat
erittain hyvat ja vari kestaa erinomaisesti happea, valoa, rikkioksidia, kuumennusta
seka aktiivista vettda. Karmiini on kuitenkin parhaimmillaan korkeammissa pH-
arvoissa, ja vari haalistuu matalissa arvoissa, esimerkiksi pH 3:ssa karmiinin
vahva punainen vari haalistuu oranssiin vivahtavaksi. Kasviperaiset antosyaanin
lahteet, kuten esimerkiksi tydssa tutkittu variksenmarja, taas ovat usein

parhaimmillaan matalissa pH-arvoissa. (Hendry 1996, 64—-67.)

Punakaalimehukonsentraatti on myos antosyaaneihin perustuva variainesovellus,
joka on hyvin kuumennusta ja valoa kestava (Hendry 1996, 55). Myds
variksenmarjan osalta naitd ominaisuuksia olisi hyva tutkia, jotta saataisiin
tarkempi profiili  mahdollisista  kayttokohteista. Ominaisuuksien tutkimus
elintarvikekayttoon suunnitelluille variaineille on tarkedd teollisuuskaytossa.
Esimerkkind punakaalimehukonsentraatin sailyvyytta tutkittaessa huomattiin, etta
kun punakaalista saatua variainetta lisattiin askorbiinihapollisiin juomiin, véarin
sailyvyys huononi huomattavasti. Vain 50% alkuperaisesta varista sailyi kolmen

viikon varastoinnissa (Francis 1999, 110).

Viineissa on kokeiltu mustaviinimarjan ja variksenmarjan mehusekoituksia
paremman varin saannon takia. Viineissa, joissa on kaytetty sekoitemehuja, on
ollut korkeampi antioksidanttiaktiivisuus, kuin pelkastddn mustaviinimarjoista
tehdyissd viineissa. (Heinonen 1998) Tutkimuksissa on myo6s todettu, ettd
variksenmarjamehua lisddmalla viiniin, saatiin parannettua viinin varia

huomattavasti. Jurikova (2016) kirjoittaa tydssaan tutkimuksista (Eiro 2000; 2002 ;
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Rein 2004), joissa todettin viinin varin olevan 35% voimakkaampi
variksenmarjamehua lisattdessa verrattuna pelkkdadn mustaherukoista tehtyyn
mehuun. Variksenmarjoista ja mustaviinimarjoista tehdyn viinin varin intensiivisyys

laski kuitenkin noin 60% kuuden kuukauden varastoinnissa.

Taulukossa 1 esitetddn yleisimmin kaytettyja luonnollisia variaineita seka niiden
kayttokohteita. Kayttokohteet on tassa tydssa Eviran mukaisia sallittuja

kayttokohteita Suomessa.

Taulukko 1. Yleisesti kaytettyja luonnollisia punaisia elintarvikevareja.

Variaine paaominaisuudet kayttokohteet
Punajuurivari (E162) Ei kesta hyvin valoa, Voidaan kayttaa
kuumennusta eika juomissa, jalkiruuissa,
rikkioksidia. Ei jaateldissa, hilloissa,
enimmaismaararajoituksia. makeisissa,
Paras stabiliteetti pH kahvileivissa, keitoissa
4,5:ss4. ja kastikkeissa. (Evira)
Antosyaani (E 163) Puna-sininen variaine, Suurin kaupallinen
saadaan tummien antosyaanien lahde.
rypaleiden seka mustien Kaytetaan juomissa,
viinimarjojen kuorista jalkiruuissa, jaatelossa,
uuttamalla. hillossa, makeisissa ja
kahvileivissa. (Evira)
Karmiini (E120) Kestaa erinomaisesti Erittain yleinen vari
happea, valoa, elintarvikkeissa.
rikkioksidia, kuumennusta | Saadaan kayttaa mm.
seka aktiivista vetta. sulatejuustoissa,
Parhaimmillaan korkeassa punaisissa
pH:ssa. Karmiinin hedelmasailykkeissa,
kaytdssa on hilloissa,
enimmaismaara hedelmanmakuisissa
rajoituksia. muroissa, makkarassa
seka savustetussa
kalassa. (Evira)
Punakaalimehukonsentraatti Hyvin kuumennusta ja Antosyaaneille
valoa kestava. Ei sovellu epatyypillisesti
askorbiinihapollisiin kayttokohteena
juomiin. meijerituotteet, kuten
mm. jaatelot, silla
soveltuu korkeamman
pH-arvon tuotteisiin.
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1.1.1 Miksi vareja kaytetdadn?

Elintarvikkeita varjataan, jotta tuotteen ulkonaké vastaisi kuluttajan odotuksia
tuotteesta. Varejd elintarvikkeisiin lisatddn useimmiten seuraavista syista;
vahvistamaan tuotteen luonnollisia véareja, jotka eivat tuotteessa alun perin ole niin
vahvoja kuin Kkuluttaja olettaa, esimerkiksi liian haalea vari hedelmé- tai
marjasoseessa. Variaineita kaytetaan myos vahvistamaan varien
yhdenmukaisuutta tuotteen eri osissa, palauttamaan luonnollisen varin, joka on
prosessoinnin vaikutuksesta haalistunut tai antamaan varittomille tuotteille, kuten

juomille tai makeisille, tuotteeseen sopivan véarin. (Hendry 1996, 40-41.)

Juomateollisuus kattaa suurimmat markkinat niin luonnollisille- kuin synteettisille
variaineille.  Aikaisemmin juomateollisuudessa on kaytetty enimmékseen
synteettisia variaineita luonnollisten variaineiden ollessa liian epdastabiileja ja
kalliita. Luonnollisten variaineiden kysynta on kuitenkin kasvanut myo6s
juomateollisuudessa, joten uusille applikaatioille Iluonnollisten variaineiden
kayttoon on tarvetta, varsinkin uudenaikaiset mehua sisaltavat virvokejuomat ovat

nostaneet kysyntaa luonnollisille variaineille. (Francis 1999, 107.)

Luonnollisten variaineiden kaytdssa eri kayttokohteet vaativat erilaisen variaineen.
Tietyt luonnolliset variaineet eivat saily nestemaisissa tuotteissa. Erityyppisille
tuotteille onkin usein testattu erilaisia kayttokohteita. Nestemaisiin tuotteisiin
sopimattomat véariaineet voivat usein sopia tuotteisiin joissa on matalampi
aktiivisen veden maara, kuten jaadykkeisiin ja hedelméapitoisiin taytteisiin
esimerkiksi leivonnaisissa. (Francis 1999, 107-110.) Huonosti sailytysta kestavia
varejd voidaan kayttaa esimerkiksi konditorioissa, joissa tuotteet paatyvat

kulutukseen saman paivan aikana.

1.2 Varien rakenne

Jotta ymmarretd&n kuinka varit elintarvikkeissa toimivat, tulee hieman tuntea
varien kemiaa. Orgaanisissa vériaineissa on kromoforeiksi nimetty atomiryhma,
joka antaa molekyylille varin. Mikali molekyylissa ei kromoforia esiinny, on yhdiste
variton. Varilliset orgaaniset yhdisteet nakyvat varillisina kun ne absorboivat valoa
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nakyvan valon alueella eli aallonpituuksilla 380nm—-780nm. Variaineen molekyylien
absorbointiaallonpituus maarittdd minka varisena vari nakyy ihmissilmaan. Mikali
molekyylit absorboivat valoa aallonpituuksilla 435-480nm, joka vastaa sinista
varia, nakyy se ihmissilmaan keltaisena varind. Mikali molekyylissa on useampia
delokalisoituneita erillisia elektronisysteemeja, voi molekyyli absorboida valoa
useilla aallonpituuksilla. (Sirkia 2013, 4-6.) Tassa tydssa tehtyjen tutkimusten
tuloksissa oli spektri kuvaajia joissa oli useita erikokoisia huippuja, joiden voidaan
olettaa tdman teorian mukaan olevan eri varien muodostamia valon

absorbointihuippuja.

Sirkia (2013, 5-10) kirjoittaa myos, ettd joidenkin molekyylien substituentit, eli
hiilivetyketjussa vetyatomin korvaavat atomit, saavat aikaan muutoksia yhdisteen
varissa tai vari-intensiteetissa. Tallaisia kemiallisia ryhmia ovat muun muassa
hydroksyyliryhmat, = aminoryhmat, karboksyyliryhmat, eetteriryhmat seka
halogeenit. Sirkia my6s mainitsee antosyaanien variin vaikuttavan antosyaaniin
sitoutuneet ryhmat. Mikali fenolisien hydroksyyliryhnmien maara kasvaa
antosyaanin B-renkaassa, muuttuu yhdisteen vari punaisesta siniseen, Sirkia

Kirjoittaa.
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2 VARIKSENMARJA

Variksenmarja on 10-30cm korkea ainavihanta varpu. Lehdet ovat neulasmaiset ja
marja on Kiiltdvan musta meheva luumarja jonka sisélla on 6-9 punaruskeaa
siementa. Variksenmarja kasvaa pohjoisella pallonpuoliskolla, niin Euraasiassa
kuin Pohjois-Amerikassa. Variksenmarjasta Suomessa esiintyy kahta lajiketta,
etelanvariksenmarjaa sekd pohjoisenvariksenmarjaa. Pohjanvariksenmarja on
pohjoisemmassa esiintyva lajike, jonka marjat ovat suurempia ja mehevampia kuin
etelanvariksenmarja. Marjojen satokausi on heinédkuulta lumentuloon asti, parhaat
sadot Suomessa saadaan Pohjois-Suomessa, Pohjanmaalla ja Pohjois-
Karjalassa. Variksenmarjat viihtyvat kuivissa ja kuivahkoissa oloissa
kangasmetsissa ja karuilla rameilla. (Piippo 2010, 177.)

Marjan kasvuymparist6lla nayttaisi olevan vaikutusta variksenmarjan polyfenolien,
varsinkin flavonoidien, pitoisuuteen, silla pitoisuudet vaihtelivat huomattavasti eri
iimastoissa ja kasvupaikoissa. Variksenmarjassa on paljon antosyaanipigmentteja
kuoressa, ja marja soveltuu hyvin luonnolliseksi variaineeksi seka lisaaineeksi.
(Jurikova 2016.)

Variksenmarjaa ei ole hyodynnetty elintarviketeollisuudessa léahes ollenkaan,
marjanjalostustehtaat ostavat variksenmarjaa mustikan jatkeeksi huonoina
mustikkavuosina ja variksenmarjasta tehdaan myés marmeladia (Piippo 2010,
178) seka glogia.1990-luvulla variksenmarjasta yritettiin kehittdd menestystuotetta
ja uusia resepteja kehitettin  (Piippo,178). Variksenmarjaa kaytetaan
ladketeollisuudessa seka kosmetiikassa. (Puupponen-Pimia 2016)
Variksenmarjalle soveltuvia kayttokohteita elintarvikealalla voisi olla marjojen
kayttd kuivattuna tai jauhettuna terveysvaikutteisissa elintarvikkeissa, myos

l&a&keteollisuudessa on variksenmarjalle soveltuvia kayttokohteita. (Jurikova 2016)
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2.1 Terveysvaikutukset ja rakenne.

Variksenmarjassa on runsaasti eri fenoleita kuten antosyanidiineja, flavonoleja
sekd fenolihappoja. Antosyaanien koostumus on monipuolinen ja pohjoisen
marjoissa on lisaksi hydroksikanelihappoa. (Piippo 2010, 178).

Variksenmarjan kokonaisantioksidanttipitoisuuden on tutkittu olevan korkeampi
kuin luonnonmustikalla. Terveysvaikutteisen marjasta tekee varsinkin sen korkea
polyfenolipitoisuus ja varsin runsaasti marjassa on flavonoleja, kuten kversetiinia,
keferolia ja muyrisetiinia. Variksenmarjalla on tutkittu olevan my6s tulehdusta
ehkaiseva vaikutus seka antidiabeettinen vaikutus, silla variksenmarja voi hidastaa
hiilihydraattien pilkkoutumista. (Torrénen 2012) Variksenmarjasta tehdylla uutteella
on myOs onnistuttu torjumaan joitain haitallisia bakteereja, jotka voivat aiheuttaa
muun muassa ruokamyrkytyksid sek& infektioita. Tutkimuksessa on myos
huomattu sydpaa ehkaisevia vaikutuksia. (Skrovankova 2015) Variksenmarjan
ainesosien kerrotaan suojaavan soluja UVB-sateilyltd ja estavan solukuolemia.
(Kim 2011; 2013)

Antioksidanttisuudella tarkoitetaan marjan antioksidanttipitoisuutta. Korkean
antioksidanttipitoisuuden uskotaan olevan terveydelle hyvaksi. Antioksidantti on
kemiallinen yhdiste, joka alentaa ja tasoittaa oksidatiivisen stressin aiheuttamia
haittavaikutuksia ja on elimiston terveena sailymiselle valttamaton. Antioksidantit
my0Os suojaavat vapaiden radikaalien aiheuttamilta vahingoilta. Uuden tutkimuksen
mukaan variksenmarja olisi yksi vahvimmista antioksidanttimarjoista.
(Skrovankova 2015)

2.2 Varista

Flavonoidit ovat tutkitusti maailman varirikkaimpia yhdisteita. Flavonoidit antavat
hedelmille ja vihanneksille niiden varin. Flavonoideja esiintyy kaikissa kasveissa ja

teollisuudessa eniten kaytettyja flavonoideja ovat antosyaanit. Flavonoidien
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jalkeen suurimman joukon pigmentteja Ioytad erilaisista sienistda, joista onkin
l[6ytynyt yli tuhansia pigmentteja, mutta flavonoideja sienissa ei ole tutkitusti
havaittu. (Hendry 1996, 30.)

