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Opinnaytetyon tavoitteena oli selvittaa, millainen esikasittelymenetelma on toimivin sian,
etenkin tayskarjujen, silavalle. Tyon teoriaosuuden tavoite on perehtya tayskarjuissa
karjunhajua aiheuttaviin yhdisteisiin seka tutkimusmenetelmiin, joihin silavan esikasitte-
lya voitaisiin hyodyntaa. Esikasittelymenetelmaa tarvitaan huoneenlammassa kiintean
silavan rasvan ja sen sisaltaman kiintoaineen erottamiseksi mahdollisista tutkittavista
yhdisteista. Tyon pohjalta kehitettaisiin Seindjoen ammattikorkeakoulun (SEAMK) labo-

ratoriossa kayttoon otettava esikasittelymenetelma.

Opinnaytetydssa toimivinta esikasittelymenetelmaa selvitettiin SEAMKin analyysilabora-
toriossa sulattamalla silavanaytteita ja uuttamalla niita kahteen eri alkoholiin. Tutkimus
toteutettiin seka tayskarjun silavalla etta kastroidusta siasta saadulla kontrollisilavalla.
Samalla tutkittiin, vaikuttaako silavan palakoko menetelman etenemiseen tai tuloksiin.

Aikaansaatujen uutosten ulkonakoa ja tilavuutta vertailtiin keskenaan.

Opinnaytetyon tulosten perusteella etanolilla uutetuista naytteista saatiin irti hiukan
enemman uutosta kuin metanolilla, eika silavan palakoolla ollut juuri vaikutusta uutto-
saantoon tai silavan sulamiseen. Naytekohtaiset tulokset vaihtelivat kuitenkin melko pal-
jon. Esikasittelymenetelma vaatii seka hienosaatoa etta todentamiskeinoja, ennen kuin

sita voidaan alkaa kayttamaan tarkoituksenmukaisesti laboratoriossa.
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The aim of the thesis was to find out the optimal preparation method for pork back fat,
especially for fat obtained from boars. The aim for the theoretical parts of this thesis was to
look into the substances that cause boar taint in uncastrated boar back fat, as well as
procedures in which the preparation method could be utilized. The method is required in
order to separate the fat, which is solid in room temperature, and other solids from the
substances the boar fat contains. The preparation method was meant to be then utilized in
Seinajoki University of Applied Sciences (SEAMK) laboratory.

The optimal preparation method was studied in SEAMK laboratory by melting samples of
pork back fat and extracting them using two different types of alcohol. Both castrated and
uncastrated boar back fats were used in the study. The potential effects of different sample
textures on the results were also studied. Finally, the outward appearance and volume of
finished extracts from different samples were compared together.

The results indicate a slightly greater yield of extract using ethanol rather than methanol
and that the sample texture provides no significant effect on the final extract, although the
results differ somewhat from sample to sample. The preparation method requires more
adjusting as well as verification before it can be used in the laboratory as intended.

' Keywords: animal fats, preliminary treatment, extraction



SISALTO
Opinnaytetyon tivistelma ... 2
ThesSiS @abStract ..........ei i 3
SISALTO .ottt 4
Kuva-, kuvio- ja taulukkoluettelo ... 5
Kaytetyt termit ja lyhenteet............oo 7
T JOHDANTO Lo 8
2 OPINNAYTETYON TAUSTA ..ot 10
2.1 Karjunhaju ja sen aiheuttajat ... 10
2.2 Karjunhajun ehkaisymenetelmat ... 11
2.3 Lainsaadannon MUULOKSEL .........ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 12
2.4 UUtaMINEN ..ottt 12
2.5 SpeKtrofotometria........coooo oo 13
P2 T 1 =T 1 PP 14
3 MATERIAALIT JAMENETELMAT ..o, 16
3.1 TYOSUUNNITEIMA ... e e e e e e e s 16
3.2 LaboratoriotyOn totEULUS..........uiie e 17
4 TULOKSET ...ttt e e e e e e e e e e e eeaas 24
5 JOHTOPAATOKSET ...t 34
B POHDINT A . e e e e e e e e e aaas 36