Luonnollisten variaineiden suurena haasteena on niiden huono varinpitavyys.
Varin stabiilisuus on haasteellista taata, silla varin sailyvyyteen vaikuttavat erilaiset
tekniset ominaisuudet, kuten tuotteen altistuminen valolle ja lammodlle seka
tuotteen pH muutokset seka varin vuorovaikutus lopputuotteen muiden ainesosien
kanssa. Antosyaaneista saatava vari on stabiileimmillaan matalassa pH:ssa.
(Francis 1999, 108) Lisaksi varin stabiilisuuteen vaikuttavia asioita ovat mm.
pakkaus, eli kuinka paljon tuotteeseen paasee happea ja valoa. Hapen on
huomattu aiheuttavan antosyaanien yhdisteissé reaktioita, jotka nostavan pH:ta,
jolloin varin stabiiliteetti heikkenee silla antosyaanit ovat herkkia pH muutoksille.
Elintarvikkeissa kaytettavien varien valinnassa on otettava huomioon stabiliteettiin
vaikuttavat ominaisuudet. My6s lopputuotteen prosessointi vaikuttaa véarin
valintaan, silla esimerkiksi lampdkasittelyt voivat muuttaa joitain variyhdisteita,
joten pitdd varmistaa ettd lampokasittelyn jalkeenkin vari on halutunlainen.
(Hendry 1996, 55-56, 260.)

Antosyaanit ovat kaikkein varirikkaimpia flavonoideja. Ne esiintyvat useimmiten
punaisen tai sinisen savyina, ja ovat vesiliukoisia variaineita. Flavonoidit ovat
rakenteellisesti  trisyklinen fenyylibentsopyraani, joka koostuu kahdesta
bentseenirenkaasta (kuvio 1). Antosyaani on luultavasti aina kiinnittyneena yhteen
tai useampaan sokerimolekyyliin, useimmiten B—D glukoosin tai B—D galaktoosin
kanssa. Mikali antosyaanin B—rengas joutuu kosketuksiin tiettyjen metallien, kuten
raudan tai alumiinin, tai muut antosyaanin osat magnesiumin kanssa, aiheuttaa se
pigmentin sinertymisen. Antosyaanin ja flavonoidin vuorovaikutuksessa véri voi
taas muuttua hyvinkin monenlaiseen variaatioon. Flavonoidipolymeerit ovatkin
hyvin tyypillisid ja joissain tapauksissa haluttuja variyhdisteitd. (Hendry 1996, 13-
14.)



20

R1

. OH
L
O 2

HO
() “
OH

OH

Kuvio 1. Antosyaanin tavallinen rakenne (Hendry 1996, 14).

Antosyaanit toimivat pH-indikaattorien tavoin. Varisavy muuttuu punaisesta
punasiniseen, violettiin, siniseen seka vihreasta keltaiseen pH:n kasvun mukaan
pH 1:std aina pH 13:ta asti. Yleisesti antosyaaneja kaytetaan vain happamissa
tuotteissa, joissa pH pysyy alle 4. MyGs varin intensiivisyys muuttuu pH:n mukana,
vari intensiivisyyden ollessa vahvimmillaan pH1:ssd. Intensiivisyys kuitenkin
laskee nopeasti pH:n noustessa. Nama huomiot on tehty tutkimuksissa joissa

kaytettiin viinirypaleen kuorista tehtya variainetta. (Hendry 1996, 56.)

Luonnolliset variaineet ovat varisdvyltddn huomattavasti syvempia Kkuin
useimmiten kaytetyt synteettiset variaineet. Luonnollisissa variaineissa vari savyn
saaminen tietynlaiseksi on kuitenkin haastavampaa kuin synteettisissa
variaineissa. Esimerkiksi variaineeksi kaytettavissa marjamehuissa voi olla useita
eri antosyaaneja, joiden pitoisuuksista riippuen varin savy muuttuu. Usein
antosyaaneista saatavia mehustepohjaisia variaineita pyritdan saamaan oikean
savyisiksi, tutkimalla antosyaanin lahteen kaikki vaikuttavat antosyaanit ja
laskemalla absorbanssi per gramma-kaavalla oikea maaré variaineitta. (Hendry
1996, 44-46.)
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Taulukko 2. Eraiden antosyaanien vari ja absorptiomaksimi aallonpituuksilla
(Hendry 1996, 14).

MName ~ Colour |~ Amax in acidic |~
methanol
Cyanidin Blue-red 535
Delphinidin Purple-blue 546
Malvidin Purple 542
Pelargonidin Scarlet-red 520
Peonidin Blue-red 532
Petunidin Purple-blue 543

Taulukossa 2 nahdaan eraiden antosyaanien vari seka varin absorptiomaksimi
aallonpituusalue. Pelargonidiini on punaisena esiintyvd antosyaani ja sen
absorptiomaksimi nékyy aallonpituudella 520 (Hendry 1996, 14). Taméan tiedon

perusteella tydssa valittiin tutkittavaksi aallonpituudeksi 520nm.

Antosyaanien stabiilisuutta on tutkittu luonnollisten vériaineiden yleistyessa. Eri
antosyaaneilla on erilainen stabiiliteetti, ja ne reagoivat eri tavoin muun muassa
valoon ja lampokasittelyihin. Antosyaanista riippuen sailyvyys oli Kallion (1986)
tutkimuksen mukaan 4-6 viikkoa kasittelemattoméassd mehussa. Kaikkein
stabiilimmaksi antosyaaniksi tutkimuksessa osoittautui delfiniidiinin galaktosidit ja
vahiten stabiiliksi osoittautuivat petunidiini, peonidiini sek& syanidiini. Kallio
kirjoittaa  tutkimuksessaan variksenmarjamehun antosyaanien varien
sdilymisajaksi vain muutaman viikon. Syitda miettiessa Kallio toteaa
huomionarvoisiksi asioiksi asyloimattomat, monosiidiset seké matala metoksyyliset
koostumukset antosyaanissa. Kallio myds mainitsee erotettujen antosyaanien
sdilyvyyden happea siséltavissa mehuissa olevan kuukaudesta puoleentoista
kuukauteen, kun taas typpirikkaissa sailytysolosuhteissa sailyvyysaika lahes
kolminkertaistui. Askorbiinihapon Kallio mainitsee huonontavan antosyaanien
sailyvyytta ja askorbiinihnapon on huomattu muuttavan antosyaanien varia ruskean

savyisiksi.
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3 TUTKIMUSMENETELMAT

Tyossa etsittiin mahdollisimman yksinkertaista metodia saada variksenmarjasta
teollisuuskayttoon soveltuva luonnollinen variaine. Teollisuudessa kaytetyt
variaineet voivat olla muun muassa kuivattuja variaineita, mehukonsentraatteja tai

mehusteita (Hendry 1996, 57). Ty6ssa tutkitut variaineet olivat mehustepohjaisia.

Tyo6ssa tehtiin myds pienimuotoinen stabiiliteettikoe, jolla saadaan hieman avattua
varien stabiliteettia valokokeessa. Vareilla tehtiin myds sovellutus, jossa eri
variaineilla  varjattin  kivennaisvetta. Variaineen lammonkestavyytta tai

makuvaikutusta tuotteeseen ei tutkittu.

Tybssa tutkittin  eri metodeilla saatujen variaineiden absorbanssimuutoksia
valokokeen eri vaiheissa, seka kivennaisvesisovelluksessa pimeé&sailonnan ja
valosailonnan eroa. Absorbanssimuutosta tutkittin aallonpituudella 520, silla
Hendry (1996, 14) kirjoittaa punaisena nakyvan antosyaanin absorbaatiomaksimi

aallonpituusalueen olevan talla aallonpituudella.

Tybssa péaatettiin tutkia kahta erityyppista fermentointia, silla Puupponen-Pimia
(2016, 21) mainitsee tydssaan ettd marjojen fermentoinnin hyodtyja ovat
voimakkaampi aromi seka vari. Fermentoinnin kaytosta variteollisuudessa ei
I6ytynyt julkaisuja, joten fermentointi menetelma johdettiin Viljasen (2014, 149)
tutkimuksessa kaytetysta fermentointimallista.

3.1 Stabiliteetin tutkimuslaitteet

Tybssa kaytettiin  UV/VIS—spektrofotometrid, jonka toiminnassa hyoddynnetaan
sahkdmagneettisen sateilyn ja tutkittavan aineen valistd vuorovaikutusta. Sahko-
magneettinen sateily on aaltoliikettéd ja sen aallonpituusalue on hyvin laaja. Ultra-
violettisateilyn (UV) ja nakyvan valon (VIS) spektrin alue on aallonpituudella 190-
1000nm. UV/VIS—spektri syntyy vain kun tutkittavassa naytteesséd on molekyyleja,

jotka sisaltavat kromoforin, eli varia tuottavan rakenneosan (Mattila 2001, 61).
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Kuva 1. Tyossa kaytetty spektrofotometri.

Spektrofotometri sateilyttdd kyvetissa olevaa naytettd aallonpituudella 520 ja
naytteen l&pi mennyt séteilyn (valon) maara mitataan valodetektorilla, jolloin
signaali on suoraan verrannollinen valointensiteettiin. Kuvassa 1 ndhdaan tytssa

kaytetty spektrofotometri, seka asetettu aallonpituus 520nm.

3.2 Esikasittelykokeet ja fermentoinnit

Esikokeena tehtiin vertailusarja missa 0,1M sitruunahappopuskuriliuoksilla
saadettiin variksenmarjasta puristetun mehun pH halutulle arvolle ja otettiin
naytteistda absorbanssiarvot spektrofotometrilla. Ty6ta varten valmistettiin

puskuriliuokset, joihin punnittavat sitruunahappo- ja sitraattimaarat nakyvat

kuviossa 2.
0,1M c- M m=0,1 x210,14x0,2L
citric acid N T = 2,2028g sitruunahappoa
0,1M

"M 0,1 mol/L x 294,12g /mol x 0,2L

Na.citrate €= = i i
3c vy 5,8824qg sitraattia

Kuvio 2. Puskuriliuoksen laskut.

Sitruunahappoa ja sitraattia lisattiin pH-sarjan ohjeen mukaan, niin ettd saatiin

kuuden puskuriliuoksen sarja, joissa puskuriliuosten pH-arvot olivat pH 3—pH 6.
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Puskuriliuosten valmistuksen jalkeen pH-mittari kalibroitiin ja puskuriliuosten pH-
arvot tarkistettiin. Esikasittelytydssa tehtiin variksenmarjamehusta pH-sarja, jossa
lisattiin 0,9ml puskuriliuosta ja 0,1ml variksenmarjamehua. Naytteista saatiin pH
3-pH 6:n mukainen sarja. Naytteet laitettiin sentrifugiin 13 000rpm viideksi
minuutiksi, jotta naytteissd oleva mahdollinen sakka saatiin minisentrifugiputken

pohjalle, jotta Vernier-laitteistolla saadaan naytteista spektrit.

Naytteet sailytettiin minisentrifugiputkissa kuukauden ajan valoisassa keittiossa.
Joulukuulla paiva on lyhyehkd, mutta keinovaloa naytteet ovat vahintaankin
saaneet. Naytteista huomattiin silmamaaraisesti (kuva 2 alla) ettd naytteet 1 ja 2
ovat sailyttdneet parhaiten varinsa. Naytteet 5 ja 6 kellertyivat jo parissa paivassa
ja ovat sen jalkeen pysytelleetkin kellertdvan ja tai rusehtavan varisind. Yllattaen
nayte 3 kellastui ennen néayte 4:sta. Olisi kuvitellut varin muuttumisen seuraavan
pH:n mukaisesti, mutta nayte 4 pysyi silmamaaraisesti enemman punertavana
kuin nayte 3.

Kuva 2. pH-saadetyt varinaytteet kuukauden sailytyksen jalkeen.
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Toisséa pyrittiin vertailemaan eri metodeja toisiinsa tai vahintaan vertailua varten

valmistettuun referenssiin.

3.3 Marjojen liuotus tislatussa vedessa

Tybssa verrattiin kokonaisten ja murskattujen marjojen vesiliuotusta. Yhteen
dekantterilasiin laitettiin 100ml tislattua vetta ja 20g kokonaisia marjoja. Toiseen
samanlaiseen dekantterilasiin laitettin 100ml tislattua vettd ja 20g murskattuja

marjoja.

£ —

Kuva 3. Kokonaiset marjat vedessa.

Kokonaisten marjojen vertailukohteena kaytettin samalla tavalla vedessa

liuotettuja murskattuja marjoja.
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Kuva 4. Murskatut marjat vedessa

Marjoja liotettiin  vedessa yobn yli huoneenlammossa. Marjat sulatettiin
vesihauteessa ja murskatut marjat murskattiin huhmarella, niin etta marjojen kuori
rikkoontui. Ylla olevat kuvat 3 ja 4 on otettu aamulla jolloin marjat ovat olleet yon
yli likoontumassa. Dekantterilasit olivat foliolla peitettynd, ettei valo paasisi

vaikuttamaan naytteisiin.