LAHTEET ..ottt ettt eae e 38



Kuva-, kuvio- ja taulukkoluettelo

Kuvio 1.0pinnaytetyon tydsuunnitelman prosessikaavio. .............ccooveeeeiiieiiiiiiiiieeeeeeeeeeees 17
Kuva 1. Yksi tutkittavista silavanaytteista. ... 18
Kuva 2. Silavanaytteiden sulatus vesihauteessa ...............ccccovviiiiiiiiii e, 19
Kuva 3. Eri tavoin pilkotut silavanaytteet Duran-pulloissa ennen sulatusta........................ 21
Kuva 4. Uutettu silavanayte ennen (vas.) ja jalkeen (oik.) sentrifuugauksen .................... 24
Taulukko 1. Ensimmaisen etanolilla uutetun kontrollisilavan saanto.................cccccccvvnnnee. 25
Taulukko 2. Etanolilla uutetun kontrollisilavan tulokset. ................ccccooiiiie 26
Kuva 5. Etanolilla uutettu tayskarjun PIL-sarja ennen sentrifuugausta .............................. 26
Kuva 6. Etanolilla uutettu tayskarjun PIL-sarja sentrifuugauksen jalkeen. ........................ 27
Taulukko 3. Etanolilla uutetun tayskarjun tulokset. ..., 28
Kuva 7. Metanolilla uutettu tdyskarjun KOK-sarja ennen sentrifuugausta ......................... 29
Kuva 8. Metanolilla uutettu tayskarjun KOK-sarja sentrifuugauksen jalkeen ..................... 29
Taulukko 4. Metanolilla uutetun tayskarjun tulOKSet. ... 30
Kuva 9. Metanolilla uutetun kontrollisilavan KOK-sarja ennen sentrifuugausta ................. 31
Kuva 10. Metanolilla uutetun kontrollisilavan KOK-sarja sentrifuugauksen jalkeen ........... 31
Taulukko 5. Metanolilla uutetun kontrollisilavan tulokset. ... 32
Taulukko 6. Kontrollisilavan uuttosaanto eri liuotimilla. ..............ccccoooiis 33

Taulukko 7. Tayskarjun silavan uuttosaanto eri liuottimilla. .................cooiiiiiiii . 33






Kaytetyt termit ja lyhenteet
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Molekyyliyhdiste, jossa toinen atomeista vetaa jaettua elektroni-
paria voimakkaammin puoleensa ja aikaansaa vastakkaiset osit-

taisvaraukset eri atomeille

Molekyyliyhdiste, jossa molemmat atomit vetavat elektroneja yhta

voimakkaasti eika etomien valilla ole varauseroja

Sian suolistossa syntyva tryptofaanin hajoamistuote, joka aiheut-

taa hajuvirheita tayskarjun lihaan

Optinen mittauslaite, joka heijastaa valoa tutkittavaan nayttee-

seen ja mittaa siihen absorboituneen valon maaraa

Kastroimaton urossika



1 JOHDANTO

Tama opinnaytetyo perehtyy silavaan ja sen esikasittelymenetelmiin, etenkin karjunha-
jun tutkimuksen nakokulmasta. Silava on sian nahanalaista rasvaa, jota kaytetaan elin-
tarvikkeissa seka raaka-aineena laardin valmistuksessa. Silavaan kertyy helposti rasva-
liukoisia yhdisteita sian elimistosta, joten silavaa tutkimalla voidaan arvioida, esiintyyko

sian ruhossa esimerkiksi epamiellyttavaa karjunhajua aiheuttavia yhdisteita.

Normaalissa olomuodossaan silava on hyvin kiinteaa, mika rajoittaa sille sopivia tutki-
musmenetelmia. Lisaksi silava sisaltaa kiintoainesta, mika haittaa sen tutkimista. Sila-
van esikasitteleminen mahdollistaa sen tutkimisen myds menetelmilla, jotka vaativat
nestemaista naytetta, kuten esimerkiksi spektrofotometrilld. Laaja-alaisemmat tutkimus-
menetelmat ovat eduksi etenkin kastroimattomien karjujen eli tayskarjujen silavan tutki-
mista varten. Tayskarjujen silavaan kertyy skatolia, joka yhdessa hormoni and-

rostenonin kanssa aiheuttaa osaan karjuista karjunhajua. Epamiellyttavaksi koettu kar-

junhaju voi vahentaa sianlihan houkuttelevuutta kuluttajille, joten sita aiheuttavien yhdis

teiden etsiminen tayskarjujen ruhoista on tarkeaa tayskarjuja teurastettaessa.

Suomessa karjunhajun riskia ehkaistaan karjuporsaita kastroimalla. Viimeisin laki elain-
ten hyvinvoinnista nostaa kastraation vaatimuksia, mika nostaa toimenpiteen kustan-
nuksia seka tydmaaraa. Yksi vaihtoehto kastraatiolle voisi olla kasvattaa tayskarjuja ja
tarkistaa niiden lihan skatolipitoisuus teurastuksen jalkeen. Talla hetkella tayskarjuja
kasvattavissa maissa skatolin etsinta ruhoista tehdaan aistinvaraisesti, mika vaatii ih-
misresursseja ja on altis inhimillisille virheille. Mahdollisuus maarittda esimerkiksi skato-
lin maara naytteesta koneellisesti voisi tarjota varmemman tavan selvittaa karjunhajua
sianruhoista. Karjunhajun syntymiseen vaikuttavat myos esimerkiksi sikojen ruokinta ja
elinolosuhteet. Helpottamalla karjunhajun selvittamista naytteista mahdollistetaan myos
laajemman skaalan tutkimus karjunhajun yhteydesta teurastettujen karjujen eri muuttu-

jiin (mm. ika, elinolosuhteet, ruokavalio ym.).



Taman opinnaytetyon tavoitteena on I6ytaa esikasittelymenetelma, joka mahdollistaa
silavan tutkimisen uusilla menetelmilla. Kehitetty esikasittelymenetelma on tarkoitus ot-

taa kayttoon Seinajoen ammattikorkeakoulun (SEAMK) laboratoriossa.

Opinnaytetyon teoriaosuudessa kasitellaan karjunhajua ja sen ehkaisymenetelmia. Li-
saksi osiossa perehdytaan uuttamiseen seka maaritysmenetelmiin, joilla esikasiteltya
silavaa voitaisiin tutkia. Opinnaytetyon kaytannon osuudessa keskitytaan silavan esika-

sittelymenetelman kehittdmiseen laboratorio-olosuhteissa.

Opinnaytetyon alkuperainen suunnitelma oli uuttaa esikasitellysta silavasta karjunhajua
aiheuttavaa skatolia ja selvittaa, voidaanko sita tutkia spektrofotometrilla. Tama olisi kui-
tenkin paisuttanut tyon aiheen liian laajaksi ja opinnaytety0 rajattiin kattamaan pelkas-
taan silavan esikasittelyn. Esitelty esikasittelymenetelma avaakin ensisijaisesti lisaa tut-
kimusmahdollisuuksia skatolin ja muiden rasvaliukoisten yhdisteiden tutkimiseen esi-

merkiksi tulevissa SEAMKIin opinnaytetoissa.
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2 OPINNAYTETYON TAUSTA

2.1 Karjunhaju ja sen aiheuttajat

Karjunhaju on epamiellyttavaksi koettu haju, jota kehittyy joidenkin karjujen lihaan niiden
saavuttaessa sukukypsyyden (Hankkija, i.a.). Haju tulee esiin lihaa kypsennettdessa, kun
sita aiheuttavat yhdisteet muuttuvat haihtuvaan muotoon. Karjunhajua aiheuttaa paasaan-
toisesti kaksi yhdistetta: skatoli ja androstenoni (Hankkija, i.a.). Suomessa yhdisteiden ai-
heuttaman hajuvirheen raja-arvoina pidetaan skatolille 0,2 pg ja androstenonille 1,5 ug

grammassa rasvaa.

Skatolia eli 3-metyyli-indolia muodostuu sian suolistossa, kun bakteerit pilkkovat ravin-
nosta saatua tryptofaania (Deslandes ym., 2001). Skatolia voi muodostua myos marehtijoi-
den potsissa. Marehtijoille skatoli on myrkyllista ja se voi aiheuttaa kuolemaan johtavaa

keuhkoddeemaa seka keuhkojen vajaatoimintaa.

Toisin kuin marehtijoille, sioille skatoli ei ole myrkyllista (Andresen, 2006). Suolistossa
muodostunut skatoli kulkeutuu maksaan ja hajoaa. Sukukypsilla karjuilla osa skatolista kul-
keutuu kuitenkin maksan lapi hajoamatta ja kertyy sen sijaan rasvakudoksiin. Taman puut-
teellisen hajoamisen syyksi oletetaan kivesten toimintaa ja hormoneja, silla skatolia muo-
dostuu sikojen suolistossa elaimen sukupuolesta riippumatta mutta sita kertyy ainoastaan
karjujen rasvakudoksiin. Skatolin sulamispiste on 95-97 °C, ja kiehumispiste 265-266 °C
(Pubchem, i.a.a). Yhdiste liukenee kuumaan veteen, alkoholeihin, bentseeniin, kloroformiin

ja eetteriin.

Androstenoni on sian kiveksissa muodostuva steroidi (Andresen, 2006). Sita erittyy kiima-
aikana sylkeen, jossa se toimii lisaantymiskayttaytymista stimuloivana feromonina. Rasva-
hakuisena molekyylina androstenoni kertyy rasvakudoksiin, mutta skatolin tavoin osa and-
rostenonista hajoaa myds maksassa. Androstenoni on todettu ainakin osatekijaksi skatolin
epataydelliseen hajoamiseen karjujen maksassa (Doran ym., 2002). Se hairitsee skatolia

hajottavan entsyymin toimintaa, jolloin skatolia paasee kertymaan rasvakudoksiin.
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Androstenonin sulamispiste on 140-141 °C valilla ja sen kiehumispiste on 371-372 °C
(Pubchem, i.a.b).

2.2 Karjunhajun ehkaisymenetelmat

Karjunhajun esiintymiseen voidaan vaikuttaa karjujen ruokinnalla. Hankkijan (i.a.) ruokinta-
kokeilun mukaan rehu, jossa on matala valkuaispitoisuus seka fermentoituvia hiilihydraat-
teja, jotka vahentavat skatolin muodostumista sian paksusuolessa. Skatolin imeytyminen

myos vahenee, kun rehun kuitu lyhentaa sen viipymaaikaa suolessa.

Suomessa yleisin karjunhajun hallintakeino on karjuporsaiden kastrointi. Porsaat kastroi-
daan alle viikon ikaisina kirurgisesti, jolloin porsaan kivesten iho viilletaan tai leikataan auki
ja kivekset vedetaan ulos seka siemennuora katkaistaan (Heinonen, 2021). Suomessa
porsaita ei puuduteta eika nukuteta ennen kastraatiota, mutta toimenpiteen jalkeen niille
annetaan tulehduskipulaaketta. Itse toimenpide on lyhytkestoinen, mutta aiheuttaa por-
saalle vakavan kudosvaurion ja voimakasta kipua. Kastroiminen ilman paikallispuudutusta
tai nukutusta on kiellettya Ruotsissa, Norjassa, Tanskassa ja Saksassa. Sen sijaan Belgi-

assa kastroitaville porsaille annetaan Suomen tapaan pelkastaan tulehduskipulaaketta.