Kokonaisesta ja murskatusta marjasta saadut liuotetut variaineet pipetoitiin
minisentrifugiputkiin, niin ettd marjamehua tuli 100 mikrolitraa ja tislattua vetta 900
mikrolitraa. Liuoksesta tuli taten melko laimea. Murskatusta marjasta saadut
naytteet nimettin M1-M3. Kokonaisesta marjasta saadut naytteet taas nimettiin
K1-K3. Naytteiden pH oli 3,6.

3.4 Happamuuden vaikutus variin

Tybssa tehtiin esikoetta myo6taileva uusi vertailutyd. Vanhan verrokin mukaisesti
tyossa kaytettin samoja puskuriliuoksia, jotta pH-arvot ovat samat kuin
ensimmaisessé erassa. Marjamurskan pH oli 3,5 ja tydssa kaytetyt puskuriliuokset
olivat 2,8; 3,8; 4,5; 5,1; 5,5; 6,0. Laitettin minisentrifugiputkiin 100 mikrolitraa
marjamehua ja 900 mikrolitraa puskuriliuosta. Naytteet kaytettiin sentrifugissa,

13000rpm viiden minuutin ajan.
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Kuva 5.(1) pH 2,8 (2) pH 3,8. Ylarivissa vanha nayte, alarivissé uusi.

Kuva 6. Ylarivissa vanhat pH naytteet, alarivissa uudet.

Kuvissa 5 ja 6 ndhddan uuden ja vanhan pH-sarjan varimuutokset. Kameran
salamavalo hieman vaikeuttaa kuvien tulkintaa, mutta naytteiden varisavyjen erot

olivat melko huomattavia uuden ja vanhan puskurisarjan vertailussa. Kuukauden
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ajan sailotyt naytteet olivat huomattavasti ruskeamman tai oranssimman varisia
vertailukohteena olevaan uudempaan naytteeseen nahden, pH-arvosta riippuen.
PH-sarjassa lisattiin 100 mikrolitraa kefiirindytetta onnistuneesta fermentointierasta
seka 900mikrolitraa puskuriliuosta. Tutkittin spektrofotometrilla absorbanssin

muutoksia aallonpituudella 520.

3.5 Mikrobiseoksella fermentointi

Fermentoinnissa kaytetyn mikrobiseoksen eli kefiirin resepti ja valmistustapa
I0ytyy liitteista. Fermentointityd aloitettiin herattelemalla kefiirit ravintoliuoksella,
jossa oli rusinoita, sitruunaa, inkivaaria, soodaa sekd sokeria. Kefiirit siirrettiin
ravintoliuokseen ja aktivoitumista tarkkailtiin tarkistuskaynnilla. Talléin mitattiin
Vernier-kaasuanturilla  kefiiripurkkien etanolipitoisuutta, jotta nahdaan oliko
kaymista tapahtunut. Kaasutilassa oli anturilla mitattuna 0,696% etanolia, eli kefiirit
olivat aktivoituneet ravintoliuoksessa. Lisaksi mitattiin kefiiri-liuoksen pH joka oli

talloin 4,8. Kuvassa 7 nahdaan Vernier-laitteistoon kytketylla anturilla tapahtuva

etanolin mittaus.

| a—

Kuva 7. Etanolin mittaaminen Vernier-laitteistolla.
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Variksenmarja-kefiirifermentointi  aloitettin ~ suunnittelemalla  kasittelyseos.
Paadyttiin kokeilemaan menetelmaa joka perustuu artikkeliin Viljanen (2014, 149).
Tyon alussa desinfioitiin lasipurkit 100 asteisella vedelld. Lisattiin kefiirista 1dl
mikrobistoa nestemdaisend kefiiriliemend ja 100 grammaa marjamurskaa
desinfioituihin lasipurkkeihin. Kefiiri suodatettiin siivilan lapi ennen marjamurskaan
lisddmista. Referenssiksi tehtiin rinnakkaisnaytteet joissa jokaisessa naytteessa ol
1dl kattilassa 3min ajan keitettya kefiirilienta ja 100 grammaa murskattuja marjoja.

Niin naytteita, kuin referenssejakin, oli kolme naytetta.

Kefiiri-variksenmarjaseoksen pH saadettin pH 6:n tuntumaan ruokasoodalla.
Oheisessa taulukossa (taulukko 3) nakyy mitatut ruokasooda-maarat seka
naytteiden pH-arvot. Myos referenssien pH on esitetty kaaviossa. Kefiiriliemen pH

ennen marjamurskaan lisaamista oli 4,37 ja marjamurskan pH oli 3,63.

Taulukko 3. Kefiirinaytteisiin lisatyt soodan maarat ja naytteiden pH ennen
fermentointia.

kefirl kefir2 kefir3 refl ref2 ref3
alku pH 3,8 3,8 3,8 3,8 3,8 3,7
Lisatty
sooda 7,0783 7,015 7,010 0 0 0
(@)
loppu pH 6,03 6,04 6,04 3,78 3,78 3,74

Naytteiden pH saatévaiheessa naytteitéa sekoitettiin soodan lisdamisen jalkeen ja
annettiin naytteen levata ettd sooda sai aikaa vaikuttaa pH:n muutokseen ennen
mittausta, jotta mittaustulos olisi mahdollisimman todenmukainen. Fermentoinnin

alkaessa naytteiden pH oli saadetty kuuteen.

Tassa tybssd naytteitd fermentoitin seitseman pdaivaa huoneenlammaossa.

Kuvassa 8 naytteet ovat valmiina fermentoinnin aloitukseen.
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Kuva 8. Naytteet valmiina fermentointiin. Edessa referenssit, takana kefiirinaytteet.

Seitseman paivan fermentoitumisen jalkeen mitattaan naytteiden pH, ettd ndhdaan
onko fermentointi onnistunut. Fermentoinnin onnistuessa pH:n pitaisi laskea
huomattavasti. Kefiirinaytteista vain kolmas fermentointi oli onnistunut. Naytteen 1
pH oli fermentoinnin jalkeen 5,51, naytteen kaksi 5,53 ja naytteen kolme pH 3,74.
Referensseistd hylattin yksi nayte, referenssi 1, jonka pH laski omituisesti
naytteiden fermentoinnin aikana pH 2,64:n. Tydssa paadyttiin kayttdmaan vain
referenssi 3:sta, silla sen pH oli hyvin lahella kefiirindytteen pH:ta, jolloin
happamuuseron ei tulisi vaikuttaa tulokseen. Referenssi 2:n pH oli 3,49 ja
Referenssi 3:n pH oli 3,54.

Fermentoinnin aloituspéaivana referenssi naytteet olivat kaikki juoksevia, ja niissa
oli pieni kerros vaahtoa paalla. Kefiirinaytteet taas olivat hieman hyytelomaisia ja
niissa oli kaasukupla muodostumia (naytteissa 2 ja 3 pinnalla ja naytteessa 1 oli
keskelld kaasukuplavyd). Viikon fermentoinnin jalkeen naytteet 1 ja 2 olivat melko
juoksevia ja niissa oli pinnalla joitain kaasukuplia. Nayte kolme oli juoksevahko ja

siind oli paksu kerrostuma kaasukuplia.

Syyta fermentoinnin epéaonnistumisille ei ole tiedossa. Kaikki purkit oli desinfioitu
ennen kayttda ja kaytetyt marjat sulatettu kuumavesi hauteessa. Ainoa ero kefiiri-

naytteiden kohdalla oli marjojen murskaustapa, naytteissa 1 ja 2 oli kaikki marjat
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survottu sauvasekoittimella kun taas naytteessa 3 osa marjoista oli survottu
sauvasekoittimella ja osasta vain murskattu kuorta. Luultavasti marjan

murskaustapa ei kuitenkaan liittynyt fermentoinnin onnistumiseen, mutta varmaa

syyta epaonnistumiselle ei ole tiedossa.

Kuva 9. Kefiirinayte 1 ennen soodan lisaysta.

Kuva 10. Kefiiri-marjamurska soodan lisayksen jalkeen.

Kuvissa 9 ja 10 ndkyy naytteen varimuutos soodan lisdyksesséd, pH:n muutos luo
hyvin selvia eroja marjamurskan variin. Ennen soodan lisaysta nayte oli kauniin
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punainen, kun taas soodan lisayksen jalkeen nayte tummeni huomattavasti ja sai

sinertavan savyn.

Kefiirinayte 3, referenssi 2 sekéd referenssi 3 suodatettiin Blichner-suppilolla ja
imupullolla jotta saatiin erotettua kefiiri ja marjamurska marjamehusta seka saatiin
fermentointiprosessi pysaytettyd. Referenssin 2 suodatuksessa kesti noin 15
minuuttia kun taas referenssi kolme suodattui 34 minuuttia ja kefiirinayte 24
minuuttia. Referenssi 2:n mehun saanto oli 150ml, referenssin 3 156ml ja
kefiirinaytteen saanto oli 176ml. Naiden tutkimusten valossa néayttaisi etta
fermentointi voisi parantaa mehun saantoa. Kuvassa 11 nahdaan kuva

suodatusprosessista ja taulukossa 4 on listattuna suodatetun mehun saannot.

Taulukko 4. Mehunsaanto suodatuksessa, kefiirindyte seké referenssit.

Nayte Mehun saanto
Referenssi 2 150 ml
Referenssi 3 156 ml
Kefiirinayte 3 176 ml

Kuva 11. Suodatus Buchner-suppilolla.

Kefiirinayte 3:sta ja referenssi 3:sta otettiin 0,1ml naytetta ja 0,9ml tislattua vetta
minisentrifugiputkiin. Nam& 1mlin naytteet kaytettin vielda varmuudeksi
sentrifugissa, 13 000rpm viisi minuuttia. Suodatus olisi luultavasti ollut riittava

esikasittely ennen varin mittauksia, silla sakkaa ei ilmestynyt pohjalle.
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3.6 Rhizopus oligosporus fermentointi

Tyossa kokeiltiin  variksenmarjafermentointia  Rhizopus oligosporus -homeella
kaura-marja seoksessa. Koska Rhizopus oligosporusta kasvatetaan usein
herneilla, p&adyttiin lisdamaan marjamurskan lisaksi jotakin rasvapitoista
elintarviketta, tassa tytssa valikoitui kaurajyvét ja -hiutaleet. Tehtiin kaksi erilaista
koetta, yksi koesarja kaurahiutaleilla ja marjamurskalla ja toinen kokonaisilla
kauranjyvilla ja marjamurskalla. Molemmissa sarjoissa oli kauraa kolme

neljasosaa ja marjaa yksi neljasosa.

Kaurahiutaleversiossa kaurahiutaleita oli 63g per erd, johon lisattiin 1,5dI vetta ja
annettiin hiutaleiden hieman turvota. Sitten lisattin Rhizopus oligosporus -
itibjauhetta 0,25g ja marjamurskaa noin 21 grammaa. Naytteitd tehtiin yhteensa
nelja, joista kaksi fermentoituivat yon yli 37-asteisessa lampohauteessa ja kaksi
naytettd huoneenldammossa. Seuraavana aamuna korkkeja hieman avattiin ja

jatettiin naytteet fermentoitumaan viela paivaksi.
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Kuva 12. Rhizopus oligosporus kaura-marjaseoksessa kaksi péaivaa
fermentoituneena.

Kuvan 12 mukaisesti marja-kaurahiutale-itiojauheseos oli fermentoitunut
onnistuneesti, tai ainakin itiét olivat kasvaneet hyvin kaurahiutale-marjaseoksessa.

Kaurahiutaleet olivat puuroutuneet voimakkaasti kosteassa ymparistossa.

Naytteet suodatettiin BlUchner-suppilolla, kuten kefiirinaytteetkin. Mehua saatiin
suodatettua RO1 naytteesta 12ml, RO2 naytteesta 4,9ml, RO3 naytteesta 5,1ml ja
RO4 naytteestd 4,8ml. Mehun pH naytteissa oli 5,6. Naytteiden mehu oli niin
laimeaa ettd siita sai Vernier-laitteistolla spektrit myos ilman laimennusta, joten

naytteet jatettiin laimentamatta. Kuvassa 13 RO1 naytteen mehunsaanto.
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Kuva 13. Nayte RO1 suodatuksen jalkeen.

Toisena tyona Rhizopus oligosporus -itidjauhetta sekoitettiin  kokonaisten
kaurajyvien kanssa. Kauranjyvia liotettiin vuorokauden ajan ja murskattiin
huhmarella kuoria rikki. Punnittin 30 grammaa kauraa per nayte ja tehtiin kaksi
naytettda. 30 grammaan kauraa lisattiin 10 grammaa murskattua marjaa seka 0,125
grammaa itidjauhetta. Naytteet sekoitettiin ja pH séadettiin ruokasoodalla pH 7n
tuntumaan. Alku-pH naytteissa oli 4,1 ja 3,9. Ensimmaiseen erdan lisattiin soodaa
0,3g soodaa ja pH nousi kahdeksaan. Toiseen eraan liséttiin 0,105g ja naytteen

pH nousi soodan lisdyksen jalkeen 7,6.

Kuva 14. Rhizopus oligosporus -itidjauhe kokonaisessa kaurassa ja
marjamurskassa ennen fermentointia.
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Kuvassa 14 naytteeseen ei ole vield lisatty ruokasoodaa. Soodan lisaamisen
jalkeen nayte oli lahes mustaa. Lasipurkin paélle laitettiin muovikelmua jossa ol
hengitysreikia, jotta iti6t saavat happea. Naytteiden annettin fermentoitua
vuorokauden huoneenlammdssd. Naytteisiin  kasvoi itirihmastoa, mutta

fermentoinnin jalkeen naytteista ei saatu erotettua mehua.
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4 VARIN STABIILISUUS

Tybssd  tutkittin  naytteiden  spektrikuvaajia  sekd tarkasteltin  varien
valonkestavyytta. Valokokeen jalkeen otettiin uudet spektrit Vernier-laitteistolla,
jotta nahtiin kuinka kayrat eroavat valokasittelyn jalkeen. Valokokeen eri vaiheissa
otettiin ylos spektrofotometrilla naytteiden absorbanssiarvoja, joista voidaan nahda
valossa olon vaikutusta vérin stabiliteettin. Antosyaanien stabiilisuus on
parhaimmillaan pH:ssa 3 tai alle. (Francis 1999, 108) Tutkimuksessa kaytettyjen
naytteiden pH-arvot ovat kuitenkin yli pH 3, kuten edella esitetyissa menetelma

osioissa kirjoitetaan.

Valokokeessa kaytettiin ledilamppua jotta saataisiin tutkittua valon vaikutusta
stabiliteettiin ilman etta lampusta tuleva lampd vaikuttaisi tuloksiin. Lamppu oli
19cm etéisyydella naytteista. Tuloksien arviointia hieman vaikeuttaa, ettd naytteet

hyyteloityivat hieman minisentrifugiputkissa, luultavasti naytteiden

pektiinipitoisuuden takia.

Kuva 15. Valokokeessa kaytetty lamppu seka kefiirinaytteet minisentrifugiputkissa.

Naytteet asetettin suoraan lampun alle (kuva 15), jotta valo tulisi tasaisesti

naytteisiin. Naytteet aseteltiin tasaisesti alueelle johon valo paistoi suoraan.

Aiemmin esiteltyjen toiden lisdksi tehtiin onnistuneesta fermentointinaytteesta seka
sen rinnakkaisnaytteestd tehty kivennaisvesisovellus, jossa kivennaisvetta

varjattiin naytteilla. Naiden rinnalle tehtiin myds liotetuista kokonaisista marjoista
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sekd marjamurska liotuksesta kivennaisvesi-varjays. Naistakin toistd tehtiin
valokokeilu, missa tarkasteltin Vernier-spektreja seka absorbanssimuutosta.
Lisaksi vertailukohteena oli valolta suojattuna ollut vertaisryhmé. Kuvassa 16
nahdaan kaikki nayte-erat valokokeessa. Ylhaalla sienifermentointi, vasemmalla
marjamurskasta ja kokonaisesta marjasta liuotetut variaineet, keskella uusi pH-
sarja ja oikealla kefiirifermentointi referenssi naytteineen.

Kuva 16. Naytteet valolle altistettuna.
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Kuvio 3. Kokonaisen marjan seka murskatun marjan spektrit Vernier-laitteistolla
ennen valokoetta.

Kuviossa 8 kuvataan naytteiden M1-M3 sekd K1-K3 spektrikuvaajia ennen
valokoetta. Y-akselilla ndhdééan absorptio ja x-akselilla aallonpituus. Kuvaajassa
naytteet K1 (tummansininen kayrd) ja M3 (oranssi kayrd) ovat luultavammin jollain
tapaa virheellisia mittaustuloksia, silla silmamaaréisesti naytteet olivat hyvin
samankaltaisia, toki savyeroja naytteissad oli. M2 naytteen kayran voisi selittéda
naytteen varittomyys, silla kuvassa 12 nahdaan M2 naytteen olevan melko varitén.
Huippukohta nayttaisi olevan aallonpituuden 700nm jalkeen, mika on nékyvan
valon alueen ulkopuolella. M3 naytteen kayra kuitenkin yhtenevaisyydessaan
kumoaa kuitenkin tdman vaitteen, silla néytteessa M3 on silmamaaraisesti
havaittava vari. K2 eli tummanpunainen kayra, oli silmamaaraisesti eniten

punainen.

— 1
V]2

—1

— 2
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Kuva 17. Naytteet M1-M3 seka K1-K3 ennen valokoetta.

Kuvassa 17 naytteet ovat kyvetissd ensimmaisen spektrofotometrilla tehdyn
absorbanssimittauksen jalkeen. Silmamaaraisesti naytteissa on melko selvia
varieroja, vaikka naytteet on pipetoitu samoilla maarilla. Selityksend lienee
marjamehusta pipetoitu osio, joka voi olla enemman tai viahemman mehupitoinen

pipetointierasta riippuen, mikali variainetta sisaltavat yhdisteet eivat ole

jakaantuneet tasaisesti nesteeseen.

»

Nayttet ketiss vasemmalta

uva 18. Naytteiden silmamaaraiset Varit.
katsottuna M1-M3 ja K1-K3.

Kuvasta 18 voidaan huomata kuinka paljon haaleampi vari yksinkertaisella
vesiliuotuksella tuli esimerkiksi kefiiri naytteeseen verrattuna.
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Kuvio 4. Naytteiden M1-3 sekd K1-3 absorbanssi muutokset valokokeen aikana.

Kuviossa 9 nahdaan aallonpituudella 520nm nakyvat absorbanssimuutokset

valolle altistusaikaan (min) verraten. kohdassa 3050 minuuttia, naytteet olivat

olleet hieman yli kaksi paivaa valossa. Kuviossa on kaytetty spektrofotometrilla

aallonpituudella 520nm otettuja absorbanssi arvoja valokokeen erivaiheissa.

Kuviossa 10 ndhdaén samat tulokset lyhyemmalta aikavalilta, 0-50 minuuttia.
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Kuvio 5. M1-M3 sekd K1-K3 naytteiden absorbanssi muutokset aallonpituudella

520 valokokeen aikana. 0-50 minuuttia.



42

Koko valokokeen aikana (3050 minuuttia) naytteiden M2, M3 ja K2 vari-
intensiteetti kasvoi huomattavasti loppua kohden. Muiden naytteiden absorbanssit
kasvoivat hieman hillitymmin. Vari-intensiteetin tulisi antosyaaneilla laskea
valokokeen aikana, joten joko nesteen hyytelGityminen naytteissa aiheutti vari-
intensiteetin kasvun, tai sitten variksenmarjassa esiintyvat antosyaanit ovat

huomattavan valokestéavia.

Kuvaajat nayttavat kuviossa 9 melkein ainoastaan valokokeen loppuosan, joten
valokokeen alkua havainnollistamaan tehtiin toinen kuvaaja, kuvio 10, jossa
nahdaan absorbanssin muutokset aikavalilla 0-50 minuuttia. Tassad kuvaajassa
voidaan huomata naytteessa M3 oletetunlainen absorbanssin lasku, mutta M3
nayte oli silti odotusten vastaisesti ainoa ndyte jossa nahtiin selva intensiteetin
lasku, joka oli odotettu tulos kirjallisuuslahteiden mukaisesti. Kuitenkin tamankin
naytteen intensiteetti lahti nousuun 10-15 minuutin valolle altistamisen jalkeen.
Muiden néaytteiden absorbanssiarvot nayttavat kuvaajien mukaan l&hteneen

nousemaan alusta asti.
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Kuvio 6. M1-M3 néaytteet ennen valokoetta ja valokokeen jalkeen.

Kuviossa 11 esitetdan marjamurskasta liuotettujen naytteiden absorbanssia (y-
akseli) eri aallonpituuksilla (x-akseli). M1 kayran kuvaaja ennen valokoetta lienee

jollain tapaa virheellinen, silla kayran huippukohta on hyvin erilainen kuin
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rinnakkaisissa naytteissa M2 ja M3. Aallonpituudella 600nm oleva huippu voisi
tarkoittaa varisavyn muuttumista sinisempaan, silla 595-650nm aallonpituudella
havaitaan silmamaaraisesti sinivinredd varid. Kuvaajan rakenne on kuitenkin
kokonaisuudessaan omituinen, silla selkedd huippukohtaa ei rakennu ja osa
kuvaajan kayrastd on nakyvan valon alueen ulkopuolella, mika voisi viitata
varittomyyteen. Kuvaajan absorbanssilukemat ovat myds huomattavan korkeat,
kuvaajan yltaessa 1,6 alueelle, kun muissa naytteissd ennen valokoetta
absorbanssikayra on maksimissaan 0,3 luokkaa. Korkea absorbanssin pitaisi
viitata suureen vari-intensiteettiin, mika tuskin on mahdollista n&din laimeassa
naytteessa. M2 ja M3 naytteiden huippukohdat sijoittuvat aallonpituudelle 520nm,

jonka pitaisi nayttaa punaisen varin aluetta.

Valokokeen jalkeen kayrien huippukohdat ovat selvasti muuttuneet 420nm-460nm
alueelle. M2 ja M3 naytteiden ennen valokoetta samankaltaiset kayrat ovat
valokokeen jalkeen hieman erilaistuneet, mutta huippukohta on molemmissa
yhtenevasti 420nm aallonpituudella. My6s M1 nayte kayttaytyy valokokeen jalkeen
muiden naytteiden kanssa yhtenevasti. Hendry (1996, 58, 277) Kkirjoittaa
antosyaanien absorboivan 420nm aallonpituudella ruskeaa varia. Hendry myds
Kirjoittaa  punaisen antosyaani varin nakyvan antosyaanista riippuen
aallonpituuksilla  465-550nm ja useissa tapauksissa varisavy hajoaa
ruskeansavyyn, joka nakyy aallonpituuksilla 400—-440nm ja kuvastaa antosyaanin
varin heikkenemista. Spektreistd voidaan siten arvioida kayran huippukohdan

muutoksen johtuvan punaisen varisavyn hajoamisesta.
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Kuvio 7. K1-K3 naytteiden spektrit ennen valokoetta ja valokokeen jalkeen.

Kuviossa 12 esitetdan kokonaisista marjoista liuotettujen naytteiden absorbanssia
(y-akselilla) eri aallonpituuksilla (x-akselilla). Naytteiden K3 ennen valokoetta, K2
valokokeen jalkeen seka K3 valokokeen jalkeen ovat Muodoltaan hyvin poikkeavia
muiden naytteiden kayriin verrattuina. Naiden naytteiden kayrissa ei ole selvaa
huippukohtaa, ja kuvaajan absorbanssi maarat ovat lahes kaksinkertaisia muihin
naytteisiin nahden. Huippukohta naytteissa lienee 680nm paikkeilla. K3 kayra on
pysynyt hyvin samankaltaisena valokokeen aikana. Kayrat kuitenkin vaikuttavat
virheellisiltd omituisen muotonsa vuoksi, joten tulosarvoa niilla ei valttamatta ole.
Osa kayrasta on nakyvan valon spektrin ulkopuolella, eikd kayrissé ole selvada
huippukohtaa.

Valokokeen jalkeisessa naytteessa K1 naytteen huippukohta on muuttunut noin
380nm aallonpituudelle, mutta myds 520nm alueella on n&htavissad toinen
huippukohta. 380nm aallonpituudella nakyva huippu, voisi tarkoittaa varin
kellertymistd,  silla  kyseisella  aallonpituudella  ihmissiim&  havaitsee
kellertavanvinreaa varia. Kaksi huippukohtaa naytteessa voisi taten merkita etta
vari on muuttunut oranssimpaan suuntaan, silla Sirkia (2013) mainitsi

tutkimuksessaan antosyaanien voivan absorboida varid useammalla alueella. Nain
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ollen punaisen ja keltaisen alueen huiput voisivat tarkoittaa oranssin savyista

Varia.

Ennen valokoetta K1 naytteen huippukohta oli 520nm alueella. Nayte K2 oli hyvin
yhteneva naytteen K1 kanssa ennen valokoetta, mutta valokokeen jalkeinen kayra

oli erikoinen.

4.2 PH-sarja, happamuuden vaikutus variin

Taulukossa 5 on nahtavissa pH-sarjassa kaytetyt pH-arvot. Otettiin Vernier-
laitteistolla spektrit heti naytteiden pipetoinnin ja sentrifugin  (13000rpm 5

minuuttia) jalkeen.

Taulukko 5. Naytteiden 1-6 pH:t pH-sarja tydssa.
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Kuvio 8. Mitatut absorbanssit valokokeen aikana.
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Valokokeessa naytteet altistettiin valolle 0-198 minuutin ajan.
Absorbanssimuutosta mitattiin  kokeen aikana spektrofotometrilla. Saaduista
tuloksista piirrettiin - kuvaajat (kuvio 8) esittamaan absorbanssin muutosta.
Kirjallisuuslahteiden mukaan antosyaanin vari-intensiteetin eli absorbanssin tulisi
laskea valokokeen aikana. N&in ei kuitenkaan tallakaan naytesarjalla tapahtunut.
Nayte pH 2,8 nousi melko tasaisesti, kun taas pH 3,8 naytteen absorbanssi nousi
radikaalisti kokeen loppupuolella. Myds pH 6:n naytteessa oli havaittavissa
samanlainen absorbanssin nousu kokeen loppuosuudella. Intensiteetin kasvua on
voinut aiheuttaa erilaiset kemialliset virheldhteet, joita esitellaan kappaleessa 6.