Ennen kastraatiota porsaille voidaan antaa paikallispuudutetta, mutta tahan liittyva kiin-
niotto ja puudutusaineen pistaminen aiheuttaa kipua ja stressia porsaalle seka lisatyota ja
kustannuksia sikojen kasvattajalle (Heinonen, 2021). Paikallispuudutusta kaytetdan kast-
raation apuna Ruotsissa, Norjassa ja Tanskassa. Saksassa ja Hollannissa porsaat nukute-
taan inhalaatiokaasulla ennen kastraatiota. Nukuttavina kaasuina kaytetaan 1ahinna hiilidi-
oksidia, joka on verrattain halpaa mutta teholtaan heikkoa, tai kallimpaa mutta tehokkaam-

paa isofluraania.

Immunokastraatio on vaihtoehto kirurgiselle kastraatiolle. Immunokastraatiossa yli kahdek-
san viikon ikaiselle porsaalle annetaan rokote, joka tuottaa vasta-aineita aivoista vapautu-
valle GnRH:lle eli gonadotropiineja vapauttavalle hormonille (Heinonen, 2021; Kiviaho,
2013). Talloin kivekset eivat kehity normaalisti, minka johdosta skatolin ja androstenonin
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pitoisuudet rasvakudoksessa vahenevat eika karjunhajua muodostu. Rokote annetaan
porsaille kahdesti kuukauden valein (Kiviaho, 2013). Immunokastraatiorokotteella ei ole
kliinisia haittavaikutuksia, mutta rokotteen antamiseen liittyva kasittely ja neulan pisto ai-

heuttavat lisastressia porsaille.

Kastroidun karjun eli leikon liha on laadultaan erilaista kuin tayskarjuilla (Heinonen, 2021).
Leikkojen liha on yleensa tayskarjuja rasvaisempaa ja sen pH on tayskarjua korkeampi.
Myds lihan rasvan laatu on erilaista, silla leikon rasvassa on enemman tyydyttyneita rasva-
happoja. Tyydyttyneilla rasvahapoilla on tyydyttymattomia korkeampi sulamispiste, eivatka

ne harskiinny yhta herkasti (Aryal, 2022).

2.3 Lainsdaadannon muutokset

Vuoteen 2023 saakka voimassa ollut eldinsuojeluasetus (396/1996, 6 luku 23 §) salli enin-
taan viikon ikaisten porsaiden kastraation kudoksia repimatta patevan henkilon suoritta-
mana. Tata vanhemman porsaan kastraation sai suorittaa pelkastaan elainlaakari kayttaen
asianmukaista kivunlievitysta ja anestesiaa. Alle viikon ikaisten sikojen kastraatio ei laki-
saateisesti edellyttanyt tulehduskipulaaketta, mutta lihatalot edellyttivat sen antamista

asiakastiloiltaan (Heinonen, 2021).

Vuonna 2024 voimaan astunut laki eldinten hyvinvoinnista (693/2023) tiukentaa karjupor-
saiden kastraatiomenetelmia. Tuotantoelaimena pidettavien sikojen kirurginen kastraatio
kielletaan 1.1.2035 alkaen (693/2023, 16 luku 126 §). Muutoin kastraation saa suorittaa
elainlaakari tai muun tarvittavan koulutuksen tai osaamisen omaava henkil6 (693/2023, 3
luku, pykalat 15 ja 16). Mikali toimenpiteesta seuraa muuta kuin lievaa ja hetkellista kipua,

tulee siina kayttaa kivunlievitysta.

2.4 Uuttaminen

Uuttaminen on kemiallinen erotusmenetelma, joka perustuu yhdisteiden erilaisiin liukoi-

suusominaisuuksiin (Orgaanisen kemian verkosto, 2005). Siina kemiallisia yhdisteita tai
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yhdisteryhmia eristetaan liuoksista, kiinteista seoksista tai kaasuista liuottimia kayttamalla
(Opetushallitus, i.a.a). Orgaanisessa kemiassa uuttamista kaytetaan eristettaessa liuen-
neita aineita liuoksesta, eristettdessa jotain komponenttia kiinteasta seoksesta liuottimeen

tai poistettaessa liukoisia epapuhtauksia reaktioseoksesta.

Uuttamismenetelmat voidaan jakaa jatkuvauutoksi ja aktiiviseksi uutoksi (Orgaanisen ke-
mian verkosto, 2005; Opetushallitus, i.a.a). Aktiivinen uutto perustuu uutettavan aineen ja
liuottimen valiseen reaktioon, jonka ansiosta uutettavasta aineesta syntyy uusi yhdiste.
Saatu yhdiste on liukoisuusominaisuuksiltaan erilainen kuin reagoimaton yhdiste. Jatkuva-
uutolla puolestaan voidaan samalla liuotinmaaralla suorittaa lukemattomia uuttoja liuotinta
kierrattamalla. Jatkuvauutossa hyddynnetaan usein Soxhlet-uuttolaitetta, joka kuumentaa

liuottimen hoyryksi ja palauttaa sen takaisin keittoastiaan.

Uuttamisessa kaytettava liuotin maarittyy erotettavan aineen perusteella (Opetushallitus,
i.a.a). Poolittomien aineiden, kuten rasvojen ja 6ljyjen, erottamisessa liuottimena kayte-
taan hiilivetyja, hiilivetyseoksia ja kloorattuja hiilivetyja. Poolillisten aineiden uuttamisessa

kaytetaan vetta tai alkoholeja.

2.5 Spektrofotometria

Spektrofotometri on optinen mittauslaite, jota kaytetdan aineiden tunnistamiseen seka nii-
den puhtausasteen ja pitoisuuden maarittamiseen nayteliuoksessa (Solunetti, 2006b). Lait-
teen toimintaperiaate perustuu Lambert-Beerin lakiin, joka maarittelee valon pidattayty-

mista aineeseen.

Spektrofotometria kaytettdessa laitteeseen asetetaan nestemaista naytetta sisaltava ky-
vetti, jota valaistaan eri aallonpituuksilla. Sen jalkeen laite laskee, kuinka suuri osa valosta
absorboitui liuokseen (Solunetti, 2006a). Spektrofotometrien yleisin aallonpituuden vaihte-
luvali on ultraviolettisateilysta (100—400 nm) infrapunasateilyyn (700—1000 nm) (Makela,
2024). Orgaanisia yhdisteita tutkittaessa kaytetdan useimmiten UV-valoa, silla niiden mo-

lekyylit ovat useimmiten varittdmia eivatkd ne absorboi ndkyvaa valoa (Jaarinen &
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Niiranen, 2008, s. 54). Absorboimattomiin naytteisiin voidaan myds tarvittaessa lisata vari-
reagensseja. Talloin reaktion tulee olla selektiivinen, jotta naytetaustan muut komponentit

eivat hairitse mitattavan johdoksen absorptiota.

Spektrofotometriaa hyddynnetaan elintarvikealalla laadunvalvonnassa. Heiskasen (2016)
mukaan menetelmaa voidaan kayttaa esimerkiksi ruoan varin seka sokeripitoisuuden ana-
lysointiin. Spektrofotometrian avulla voidaan myos arvioida ruokadljyjen laatua ja puh-
tautta. Lisaksi menetelmalla voidaan maarittaa elintarvikkeiden fytiinihappo- ja laktoosipi-

toisuuksia seka veden epapuhtauksia, kuten fluoridia (Measurlabs, i.a.).

Spektrofotometriseen tutkimukseen opinnaytetydssa esitelty esikasittelymenetelma on tar-
peellinen, silla spektrofotometri tarvitsee nestemaisen naytteen toimiakseen. Sian silavan
sisaltamat yhdisteet on siis valttamatonta irrottaa kiinteasta rasvasta esimerkiksi uutta-

malla, jotta niitéd voidaan tutkia spektrofotometrisesti.

2.6 Titraus

Titraus on analyysimenetelma, jossa tutkittavaan naytteeseen lisataan tunnettua mittaliu-
osta joka reagoi naytteen kanssa seka varia vaihtavaa indikaattoriainetta (Opetushallitus,
i.a.b). Reagoivaa mittaliuosta lisataan, kunnes reagenssin ja naytteen valinen reaktio on
tapahtunut taydellisesti. Reaktion taydellisyys voidaan havaita indikaattoriaineen varimuu-
toksesta, tai laskea esimerkiksi sahkokemiallisilla keinoilla. Hyodyntamalla tunnetun rea-

genssiaineen pitoisuutta ja tilavuutta voidaan laskea tutkittavan aineen maara.

Elintarvikealalla titrausta hyddynnetaan esimerkiksi suolan ja happoisuuden maarittami-
seen elintarvikkeista (Hanna Instruments, i.a.). Menetelmalla voidaan tarkkailla seka elin-
tarvikkeen turvallisuutta etta laatua. Titrausta voidaan suorittaa seka kasin etta automaatti-

sia titrauslaitteita hyodyntaen.

Toinen titrauksen tarkea soveltamismenetelma elintarvikealalla on jodiluvun maaritys, jolla

voidaan maarittaa rasvan sisaltamien kaksoissidosten maaraa. Jodiluku maaritetaan
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liuottamalla tutkittava nayte kloroformiin, hiilitetrakloridiin tai etikkahapon ja hiilitetrakloridin
seokseen (Bockisch, 1998, s.804). Liuokseen lisataan tunnettu maara jodia, joka reagoi
rasvan kaksoissidosten kanssa. Reaktioajan paatteeksi yli jadneen, reagoimattoman jodin

maara selvitetaan titraamalla se natriumtiosulfaatilla.

Kuten spektrofotometriassa, myds titrauksessa hyddynnetaan nestemaisia naytteita. Taten

silava tarvitsee esikasitella, mikali sen sisaltamia yhdisteita halutaan tutkia titraamalla.
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3 MATERIAALIT JA MENETELMAT

3.1 Tyodsuunnitelma

Silavan esikasittelymenetelmaksi valikoitui UlIf Nonboen (1991, s.5) patentti skatolin uutto-
menetelmaksi sian ihrasta. Nonboen menetelmassa sulatetaan viiden gramman laardi-
nayte mikroaaltouunissa tai rasvaa sulatetaan irti suoraa sian ruhosta erilliseen astiaan.