Myds naytteiden hyyteldityminen on voinut nostaa varin intensiteettia.
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Kuvio 9. Uusien pH naytteiden pH 2,8-4,5 spektrit ennen valokoetta ja valokokeen
jalkeen.

Kuviossa 9 ndhdaan pH naytteiden pH 2,8-pH 4,5 spektrit ennen valokoetta ja
valokokeen jalkeen. Ennen valokoetta otetuissa spektreissd kayrat ovat hyvin
samankaltaisia, kaikissa huippukohdat ovat aallonpituudella 520nm, mutta
absorptiomaarat vaihtelevat naytteiden valilla. Absorptiohuiput seuraavat
kirjallisuuslahteiden mukaan oletettua kaavaa jossa matalampi pH absorboi varia

voimakkaimmin ja tdten omaa korkeimman véri-intensiteetin.
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Naytteen pH 2,8 kayrdssad huippukohta on valokokeenkin jalkeen samoilla
paikkeilla, eli aallonpituudella 520nm. Kirjallisuusléhteissad oli mainittuna, etta
matalissa pH-arvoissa antosyaanien véri on stabiileimmillaan. Tata vaitetta tukee
spektreisséd voimakkaana sailyva punaisen vérin huippukohta. PH 3-arvon jalkeen
antosyaanien stabiliteetin on tutkittu huononevan ja jalleen spektrimme tukee tata
vaitetta, silla naytteen pH 3,8 valokokeen jalkeinen spektri on hyvin erinakdinen
valokoetta edeltdvaén. Kuvaajan huippukohta on vaihtunut 420nm alueelle. Tasta

voidaan paatella varisavyn hajonneen ruskeampaan savyyn.

Kuitenkin pH 4,5 kuvaajan absorbanssikdayra on huomattavasti korkeampi kuin
valokoetta edeltdva. Myos kuvaajan huippukohta on muuttunut 600—-700nm
aallonpituudelle, eika huippukohta ole kovin selkea. 600—700nm aallonpituudella
oleva huippukohta voisi kertoa varin savyttymisesta sinertavaan pain, silla nailla
aallonpituuksilla havaitaan varia sinisesta sinivihredan. Spektrikdyran muoto on
kuitenkin jalleen hyvin omituinen huippukohdan puuttuessa, joten kuvaajan tulkinta
on vaikeaa, koska tallaisen kdyrdmuodon syyta ei ole tiedossa. Kuvaajassa on
my0s pieni huippukohta aallonpituudella 400nm, jossa havaitaan kellertavaa varia.
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Kuvio 10. Uusien pH-naytteiden pH 5,1-6,0 spektrit ennen valokoetta ja
valokokeen jalkeen.

Kuviosta 10 puuttuu pH 6:n kéyré valokokeen jalkeen, koska sen excel tiedostot
eivat l0ytyneet materiaalien joukosta. N&in ollen valokokeen jélkeen otetuissa
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spektreissé on vain naytteiden pH 5,1 ja pH 5,5 kuvaajat. PH 5,1-6,0 kuvaajat
ovat hyvin samankaltaiset ennen valokoetta, huippukohdan ollessa
aallonpituudella 520nm. Valokokeen jalkeen pH 5,1 naytteen kayrd on hyvin
erilainen, absorbanssin kasvaessa lahes kolminkertaiseksi. Kuvaajan huippukohta
on noin 560nm aallonpituudella, mika viittaisi varisavyn muuttuneen violetimmaksi.
Kuvaajista pH 5,5 oli ainoa jossa vari naytti hajoavan valokokeen aikana, silla

spektrin huippukohta on vaihtunut 420nm paikkeille.

4.3 Uuden ja vanhan pH-sarjan vertailu

Paatettiin kayttdaa myos lokakuulla tehtya pH-sarjaa uuden pH-sarjan vertailussa.
Tuloksissa verrataan silmamaaraista varieroa seka spektrofotometrilla saatuja
absorbanssiarvoja. Vanhojen naytteiden tarkastelun haasteena oli, ettd néaytteet
olivat hieman samentuneet, mika saattoi my0ds aiheuttaa virheitd

spektrofotometrilla tehdyissé absorbanssi mittauksissa.

Kuvassa 19 ndhdaan vanhojen ja uusien naytteiden varierot. Kuvassa olevien
naytteiden pH-arvot ovat vasemmalta oikealle 2,8-6,0. Silmamaaraiset
varimuutokset ovat melko huomattavia kuukauden sdilytyksessa olleessa
ylarivissa. Varsinkin pH 4,5-6,0 eli naytteet 3—6 ovat muuttuneet savyltaan hyvin

oranssin rusehtaviksi.
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Kuva 19. Ylapuolella vanhan pH-sarjan naytteet, alla uudet naytteet.

Verrattin absorbanssi muutosta spektofotometrilla. Tehtiin mydés molemmille
naytteille viiden minuutin valokoe. Nain lyhyt aika ei ehdi muuttamaan véaria kovin

paljoa, mutta vanhat pH naytteet olivat hieman sameita joten paadyttiin tekemaan

vain lyhyt koe.
Agb
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Kuvio 11. Absorbanssin muutosarvot valokokeen aikana pH naytteilla 2,8—4,5.

Kuviossa 11 nahddan 0-5 minuutin valokokeen aikaiset absorbanssimuutokset.
Kuvaajassa nahdaan pH 2,8-4,5 vertailut uusien ja vanhojen naytteiden valilla.

Uudet naytteet on merkitty kuvaajaan U-merkinnélla ja vanhat naytteet V-
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merkinnalla. Spektrofotometri ei antanut vanhasta pH 2,8 naytteesta arvoja, silla
arvot olivat absorptiomaksimissa. Tama johtunee naytteen tummasta varista tai

sameudesta.

Uudet naytteet olivat nailla pH-arvoilla melko stabiileja viiden minuutin
valokokeessa, kun taas vanhojen néaytteiden absorbanssiarvot nousivat
huomattavasti. Naytteiden sameudella voinee olla tekemista ilmion kanssa, mutta

varmuutta arvojen nousun syylle ei ole.
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Kuvio 12. Uusien ja vanhojen pH-sarjojen absorbanssimuutokset valokokeen
aikana.

Kuviossa 12 esitetddn samalla tavoin absorbanssiarvojen muutokset pH 5,1-6,0
naytteille. Kuvaajassa verrataan uusien ja vanhojen pH-sarjojen stabiilisuutta
valokokeen aikana. Kaikki uudet naytteet olivat niin samanarvoisia
absorbanssiltaan, ettd naytteiden kayrat ovat samassa kasassa absorbanssi 0,5
arvon ylapuolella. Naytteet olivat tasaisen stabiileja viiden minuutin valokokeessa.
Vanhoissa naytteissd oli enemméan hajontaa, pH 5,5 ja pH 6,0 naytteiden
absorbanssin hieman noustessa, pH5,1 naytteen stabiliteetti taas laski. Nain ollen
ainoastaan vanha pH 5,1 kayttaytyi odotetusti, silla kuukauden sailytyksessa

antosyaanien stabiliteetin olettaisi heikkenevan.

Naistd vertailukuvaajista voidaan huomata selvia yhdennakoisyyksia eri pH-

arvojen kohdilla, silla vanhat pH naytteet selvasti reagoivat enemman kuin uudet.
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Tehtiin kuvaajista viela havainnollistavat muutoseroa esittavat kuvaajat, jotta
nahdaan selkeammin erot uusien ja vanhojen naytteiden valilla.
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Kuvio 13. pH 3,8 uuden ja vanhan naytteen absorbanssimuutosta kuvaava
kuvaaja.
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Kuvio 14. pH 4,5 uuden ja vanhan naytteen absorbanssimuutosta kuvaava
kuvaaja.
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Kuvio 15. pH 5,1 uuden ja vanhan naytteen absorbanssimuutosta kuvaava
kuvaaja.
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Kuvio 16. pH 6,0 uuden ja vanhan naytteen absorbanssimuutosta kuvaava
kuvaaja.

Kuvioissa 13—-16 nahdaan mitatuilla pH-arvoilla uuden ja vanhan naytteen valinen
absorbanssimuutos viiden minuutin valokokeen aikana.
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Kuvaajista nahdaan selvasti samankaltainen muutos kaikilla pH-arvoilla. Vanhan
pH naytteen absorbanssi muuttuu  huomattavasti uuden  naytteen
valokokeenaikaiseen kayrd&n verrattuna. Johtop&éatoksend voidaan olettaa
valokokeen tulosten perusteella, ettd vanhentuessaan néaytteet alkavat
reagoimaan huomattavasti herkemmin erilaisiin prosessointeihin. Voidaan olettaa
ettd vanhempi nayte reagoisi samankaltaisesti myds muissa mahdollisissa
prosesseissa. Taman tutkimuksen perusteella voidaankin olettaa etta naytteet
vanhentuvat ja reagoivat vahvemmin prosessointin vanhana kuin uutena.

Stabiliteetin muutos lienee siis korreloivan naytteen ikaan.

4.4 Kefiirifermentointi

Alla olevassa kuvaajassa (kuvio 17) on esitettynd Vernier -laitteiston mittaamat
spektrit kuvaajana. Kefiiri naytteet 1-3 seka rinnakkaisreferenssit 1-3 ovat kaikki
laimennossuhteella 1:10 1 millilitran sentrifugiputkissa siten etta kefirinaytteissa on
0,1 ml kefirimehunaytettd ja 0,9 ml tislattua vetta ja referensseissa 0,1 mi

referenssimehua (kiehutetulla kefiirilld) ja 0,9ml tislattua vetta.

Kuvaajassa (kuvio 17) voidaan nahda, kuinka kefiirinaytteiden 1 ja 2 huippukohta
on ennen valokoetta korkeampi kuin referenssien. Suurin ero huipun korkeudessa
on kefiirinayte 1 ja referenssi 2 naytteiden valilla. Eroa on myo6s kayrien
loppuosissa, missa kefiirinaytteilla voidaan huomata nousu 600—900nm alueella,
kun taas referenssit laskevat aallonpituuden 600nm jalkeen arvoon nolla.
Aallonpituudella 600—-780nm havaitaan silmamaaraisesti sinivinreaa varia, joten
tama pieni huippu lienee tarkoittavan savyeroa kefiiri- ja referenssinaytteiden

valilla.
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Kuvio 17. Kefiiri- ja referenssinaytteiden spektrit ennen valokoetta.

Kirjallisuusléahteissa on mainittu aallonpituus 520nm punaisen antosyaanin
absorbanssimaksimi  kohtana, joten  oletettavasti  korkeampi  huippu
kefiirinaytteiden k&yrdssa voisi kuvata vahvempaa punaista varid kuin
referensseissé. Aallonpituus 650-900nm eroavaisuudetkin varmasti vaikuttavat
naytteiden eroissa ja ominaisuuksissa, mutta osa alueesta on nakyvan valon

spektrin ulkopuolella.

Kuva 20. kohdassa 1-3 referenssit ja 4-6 kefiirindytteet ennen valokokeen alkua.
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Kuva 21. Kefiirindyte kyvetissa.

Kuvassa 20 nahdaan kefiirinaytteiden sekd referenssien silmamaarainen vari.
Kuvassa naytteet ovat minisentrifugiputkissa valmiina valokokeen alkuun. Kuvassa
21 naytteet taas ovat kyveteissd, joissa néaytteet laitettiin spektrofotometriin
absorbanssimittausta varten. Spektrofotometri sateilyttdd kyvetissa olevaa
naytettéa aallonpituudella 520nm ja naytteen lapi mennyt sateilyn (valon) maara
mitataan  valodetektorilla, jolloin  signaali on suoraan verrannollinen
valointensiteettiin. Kuvassa 21 nékyva nayte on ollut jo valokokeissa kuvan otto
aikana, ja varisdvyn muutosta on nahtavissa kuvaan 20 nahden. Nayte ei ole niin

punertava valokokeiden jalkeen.
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Kuvio 18. Absorbanssimuutokset naytteissa valokokeen aikana.

Kuviossa 18 naytetddn referenssien ja kefiirindytteiden absorbanssimuutosta
valokokeen aikana. Naytteet olivat valokokeessa yhteensd 3090 minuuttia.
Kuvaajassa esitetddn naytteiden absorbanssimuutosta aallonpituudella 520nm
verrattuna x-akselin aikaan. Koko valokokeen aikana kaikkien naytteiden
absorbanssiarvo nousi, varsinkin valokokeen loppuaikana olleessa kahden paivan
valolle altistuksessa. Nain ollen tehtiin erillinen kuvaaja valokokeesta aikavaliltd 0—
90 minuuttia, jotta saadaan selvempi kasitys valokokeen alusta, silla kahden
paivan valokokeen (90-3050 minuuttia) naytteiden stabiliteetin kasvun voinee
selittdd naytteiden hyytelditymisen aiheuttava intensiteetin  kasvu. Naytteista
haihtui tai hyyteloityi nestettda valokokeen Iloppupuoliskolla tuntemattomasta
syysta, mikd voinee aiheuttaa virheitad tuloksiin. Lisda virhearviomahdollisuuksia

esitetddn kappaleessa 6.
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Kuvio 19. Referenssi- ja kefiirinaytteiden absorbanssimuutokset valokokeen
aikana.