Naytetta uutetaan sen jalkeen metanolissa kymmenen minuutin ajan.

Nonboen patentin pohjalta kehitettiin SeAMKin laboratorioon sopiva esikasittelymene-
telma. Patentista hyodynnettiin erityisesti naytekokoa ja uuttoaikaa. Laardin sijasta tutkitta-
vat naytteet otettaisiin sian silavasta, joka sisaltda kamaraa ja joka taytyy erottaa nayt-
teesta. Taten esikasittelymenetelman ohessa tutkittiin myds, millainen erottelumenetelma

olisi toimivin kamaran erottamiseksi uutetusta naytteesta.

Esikasittelymenetelmaa sovellettaisiin seka tayskarjun silavaan etta kastroidusta karjusta
saatuun kontrollisilavaan. Silavalaatujen eron lisaksi tutkittiin, vaikuttaako naytesilavan
pilkkominen tai jauhaminen esikasittelyn lopputulokseen millaan tavalla. Silavanaytteet
saatiin paikalliselta teurastamolta helmikuussa 2024 ja niita sailytettiin pakasteessa tutki-

muksen toteutukseen saakka. Tyosuunnitelman vaiheet ja variaatiot on esitetty kuviossa 1.
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Tutkittava silava }\‘

‘ Tayskarjun silavanéyte

Kontrollinayte

Naytepala

‘ Pilkotaan ‘ Jauhetaan ‘ ‘ Ei pilkkomista ‘

\.‘ Punnitaan 5 g naytetta /

‘ Sulatus vesmauteessa

‘ Lisataan 5 ml metanolia /\‘ Lisataan 5 ml etanolia ‘

Uutto 10 min

‘ Suodatus suodatinpaperilla Erotus sentrifugilla ‘

\ Uutosten arviointi /

Kuvio 1.0pinnaytetyon tydsuunnitelman prosessikaavio.

Esikasittelymenetelman tydsuunnitelman alkuperaisessa muodossa eri silavalaaduista
punnittiin 5 gramman kokoisia naytepaloja. Naytepaloista muodostettiin rinnakkaisnayt-
teita, joissa silava sulatettiin alkuperaisessa palakoossaan, pilkottiin pieniksi paloiksi tai
jauhettiin. Silavanaytteita kuumennettiin sen jalkeen kuumavesihauteessa sulamiseen
saakka, minka jalkeen sulanut rasva siirrettiin uuttopulloon. Pulloon lisattiin 5 millilitraa eta-
nolia tai metanolia ja seosta uutettiin sitten kymmenen minuutin ajan. Lopuksi uutettu
nayte eroteltiin silavasta ja kiintoaineesta suodatinpaperin lapi suodattamalla tai sentrifugin
avulla. Eri tavoilla kasiteltyjen naytteiden eroja vertaamalla arvioitaisiin optimaalisin muoto

silavan esikasittelylle.

3.2 Laboratoriotyon toteutus

Opinnaytetyon kaytannon osuus toteutettiin huhti-toukokuussa 2024 SeAMKin analyy-

silaboratoriossa. Tutkittavat silavanaytteet haettiin pakasteesta laboratorion jaadkaappiin
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sulamaan paivaa ennen tyon aloitusta (kuva 1). Uuttoty6 vaati paljon valmistelua ja ai-
kaa tutkittavien rinnakkaisnaytteiden kanssa, joten yksittaisena laboratoriopaivana tutkit-
tiin pelkastaan yhta silavalaatua ja liuotinta kerrallaan.

Kuva 1. Yksi tutkittavista silavanaytteista (Tauriainen, 2024, CC-BY-NC-ND).

Ensimmaisena laboratoriopaivana ryhdyttiin testaamaan alkuperaista tyosuunnitelmaa
kaytannon tasolla. Tydssa kaytettiin etanolilla uutettavaa kontrollisilavaa. Silavanaytteet
pilkottiin noin viiden gramman paloiksi, jotka jaettiin kolmeen naytesarjaan sulatusta edel-
tavan esikasittelytavan mukaan mahdollisimman suureksi jatettyina paloina, veitsella pie-
niksi paloiksi pilkottuna tai jauhettuna. Valmiit naytteet siirrettiin dekantterilaseihin odotta-
maan sulatusta. Alkuperaisessa suunnitelmassa jauhettavat silavanaytteet oli tarkoitus
jauhaa kasin morttelissa, mutta tdma osoittautui valittdmasti tehottomaksi menetelmaksi.
Jauhettavat naytteet olivat tdhan aivan liian sitkeita ja luiskahtelivat morttelissa jauhautu-

matta lainkaan.