Kuviossa 19 nahdaan referenssien ja kefiirinaytteiden absorbanssimuutokset
valokokeessa 0-90 minuutin aikana. Kaikissa muissa naytteissa paitsi referenssi
3:ssa absorbanssi nousi. Referenssi 3 naytteessa absorbanssi laski huomattavasti
ennen kymmenen minuutin kohtaa, mutta lahti nousuun noin 8 minuutin kohdalla.
Intensiteetin  kasvu naytteissa ei ollut odotettu ilmi6, eivatkh nama

spektrofotometrilla otetut arvot korreloi Vernier-laitteiston spektrien kanssa.
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Kuvio 20. Kefiirindytteiden K1-K3 spektrit ennen valokoetta seka valokokeen
jalkeen.

Kuviossa 20 esitetddn kefiirinaytteiden K1-K3 spektrit ennen valokoetta (K1-K3 E)
seka valokokeen jalkeen (K1-K3 J). Y-akselilla nahdaan absorbanssi ja x-akselilla
aallonpituus (nm). Ennen valokoetta otetuissa spektreisséd kaikilla naytteilla oli
hyvin yhtenevat kayrat. Valokokeen jalkeen kefiirindyte K1 nayttaisi menettaneen
punaisen varinsa, silla huippukohta on muuttunut ruskean varin aallonpituudelle
420-460nm. Tama alue on kayrén ainoa huippukohta, ja viittaisi vahvasti varin
hajoamiseen valokokeen aikana. MyOs naytteiden K2 ja K3 kayrissa on
valokokeen jalkeen muutosta 420nm alueella, mutta huippukohta on kuitenkin
aallonpituudella 390nm, joka on keltavihredd varia esittavalla alueella. Naissa
kayrissa on myos viela pieni kohouma 520nm alueella, eli ne nayttaisivat
selvinneen hieman paremmin valokokeesta. Spekireilla saadut tulokset ovat
yhtenevid kirjallisuusléhteiden asettamien ennakkopaatelmien kanssa. Hendry
(1996, 262,59) kirjoittaa antosyaanien olevan epdastabiileja joutuessaan UV- tai
nakyvalle valolle alttiiksi. Han my6s mainitsee teoksessaan ettd myos

hapettuminen aiheuttaa varin hajoamista.
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Kuvio 21. Referenssien (R1-R3) spektrit ennen valokoetta ja valokokeen jalkeen.

Kuviossa 21 nahdaan referenssinaytteiden R1-R3 spektrit ennen valokoetta (R1-
R3 E—kuvaajat) sekad valokokeen jalkeen (R1-R3 J—kuvaajat). Y-akselilla néakyy
absorbanssi ja x-akselilla aallonpituus. Referenssien kuvaajat olivat yhtenevat
ennen valokoetta, huippukohdan ollessa 520nm alueella. Valokokeen jalkeen
referenssi naytteet R1 ja R3 olivat melko yhtenevéat, molempien kuvaajien
huippukohtien ollessa 420-460nm aallonpituudella. Taméa tarkoittaisi punaisen
varisdvyn hajoamista ruskeampaan variin. R1 naytteessd on myods pieni kayra
500nm alueella, eli siina vaikuttaisi olevan hieman enemman punertavaa varia
valokokeen jalkeen kuin R3 naytteessa. R2 naytteen absorbanssi taas kasvoi
500nm-520nm aallonpituudella huomattavasti, mika tarkoittanee punaisen varin
intensiteetin kasvua, silla talla aallonpituudella néaytteiden pitéisi absorboida
punaista varia. Kaikissa naytteissa on myds pieni huippu 380-400nm
aallonpituudella, joka viittaisi varin kellertymiseen. R2 naytteelld on myds omituista
nousua aallonpituudella 700-800nm mika on nakyvan valon spektrin ulkopuolella.

Syyta télle ilmidlle ei ole tiedossa.

Referenssinaytteiden kayrat ennen valokoetta olivat yhtenevat kefiirindytteiden

kayrien kanssa. Valokokeen jalkeen suurimmat erot referenssien ja
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kefiirinaytteiden valilla olivat Referenssi nayte R2:n absorbanssin kasvu, seka R1
ja R3 naytteiden 420-460nm aallonpituudella olevat ainoat huippukohdat. Tama
nayttaa etta referensseista kaksi naytettéa kolmesta menetti punaisen variaineensa.
Kefiirinaytteista K1 nayte reagoi referenssien kanssa yhtenevasti. Naytteen K2 ja
K3 omasivat huomattavasti korkeammat absorbanssit, mutta huippukohdat olivat
myo6s naissa vaihtuneet 520nm alueelta pois aallonpituudelle 380nm. Kuitenkin

kayrissa oli myods 500-520nm aallonpituudella selva kohouma.

4.5 Rhizopus oligosporus fermentointi

Rhizopus oligosporus -itibjauheella fermentoidusta kaurahiutale-marjamurskasta
saadusta mehusta saatiin myo6s tuloksiin Vernier-laitteistolla spektrit seka
absorbanssi muutokset. Kaikki nelja naytetta RO1-RO4 on otettu ensimmaisesta
fermentointi erdstd, jossa oli paras mehunsaanto. Naytteitd ei ole laimennettu

vaan ne ovat 100% naytetta.
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Kuvio 22. Iti6fermentoinnin absorbanssiarvot valokokeen aikana.

Kuvaajassa (kuvio 22) esitetddn naytteiden absorbanssin kehitysta valokokeen
aikana. Naytteet olivat valokokeessa yhteensa 198 minuuttia, jonka aikana
mitattiin absorbanssiarvoja 520nm allonpituudella. Saaduista tuloksista piirrettiin

kuvaaja havainnollistamaan stabiliteettia. Kaikki naytteet reagoivat yhtenevasti
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absorbanssin noustessa valokokeen alussa, pysyen hyvin stabiilisena noin 5-150
minuutin valilla. Kaikki naytteet kuitenkin menettivat stabiilisuuttaan 150 minuutin
jalkeen absorbanssiarvojen laskiessa huomattavasti. Sienifermentoinnilla saadut
naytteet erosivat huomattavasti muista nayte-eristd, joissa naytteet
paasaantoisesti kasvattivat intensiteettiddn valokokeen loppua kohden. Lienee siis
mahdollista etta sienifermentointi muuttaa varin kemiallista rakennetta muista
naytteista eroavaksi. Naméa naytteet eivat myoskaan hyyteldityneet niin paljon kuin
muilla kasittelyilla saadut naytteet, joten variaineessa lienee vahemman pektiinia.
Variaineiden kemiallisten erojen tutkimuksella varmasti saataisiin selitykset

tulosten erilaisuuteen.
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Kuvio 23. RO naytteet ennen valokoetta.

Ennen valokoetta otettuihin spektreihin liitettiin vain yksi kayra, silla naytteiden
kayrat olivat identtisia, niiden ollessa laimentamattomia ja taysin samasta
naytteestd. Kuviossa 23 nahdaan RO-naytteiden spektrikuvaaja. Naytteiden
spektrissd huippukohta oli aallonpituudella 400nm. Toinen vain vahan
matalampiabsorbinen huippukohta oli 520nm alueella. Mielenkiintoista on, etté
naytteiden vari oli huomattavasti violetimpi (kuva 22) kuin muiden nayte-erien,

mutta spektrin huippukohdat olivat kuitenkin keltavihrean ja punaisen vérin alueilla.
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Kuvio 24. RO-naytteiden absorbanssin muutokset valokokeen aikana eri
aallonpituuksilla.

Kuviossa 24 esitetddn, RO, eli sienifermentointinaytteiden absorbanssimuutoksia
eri aallonpituuksilla ennen ja jalkeen valokokeen. Ennen valokoetta naytteet olivat
taysin samanlaisia, joten otettiin vain RO1 naytteen spektri esittamaan valokoetta

ennen otettuja spektreja.

Ennen valokoetta naytteiden spektrien huippukohta oli 400nm alueella, kun taas
valokokeen jalkeen naytteiden RO1-RO3 huippukohta on aallonpituuden 500nm
paikkeilla. Naytteiden kuvaajat ovat hyvin yhtenevia ja naytteissa nahdaan yha
pieni huippu 400nm aallonpituudella. RO4 naytteen huippukohta oli valokokeen
jalkeen aallonpituudella 420nm, joka voisi kuvastaa antosyaanien muuttumista
varisavylta ruskeiksi, eli varin hajoamista. Naytteessa RO4 on myds huippukohdat
aallonpituudella 380nm ja aallonpituudella 520nm. Myo6s aallonpituudella 700nm

on loivaa huippua, mika viittaisi sinivihredan variin.

Naytteiden silmamaarainen vari oli suodatuksesta lahtien hyvin erilainen kuin
liuotus- ja kefiirifermentointitdissa. Niiden vérin ollessa selvasti punertava, RO

naytteet olivat enemman sinertavid, kuvassa 22 voidaan nahda naytteiden vari,
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joka on hieman violettiin savyttyva. Sinertdvyys voinee johtua muita naytteita

korkeammasta pH:sta sienifermentoidun mehun pH:n ollessa 5,6.

Kuva 22. RO—-naytteet kyveteissa.

4.6 Kivennaisvesisovellus

Tehtiin sovellus jossa varjattiin kivennaisvetta tutkimuksessa tehdyilla variaineilla.
Tyossa tehtiin kaksi vertailusarjaa, ensimmaisessa varjattiin kivennaisvetta varilla
jota saatiin kokonaisista marjoista liottamalla sek& murskatuista marjoista
liottamalla saatua varia. Toisessa erdssa verrattin onnistuneesta kefiiri-
fermentoinnista, eli fermentointi 3:sta, saatua variainetta sekd sen rinnakkais-
referenssia, kiehutettua kefiirindyte 3:sta. Kaytetyt variaineet olivat olleet huoneen
lammossa foliolla peitettyind kaksi vuorokautta tutkimuksen aloitushetkella.

Naytteessa kaytettin Novelle merkkista kivenndisvetta, jonka sisaltd |6ytyy

kuvasta 23.
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Kuva 23. Tydssa kaytetyn kivennaisveden sisallysluettelo.
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4.6.1 Kivennaisveden varjays liotusmenetelmalla saaduilla vareilla

Mitattiin kahteen dekantterilasiin 0,5 dl Novellen kivennaisvetta. Toiseen liséttiin 2
ml aiemmissa tutkimuksissa kaytetysta marjamurskasta liotettua varia ja toiseen 2
ml kokonaisista marjoista liotettua varia. Marjamurska-véarin ja kivennaisveden
sekoitukselle annettiin nimeksi VM ja siitd pipetoitiin nelja yhden millilitran naytetta
minisentrifugiputkiin. VM nayte oli silmamaaraisesti vaaleanpunertava kun taas

kokonaisesta marjasta ja kivennaisvedesta tehty sekoitus, nayte VK, oli selvasti

sinertavampi, kuten kuvasta 24 voidaan nahda.

Kuva 24. Kivennaisveden varjays liotetuista marjoista saaduilla vareilla.
Vasemmalla VM, oikealla VK nayte.

Naytteet VM1-2 sekd VK1-2 altistettiin valokokeelle, jossa naytteet olivat 48 tuntia
samaisessa valokokeessa kuin aiemmatkin naytteet. Naytteet VM3—4 seka VK3-4
taas olivat vertailun vuoksi pimeassa 48 tuntia. Pimeassa olevat naytteet olivat

kaaritty folioon, jotta valoa ei paasisi naytteisiin.
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Kuvio 25. Valokokeen aikainen absorbanssimuutos VM—naytteissa.
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Kuviossa 25 esitetaan VM—naytteiden, eli murskatuista marjoista saadulla mehulla
varjattyjen vichynaytteiden, absorbanssimuutosta (y-akselilla) aikaan verrattuna (x-
akselilla). Naytteet olivat valokokeessa kaksi vuorokautta eli 2880 minuuttia.
Naytteet VM1-2 olivat valokokeessa, kun taas naytteet VM3—4 olivat foliolla
peitettyna pimeassa. Valokokeessa olleiden néaytteiden absorbanssi nousi
tasaisesti valokokeen loppua kohde, samoin kuin pimeéassa sailytetty vertailunayte
VM4. Pimeéassa sailytetty nayte VM3 taas kasvatti intensiteettiaan ensimmaisen
vuorokauden, eli 1440 minuutin ajan, kunnes intensiteetti alkoi hitaammin laskea
2000 minuutin jalkeen. Mielenkiintoista, kuinka erilaisesti tama nayte reagoi
verrattuna toiseen pimea sailytykseen, sekd valokokeessa olleisiin naytteisiin.
Mahdollista on ettéa naytteessa on tapahtunut joitain kemiallisia muutoksia, jotka

vaikuttavat varin stabiliteettiin.
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Kuvio 26. Valokokeen aikainen absorbanssimuutos VK—naytteissa.

Aallonpituudella 520nm mitatut absorbanssit kokonaisesta marjasta liuotetulla
mehulla varjatyista vichynaytteista, VK1-4, voidaan n&hda kuviossa 26. Naytteita
VK1-2 pidettiin valokokeessa kaksi vuorokautta, kun taas naytteet VK3—4 olivat
vertailun vuoksi pimedasailytyksessa, eli foliokddreessd. Kuvaajassa nahdaan
kaikkien naytteiden intensiteetin kasvaneen, valokokeessa olleilla naytteilla kasvu
oli jyrkempi kuin pimeé&ssa sailytetyilla. Intensiivisyyden kasvu valokokeen aikana

voinee johtua hyytelbitymisesta tai haihtumisesta. Naytteet olivat kannellisissa
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minisentrifugiputkissa valokokeen aikana, kuten muissakin valokokeissa.
Spektofotometrillda mitatessa naytteet olivat avonaisissa kyveteissd, joten

haihtumisen ei pitaisi olla kovin uskottava vaihtoehto.

Tutkimuksen perusteella murskatusta marjasta saadulla varilla varjattyjen
naytteiden pimedasailytyksessa ja valosailytyksessa voi olla eroja stabiliteetissa,
silla nayte VM3 eroaa muista VM-naytteista. Kokonaisesta marjasta liotetulla
varilla arvot pime&ssa ja valossa olivat lahes identtiset. Murskatusta marjasta
saatu variaine vaikuttaisi stabiilimmalta, silla muutokset eivat ole niin suuria kuin

kokonaisesta marjasta saadussa variaineessa.

4.6.2 Kivennaisveden varjays kefiiri- ja referenssi variaineilla

Mitattiin kahteen 100ml dekantterilasiin 0,5 dl Novelle kivennaisvetta. Varjataan
toisessa dekantterilasissa olevaa vichyd onnistuneella kefiirifermentoinnilla
saadulla varilla (Nayte-erd F) ja toista referenssi 3:sta saadulla varilla (Nayte-era
R). Kuvassa 25 néhdaan naiden variaineiden ero. Molemmissa dekantterilaseissa
on 0,5 dl kivennaisvettd seka 1 ml variainetta. Fermentoinnilla saatu variaine on

referenssia huomattavasti voimakkaampi.

. . ‘ A

Kuva 25. Vasemmalla Kkefiirifermentoinnilla saadulla variaineella varjattya
kivennaisvettd, oikealla referenssi variaineella varjattya kivennaisvetta.

Pipetoitin  molemmista naytteista nelja 1 ml naytettd minisentrifugiputkiin.
Molemmista eristd otetaan kaksi naytettd valokokeeseen ja kaksi naytetta pimea
sdilytykseen.
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Kuvio 27. Kefiirinaytteilla varjatyn kivennaisveden absorbanssiarvoja valokokeen
aikana.

Kuviossa 27 esitetdan kefiirinaytteilla varjatyn kivennaisveden stabiilisuutta valo- ja
pimeasailytyksessa. Naytteet olivat 48 tuntia eli 2880 minuuttia valokokeessa.
Pimeassa sailytetyt naytteet ovat tutkimuksen perusteella huomattavasti
stabiilimpia kuin valokokeessa olleet rinnakkaisnaytteet. Valokokeessa olleiden
naytteiden absorbanssilukemat nousivat, vaikka niiden olettaisi laskevan
valokokeen aikana. Syyna lienee naytteiden hyyteldityminen, mahdollinen
nestemaardn menetys kokeen aikana tai mahdolliset kemialliset reaktiot.
Pimedassa sdilytetyt ndytteet sailyttivat melko tasaisen stabiliteetin kokeen aikana.
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Kuvio 28. Referenssinaytteella varjatyn kivennaisveden absorbanssiarvoja
valokokeen aikana.
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Kuviossa 28 nahdaan referenssi naytteiden osalta samaisen valokokeen tulokset.
Referenssinaytteet olivat myds 48 tuntia eli 2880 minuuttia valokokeessa. Naytteet
R1-2 olivat valolle altistettuina ja R3-4 olivat pimeasailytyksessa.
Referenssinaytteilla absorbanssimuutokset ovat huomattavasti pienemmassa
mittakaavassa luvullisesti, mutta kayrien ilmaisemana muutokset ovat suurempia
kuin vastaavissa kefiirinaytteissd. Valokokeessa olleet referenssinaytteet olivat
menettédneet absorbanssiaan ensimmaéisen vuorokauden, eli 1440 minuutin,
alkana huomattavasti. Taman jalkeen absorbanssiarvo kasvaa valokokeen
loppuun asti. Absorbanssin nousulle ei ole suoranaista syyta, mutta luultavasti
tuloksella on jotain tekemistad valokokeessa tapahtuvien muutosten kanssa, silla
pimedassa sailytetyt naytteet eivat reagoineet nain radikaalisti. Pime&ssa sailytetyt
naytteet olivat hieman paremmin stabiileja, silla kayrien muutokset eivéat ole niin
nakyvia kuin valokokeessa olleiden naytteiden. Kuitenkin pimeéassa sailytetyn R3—
naytteen kuvaaja muuttui hyvin samantyyppisesti valokokeessa olleisiin naytteisiin
nahden. Naytteen—R4 absorbanssiarvot taas kasvoivat hiljalleen pimeasailytyksen
aikana. On myds mahdollista ettd naytteissa tapahtui joitain kemiallisia reaktioita

eri ainesosien kesken tai hapen saannin seurauksena.

Taman tutkimuksen perusteella kefiirinaytteet vaikuttaisivat tasaisemmin
reagoivilta, ja pime&sailytyksen osalta huomattavasti paremmin sailyvia.
Kefiirinaytteissa muutokset olivat lukemiltaan suurempia, mutta kayrat olivat
huomattavasti tasaisempia, joten naytteet vaikuttaisivat olevan stabiilimpia kuin
referenssinaytteet. Myos viiden kuukauden ajan pimeassa sadilytetyt naytteet
vahvistaisivat taman oletuksen. Alla olevassa kuvassa 26 nahdaan viisi kuukautta
pimedssa vaatehuoneessa sadilytettyjen referenssi- ja  kefiirinaytteiden

silmamaaraiset varierot.
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Kuva 26. Referenssi- ja kefiirinaytteet viiden kuukauden pimedasailytyksen jalkeen.

Kuvassa 26 vasemmalla puolella kaksi naytettd R1-2 ja F1-2 ovat valokokeessa
kayneet naytteet ja oikeanpuoleiset naytteet R3 ja F3—4 ovat pimeasailytyksessa
olleet naytteet. Silmamaaraiset varierot ovat varsin huomattavia ja kefiirinaytteiden
huomataankin pitdneen varinsa paremmin. Referenssit 1-2 ovat lahes varittémia
ja valokokeen aikana pimeéassa sdilytetty R3 on myods haalentunut erittain
voimakkaasti. Kefiirinaytteissa ei huomata suuria eroja valokokeessa ja
pimedasailytyksessa olleiden naytteiden valilla, vaan néaytteet vaikuttavat

sdilyttaneen varinsa yhtalaisesti.

4.6.3 Kefiirinaytteesta ja referenssista saadun varin voimakkuuden vertailu

Paatettiin tutkia kuinka paljon vahemman kefiirifermentoinnilla saatua varia
tarvitaan varjgamaan samanvahvuinen vari kuin mita kiehutetulla kefiiri-
referenssilla saatiin. Mitattiin kahteen dekantterilasiin 50 ml kivennaisvetta.
Toiseen dekantterilasiin lisattin 1ml referenssindytteesta saatua varia. Mitattiin
referenssin absorbanssiksi 520nm aallonpituudella 0,11. Sen jalkeen toiseen
dekantterilasiin lisattin 100 mikrolitra kefiirindytteen varia. Sen absorbanssiksi

mitattiin 0,03. Lisattiin kaksi mikrolitraa lisda varia jolloin absorbanssimittauksessa
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saatiin 0,13. Arvot olivat niin l&hella toisiaan etta voitiin todeta ettd 300 mikrolitraa

kefiirivaria vastaa 1ml referenssivaria varjaystehonsa puolesta.

Taulukko 6. Kivenndaisveren varjays vertailussa kivennaisveteen lisatyt variaine
maarat.

S50ml

Kivenndisvettd 520 nm
lisdtty vari absorb.

REF1 1mil 1,11

KF 0,1ml 0,03

KF 0,3ml 0,13

Taulukossa 6 esitetdan kivenndisveteen lisatyt variaineet seka varjatyista
naytteista mitatut absorbanssiarvot. Kuvassa 27 nahdaan referenssinaytteen seka
kefiirinaytteen silmamaaraiset varit. Vasemmalla olevassa referenssinaytteesséa on
50ml kivennaisvetta ja 1 ml referenssivariainetta, kun taas oikealla olevassa

kefiirinaytteessa on 50 ml kivennaisvettd ja 0,3 ml kefiirifermentoinnilla saatua

variainetta.

* ! MR T s, & (e St e e

Kuva 27. Referenssin ja fermentoidun variaineen vertailu. Vasemmalla puolella on
referenssinaytteella varjatty nayte ja oikealla fermentoidulla kefiirinaytteella varjatty
nayte.
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Tulosten perusteella kefiirifermentoidun marjamehun varjaysteho vaikuttaisi olevan
varsin hyva referenssiin verrattuna. Kefiirifermentoinnilla aikaansaatua véariainetta
tarvitsee laittaa alle kolmannes referenssiin verrattuna. Kuviossa 29 nahdaan
naytteiden spektrit, jotka on otettu Vernier-laitteistolla. Spektreista voidaan ndhda
variaineiden olevan hyvin samankaltaisia kayrien puolesta. Kefiirindytteessa on
hieman korkeampi absorbanssi, mutta kayrisséa on yhtenevat huippukohdat
aallonpituudella 400nm ja 520nm. Spektristd voidaan taten todeta variaineilla
olevan huippukohdat punaisena ja keltaisena nékyvilla alueilla. Kuvan 27
mukaisesti tama vaikuttaisi olevan totta, silld variaineessa voidaan nahda lievaa

kellertavyyttd punaisessa varissa.
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Kuvio 29. Referenssi ja kefiirindytteiden varjaystehon vertailuspektrit.
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5 JOHTOPAATOKSET

5.1 Yhteenveto

Tyon tarkoituksena oli luonnollisen punaisen vériaineen kehittaminen
variksenmarjasta mahdollisimman helpolla metodilla. Mehupohjaisen variaineen
kehitys tydssa vaikuttaa lupaavalta, mutta jatkotutkimuksia vaaditaan.
Variksenmarjan makuprofiilin mainittiin useissa lahteissd olevan epamiellyttava,
joten varsinkin makuprofiilin vaikutusta tuotteeseen on tutkittava. Variaineeksi
variksenmarjasta kuitenkin on, ja varsinkin kefiirifermentoinnilla saatiin aikaan
mielenkiintoisia tuloksia, varin ollessa hyvin voimakas. Stabiilisuutta pitéda kuitenkin
tutkia sekd loytaa sopiva kayttosovellus variaineelle. Varastoinnin vaikutusta
tuotteeseen tulee tutkia, jotta saadaan selville sopiiko variaine esimerkiksi ty6ssa

kokeiltuun kivennaisveden varjaykseen.

Rhizopus oligosporus -fermentoinnin osalta ei tullut aivan yhta hyvaa tulosta, silla
variaineesta tuli enemman violetti, kuin punainen. Varmuutta ei kuitenkaan ole,
johtuiko varin sinertavyys lilasta kaurapitoisuudesta vai muuttiko vain korkeampi
pH varia. Taltakin osin jatkotutkimuksia olisi mielenkiintoista tehda. Myo6s
sienifermentoinnin  menetelmaa tulisi parantaa ja kokeilla erilaisia resepteja

vahaisemmalla kauramaaralla.

Molemmat fermentoinnit irrottivat marjoista variainetta paremmin, kuin pelkka
vesiliuotus. Myds fermentoinnilla saatujen vériaineiden stabiilisuus vaikutti olevan
parempi kuin liuotusmenetelmalla saatujen varien. Kefiirifermentoinnilla saatu
variaine oli myods tutkimuksen perusteella voimakkaampi ja kestavampi variaine

kuin referenssinsa.

5.2 Tulosten arviointi

Kefiirifermentoinnin voidaan tehtyjen tutkimusten perusteella sanoa parantavan
mehunsaantoa. Kefiirifermentoinnilla  saatin  myds variaineeseen hyva

intensiivinen vari. Sieni-fermentoinnilla saatu vari taas oli melko sinertdva ja
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violettiin vivahtava, eikd vastannut tutkimuksessa haettua punaista vériainetta.
Menetelmaa olisi kuitenkin hyva tutkia, sillda menetelmélla voidaan kuitenkin saada

mielenkiintoisia elintarvikevareja.