Pilkkomisen jalkeen silavanaytteita ryhdyttiin sulattamaan. Ensimmaista naytetta kokeiltiin
sulattaa mikroaaltouunissa, mutta dekantterilasin muoto johti lilan suureen roiskumisriskiin
kuumennuksen aikana. Mikroaaltouni hylattiin ja naytteet paatettiin sulattaa kuumavesi-
hauteessa keittolevylla. Sulatus toteutettiin sarjoittain, eli samalla tavalla pilkotut naytteet

sulatettiin kattilassa yhta aikaa (kuva 2). Tasta seurasi suuri maara metelia ja tyoéta, kun
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dekantterilasit tarisivat ja kolisivat toisiaan vasten kiehuvassa vedessa. Hauteen lampdtila
osoittautui vaikeaksi saataa: korkeassa lampdtilassa veden kiehuessa dekantterilasit koli-
sivat huolestuttavan paljon, mutta matalammissa lampdtiloissa silavanaytteet eivat sula-

neet kunnolla.

1

Kuva 2. Silavanaytteiden sulatus vesihauteessa (Tauriainen, 2024, CC-BY-NC-ND).

Naytteista saatiin lopulta irrotettua pienehkon oloinen maara rasvaa, joka siirrettiin nayte
kerrallaan erotussuppiloon uutettavaksi. Suppiloon pipetoitiin 5 ml etanolia, minka jalkeen
silavanaytetta uutettiin vetokaapissa kymmenen minuutin ajan. Erotussuppilon kaytossa
todettiin nopeasti ongelmia silavan uutossa: naytteesta irronnut rasva ja kiintoaines jah-
mettyivat nopeasti suppilon sisalle ja tukkivat sen ohuen tyhjennysputken hyvin nopeasti.
Lisaksi naytteen kaatamisessa suppiloon sisalle ja sielta ulos jatkotoimia varten aiheuttivat
jonkin verran havikkia, mika on haitaksi silavan pienen naytekoon vuoksi. Lisahavikkia ja -
tydta muodostui myds, jos jo erotussuppiloon siirrettaessa yritettiin estella kiintoainespa-
loja paasemasta suppiloon sisalle. Talloin uutettavaa naytetta saatiin pienempia maaria,

mutta toisaalta erotussuppiloon paasi kertymaan hieman vahemman rasvaa per nayte.
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Uuttamisen jalkeen irti saatu uutos tuli erottaa rasvasta ja kiintoaineesta. Alkuperaisen tyo-
suunnitelman mukaisesti erottelua kokeiltiin seka suodatinpaperin etta sentrifugin avulla.
Ensimmainen nayte paatettiin suodattaa kaatamalla se suodatinpaperilla vuoratun suppi-
lon lapi pieneen mittalasiin. Suodatinpaperimenetelma osoittautui kuitenkin valittdmasti toi-
mimattomaksi, silla suodatettava nayte lahinna imeytyi suodatinpaperiin valumatta juuri-
kaan sen lapi. Pienen naytekoon ja suuren havikin vuoksi suodatinpaperimenetelma hylat-
tiin saman tien ja loput naytteet eroteltiin sentrifugin avulla. Silavanaytteet ajettiin neljan

naytteen sarjoissa 300 kierroksen minuuttinopeudella viiden minuutin ajan.

Toisena laboratoriopaivana ryhdyttiin testaamaan uudenlaisia kasittelyvaihtoehtoja edellis-
kerralla huomattujen toimimattomien menetelmien tilalle. Koska vesihaude oli sulatusme-
netelmana heikkotehoinen, siirryttiin mikroaaltouunisulatukseen ja dekantterilasit vaihdet-
tiin Duran-pulloihin. Ensimmaisen paivan tapaan naytesilavana kaytettiin kontrollisilavaa,
joka uutettiin etanolilla. Jauhettavat silavanaytteet kasiteltiin morttelin sijasta pienella kutte-

rilla hienoksi massaksi. Naytteet punnittiin ennen sulatusta analyysivaa’alla.

TyOssa kaytetyt Duran-pullot seka erilaiset silavanaytteet on esitetty kuvassa 3. KOK-
nayte on kokonaisena leikattu silavapala, PIL-nayte edustaa paloiksi pilkottuja naytteita ja

JAU-nayte on jauhettu kutterilla.
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Kuva 3. Eri tavoin pilkotut silavanaytteet Duran-pulloissa ennen sulatusta (Tauriai-
nen,2024, CC-BY-NC-ND).

Mikroaaltouunia varten Duran-pullot suljettiin 10ysasti korkeilla niin, ettei pulloista roiskuisi
rasvaa, mutta kuumennuksessa syntyvat kaasut paasisivat pakenemaan niista turvalli-
sesti. Silavanaytteita sulatettiin yksitellen noin kolmen minuutin patkissa eri tehoilla, jotta
toimivin sulatusteho ja -aika saataisiin selville. Taksi vakiintui lopulta 500 W teho noin kym-
menen minuutin ajan. Sulatus katsottiin valmiiksi, kun nayte oli lakannut kuplimasta mik-

rosta poistettaessa. Naytteen esikasittelylla ei havaittu vaikutusta sulamisnopeuteen.