Kefiiri ja referenssinaytteiden kayttaytyminen oli valokokeessa hyvin yhtenevaa.
Kefiirinaytteiden huippukohdat muuttuivat keltaisen tai ruskean varin alueelle.
Antosyaaneille on ominaista absorboida ruskeaa varia 420-460nm alueella, mika
kertoo antosyaanin varin hajoamisesta. Kefiirindyte—1 omasi huippukohdan vain
talla ruskeaa varia ilmaisevalla alueella valokokeen jalkeen. Kefiirinaytteilla 2—3
kuitenkin huippukohdat sijoittuvat aallonpituudelle 390nm, 420-460nm sekéa
520nm. Naytteiden kolme huippukohtaa néakyivat keltaisen, ruskean seka
punaisen varin alueilla, keltaisella alueella n&kyvan huipun ollessa korkein.
Referensseistd r1-r3 naytteiden huippukohdat asettuivat my®s ruskeaa varia
esittavalle 420-460nm aallonpituudelle. Naytteella rl oli mydés 520nm alueella
pieni huippu, sekd molemmissa naytteissa hyvin pieni huippukohta keltaisena
nakyvalla alueella 390. Naytteen r2 huippukohta oli 520nm alueella, ja
absorbanssiarvot olivat korkeat. Kuvaaja oli hyvin poikkeava, joten virheen
mahdollisuus on olemassa, tai mahdollisesti referenssi r1 nayte saattoi parantaa
vari-intensiivisyyttaan valokokeen aikana. Myodskdan naytteen hyytelbitymisen
tuomaa virhemahdollisuutta ei voida pois sulkea, silla naytteissd tapahtui

eriasteista hyyteloitymista, ehka pektiinipitoisuudesta johtuen.

Niin kefiiri- kuin referenssinaytteetkin menettivat spektrien mukaan punaista
variaan. Taytyy kuitenkin huomioida, etta naytteiden pH oli melko korkea, eli pH
3,7 luokkaa. Antosyaanit menettavéat stabiilisuuttaan pH 3:n jalkeen, joten tulokset
olisivat voineet olla erityyppisid matalammassa pH:ssa. Ainakin tydssa tehdyissa
pH-sarjoissa matalin pH 2,8 vaikutti stabiilimmalta kuin korkeammat pH naytteet.
Myo6s pH 2,8 ndyte vanhasta pH-sarjasta oli pitanyt varinsd melko hyvin, joten
tulevissa kokeissa olisi hyva tutkia matalia pH-arvoja. Vanhojen pH-sarjoan
naytteiden vertailu uuteen pH-sarjaan antoi olettaa naytteiden vanhentumisen
vaikuttavan stabiliteettiin. Vanhemmat pH-sarjan naytteet reagoivat huomattavasti
vahvemmin valokokeeseen, kuin wuusi sarja. Tuloksista voidaan olettaa
vanhempien naytteiden reagoivan vahvemmin prosessointiin, eli vériaineen

vanheneminen vaikuttaisi heikentavan prosessinkestokykya naytteissa.
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Kefiirifermentoinnilla saatu variaine vaikuttaisi tutkimuksen perusteella niin
voimakkaalta, etta hyviin kivennaisveden varjaystuloksiin riittaisi vahempikin
maara marjaa. Referenssiin verraten kefiirifermentoitua variainetta tarvitsi laittaa
alle kolmannes, jolloin voitaneen olettaa ettd yksi kolmasosa kaytetysta
marjamaarasta voisi olla riittdva hyvélaatuiseen variaineeseen. Tutkimuksessa
kaytetyn marjamaaran kayttéa voidaan kuitenkin tukea oletuksella, etta variainetta
tutkimuksen kaltaisilla maarilla, tarvitsee laittaa vdhemman kuin laimeammalla
variaine sovelluksella. Taméa voinee vahentda tuotteessa mahdollisesti esiintyvia
makuvirheitd, joita variksenmarjasta voinee tuotteeseen tulla. Makuprofiilin
muutosta tydssa ei ole tutkittu, joten tutkimuspohjaa makuprofiilin vaikutuksesta

tuotteeseen ei ole.

Mielestani kefiirifermentointi on hyvin kiinnostava sovellus jonka uskoisi toimivan
hyvin myds teollisuuskaytossa. Fermentointi oli tutkimuksessa yksinkertainen ja
helppo sovellus, jota pystyttaisiin  hyddyntamaan myos teollisuuskaytossa.

Sopivassa lampdtilassa fermentointi tapahtuu kolmessa vuorokaudessa.

Kefiirifermentoinnilla saatu variaine vaikuttaisi tutkimuksen mukaan myds
stabiilimmalta kuin vesiliuotuksella saadut variaineet. Kivenndaisvetta varjatessa
kefiirifermentoinnilla saatu variaine oli vahvempi kuin murskatuista- tai
kokonaisista marjoista saadut variaineet. My0s valokokeen ja varsinkin
pimeasailytyksen osalta kefiirindytteiden stabiliteetti vaikutti huomattavasti
paremmalta, ja kefiirinaytteet olivat myds varisailyvyydeltaan parempia kuin
referenssinaytteet. Viiden kuukauden pimeasailytyksessa minisentrifugiputkissa
olleet kefiirinaytteet sailyttivat punaisen varinsa huomattavasti paremmin kuin
l&ahes varittomiksi muuttuneet referenssit. Kefiirinaytteiden vari oli silmamaaraisesti

hieman oranssimpi, mutta vari oli kuitenkin sailynyt.

5.3 Kiinnostavat ja suositeltavat lisatutkimukset

Varin sailyvyyttd tulisi tutkia erityyppisissa varastoinneissa tutkien valon,
lampdotilan ja sailytysajan vaikutusta variaineeseen. Varsinkin kefiirifermentoinnilla
saadun variaineen jatkotutkimukset olisivat hyvin mielenkiintoisia. Myos kemialliset

analyysit néille naytteille olisivat mielenkiintoisia ja voisivat selittaa tydssa saatuja
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tuloksia. Tulevissa tutkimuksissa olisi hyva kayttdd happamempia puskureita niin,
ettd saataisiin tutkittua varin kayttaytymista pH 1-pH 3 valilla, jolloin stabiliteetin

pitaisi antosyaaneilla olla parhaimmillaan.

Jaatelon varjaysta olisi ollut mielenkiintoista kokeilla, silla pakasteissa ei ainakaan
valo paase haalistamaan varid. Tosin meijerituotteissa pH on usein melko korkea,
joten variksenmarjan antosyaanit saattavat jaatelotuotteissa muuttua sinisen tai

violetin savyiseksi.

Myos variksenmarjaa kuivattuna, tai jauhettuna voitaisin  hyodyntaa
terveysvaikutteisissa elintarvikkeissa. Myos kuivatut variaineet ovat teollisuudessa
kaytossa, ja kuivattu variksenmarja variainekin voisi olla mielenkiintoinen
sovellutus, silla kuiva-aineessa vadripitoisuus variainemaaréd kohden on
huomattavasti korkeampi kuin tytssé kaytetyissd mehustepohjaisissa vareissa.
Jauhemaisten Kuivattujen antosyaanien varin stabiilisuutta tutkittiin Ibrahimin
(2011) tutkimuksessa, ja todettiin jauhemaisen antosyaanin olevan stabiilimpi kuin
mehumaisen. Tutkimuksessa myds todetaan jauhemaisen antosyaanin voivan

toimia hyvin elintarvikepakkausten pH-indikaattoreina.

Myds antosyaanien kopigmentointia on alettu tutkimaan, ja sita voitaisiin myds
variksenmarjan antosyaanien kohdalla tutkia lisda. Kopigmentaation ideana on
lisata varillisen antosyaanin kanssa vuorovaikutteinen antosyaani tai orgaaninen
yhdiste, joka aiheuttaa antosyaanin varille vahvemman stabiliteetin muuttamatta

Varia.
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6 Virhearviot ja -menetelmat

Kokonaisenkauran ja marjamurskan Rhizopus oligosporus -fermentointindytteessa
olisi saanut luultavasti olla enemman nestetta, silla tutkimuksessa ei tasta erasta
saatu mehua ollenkaan tutkittavaksi. Mahdollista on etta R.O. muodosti niin paljon
rihmastoa etta se sitoi nesteen sisdan. Luultavasti variaine ei olisi eronnut paljoa
onnistuneesta kaurahiutale-marjamurska fermentoinnissa saaduista naytteista,
mutta mikali tutkimus toistetaan, pitaisi naytteessa mahdollisesti olla enemman

nestetta.

Myds Kaurahiutaleella tehdyssa sieni fermentoinnissa olisi luultavasti kannattanut
olla hieman vdhemman kaurahiutaletta, silla naytteet turposivat todella paljon.
Kaurahiutaleet myos sitoivat vettd, ja haittasivat suodatusta, silla liika
puuromaisuus ehti mehua suodattumasta kunnolla. Kaurahiutalepohjaisessa
fermentoinnissa olisi myds hyva miettia vaihtoehtoista suodatustapaa, silla
puuromainen massa jai kiinni suodatinpaperiin, jolloin neste ei meinannut paasta

l&pi ollenkaan. Puuro-massaa tuli sekoitella koko suodatuksen ajan.

Spektrofotometrilla otetuissa absorbanssi arvoissa seka Vernier-laitteistolla
otetuissa spektreissa oli eroavaisuuksia arvoissa. Absorbanssi nayttivat
valokokeessa nousevan aallonpituudella 520nm, mutta spektreissa ei 520nm
aallonpituudella ollut endd huippukohtaa. Uskoisin taman selittyvdn naytteiden
hyyteloitymisella sekd nesteen haihtumisella. Valokokeen aikana kannellisista
minisentrifugiputkista ei tullut aina taytta kyvetillistd, vaikka ennen valokoetta
saatiin koko kyvetillinen naytettd. Osa naytteista hieman hyytel6ityi valokokeen
aikana, jolloin absorbanssi mittaukseen ei saatu kaadettua hyytelditynyttd osaa
kyvettiin. Hyytelditymisen voi selittdd variksen marjan pektiinipitoisuus, pektiinin
tunnetusti aiheuttaessa hyytel6itymista. Valokokeen aikana minisentrifugiputkissa
olevat naytteet “hikoilivat” sisdpuolelta, joten néaytteista on saattanut haihtua
hieman nestetta, mutta varmuutta haihtumisesta ei ole. Absorbanssiarvojen nousu
kuvaa vari-intensiteetin kasvua, jolloin loogista on, etta nesteen véhentyessa vari-

intensiteetti nousee.

Spektrofotometrin  mittaustuloksiin  vaikuttavat myds mahdolliset kemialliset

muutokset naytteesta tai laitteen instrumentaaliset tekijat. Kemiallisia virheita



1

voivat olla muun muassa liian suuri tai pieni konsentraatti naytteessa, naytteen eri
ainesosien reagoiminen keskenéan, liuoksen epatasaisuus, naytteen hajoaminen
tai naytteen ionisoituminen. Myds hapen on huomattu vaikuttavan antosyaanien
pH:ta nostattavasti, jolloin varisdvy voi muuttua ja stabiliteetti heikentya.
Kemiallisten virhelahteiden mahdollisuutta ei voida pois sulkea. Myds laitteessa on
mahdollista olla instrumentaalisia vikoja, mutta niista ei ainakaan spektrofotometrin
kayttajat ole raportoineet, joten naiden virhelahteiden mahdollisuus on vahainen.
Virhelahteita on naytteenotossa minimalisoitu varmistamalla, ettei nayte ole samea

tai kupliva seka, etta kyvettien taytté on ollut ohjeen mukainen.

Absorboinnin kasvuun on voinut myds mahdollisesti vaikuttaa liuoksen pH
muutokset. Sirkid (2013,13) mainitsee liuoksen pH:n vaikuttavan absorbanssin
kasvuun sek& huomauttaa absorbanssin kasvun olevan voimakkaampaa heikosti

happamissa liuoksissa kuin happamammissa liuoksissa.

Vernier-laitteistolla otettujen spektrien eroavaisuus spektofotometrin
absorbanssiarvoon voinee johtua siitd, ettd spektofotometrin lamppu kayttaa
UV/VIS valoa. 2012 vuonna tehdyssa Kiinalaistutkimuksessa (Ma 2012) on tutkittu
palsamikdynntksesta eristettyjen antosyaanien stabiilisuutta, ja huomattu
antosyaanien hajontaa UVC, UVB ja UVA valossa. Luultavaa kuitenkin on, ettei
spektrofotometrin lyhyen valotuksen pitdisi aiheuttaa antosyaanien tuhoutumista,
joten eroavaisuuksille ei ole tiedossa selvaa syyta.
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LIITE 1 Kefiirin valmistusohje

Kefiirin ohje

Herateltiin jadkaapissa sadilytetyt kefiirit lisdamalld kefiirinsiemenet ravintoliuokseen. Tehtiin kahteen
suureen lasipurkkiin kahden litran annokset kefiirin ravintolienta.

Resepti:

2lvettd

8tl kefiirinsiemenia

2-3 sitruunaviipaletta (hyvin pestyna seké pilkottuna)
1 dl rusinoita

nldl sokeria

inkivaaria

{ruoka soodaa)

Kefiirinsiemenet saivat herdilld kannella peitettynd huoneenldammdssd kolme paivad. Kefiiripurkeista
mitattiin alkcholipitoisuus toisena paivang, jolloin todettiin kdymista tapahtuneen. Kefiiriliemesta
poistettiin reikdkauhan avulla sitruunat, rusinat sek inkivaarit. Lientd kdytettiin toissa ja kefiirinsiemenet
erotettiin liemesta ja huuhdottiin siivildssd. Huuhdotut kefiirin siemenet laitettiin muovirasioihin, 8tl
kefiirinsiemenia, vettd sekd 1tlsokeria. Kefiirinsiemenet laitettiin jdkaappiin odottamaan seuraavaa
kasvatuserda.