Sulatetut naytteet uutettiin suoraa Duran-pulloissa ilman erotussuppiloa. Pulloihin pipetoi-
tiin 5 ml etanolia ja niita ravisteltiin voimakkaasti kymmenen minuutin ajan, pullon korkkia
raotettiin uuton aikana muutamia kertoja muodostuneiden kaasujen poistamiseksi. Uuton
aikana kaytettiin suojakasineita, silla pullot olivat melko kuumia mikrokuumennuksen jal-
keen. Saatu liuos kaadettiin suppilon kautta sentrifugiputkiin ja jatettiin odottamaan sentri-
fuugausta. Havaittiin, etta putkessa levatessaan naytteista alkoi erottua kaksi selkeaa
faasia: pohjalle kasautuva rasva- ja sakkafaasi, joka sisalsi putkeen seoksen mukana paa-

tyneet kiintoaineshiput, seka sen paalle nouseva liuosfaasi.
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Kun uutettuja naytteitad saatiin valmiiksi nelja kappaletta, ne siirrettiin sentrifugiin, jossa
niita ajettiin 400 kierroksen minuuttinopeudella viiden minuutin ajan. Lopuksi naytteista ir-
ronnut liuos mitattiin 10 ml mittalasilla niiden tarkemman tilavuuden selvittamiseksi. Koska
sentrifugiin mahtui kerrallaan vain nelja naytetta, paatettiin pieniksi paloiksi pilkottu PIL2-
nayte jattaa sentrifuugaamatta ja antaa sen erottua itsekseen erillisiksi faaseiksi. Tata me-
nettelya jatkettiin jokaisen laboratoriopaivan aikana ja sentrifuugaamatonta naytetta vertail-

tiin muihin naytteisiin sentrifuugauksen vaikutuksen tutkimiseksi.

Kolmantena paivana siirryttiin varsinaiseen tayskarjun silavaan. Uutossa kaytettiin edel-
leen etanolia. Silavanaytteet pilkottiin ja punnittiin edellispaivan tapaan Duran-pulloihin.
Yksittaisia, eri tavalla esikasiteltyja naytteita testailemalla tayskarjun silavan sulatustehoksi
maarittyi 500 W kahdessa viiden minuutin kuumennuspatkassa. Kuumennusten valissa
nayte poistettiin mikrosta hetkellisesti tarkistettavaksi ja sita pyoriteltiin kevyesti pullon poh-
jalla. Kuumennusmenetelman vakiinnuttua samalla tavalla esikasitellyt naytteet sulatettiin
kaikki yhta aikaa ja jatettiin mikroon odottamaan edellisnaytteen uuttamisen ajaksi, silla

sammuneenakin mikro piti naytteiden rasvan sulana riittdvan kauan tata varten.

Sulatuksen jalkeen silavanaytteet kasiteltiin samalla tavalla kuin edelliskerran kontrollisila-
vakin, naytteisiin pipetoitiin 5 ml etanolia ja niita uutettiin suojakasineet kadessa kymme-
nen minuutin ajan. Edelliskerrasta poiketen sentrifugiputkiin siirretyt naytteet punnittiin en-
nen sentrifugia, lisdksi putket punnittiin uudelleen sentrifuugauksen jalkeen, kun irronnut
uutos oli kaadettu mittalasiin. Koska tutkittavia naytteita oli yhteensa yhdeksan kappaletta
ja sentrifugiin mahtui kerrallaan nelja naytetta, paatettiin myds jattaa yksi naytteista sentri-

fugoimatta ja verrata sen laatua sentrifuugattuihin naytteisiin.

Kun seka kontrolli- etta tayskarjun silavaa oli uutettu etanolilla, siirryttiin metanolilla uutta-

misen puolelle. Kavi kuitenkin ilmi, ettd molemmat tutkittavat silavanaytteet olivat pilaantu-
neet jaakaappisailytyksesta huolimatta kayttokelvottomiksi noin viikon kuluttua niiden sula-
tuksesta. Pilaantuneet naytteet havitettiin ja tilalle haettiin pakasteesta uudet silavanaytteet

metanoliuuttoja varten.
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Kun uudet silavanaytteet olivat sulaneet kayttovalmiiksi, aloitettiin metanolilla uuttamisko-
keilut. Kokeet aloitettiin tayskarjulla, joka esikasiteltiin samanlaisissa rinnakkaisnaytesar-
joissa kuin etanolilla uutetut naytteet. Silavanaytteet sulatettiin 500 W teholla kahdessa vii-
den minuutin sarjassa kolme naytetta kerrallaan. Sulatuksen jalkeen naytepulloihin pipetoi-
tiin 5 millilitraa metanolia ja naytteita uutettiin 10 minuutin ajan. Uuton jalkeen naytteet siir-
rettiin sentrifugiputkiin, punnittiin ja ajettiin sentrifugissa 400 kierroksen minuuttinopeudella

viiden minuutin ajan. Sama ty0 toteutettiin viela verrokkisilavalla.
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4 TULOKSET

Ensimmaisen laboratoriopaivan tulokset merkattiin ylos epatarkasti ja hieman hajanaisesti.
Tutkittavat silavanaytteet punnittiin myos epatarkemmalla vaa’alla kuin myéhempien pai-
vien naytteet. Aikaansaadut uutokset olivat variltdan vaaleita ja sameita, eika niihin muo-
dostunut myohempina paivina nahtya rasvafaasia. Naytteiden vari kirkastui sentrifuugauk-
sen jalkeen silminnahden, kuten kuvassa 4 on esitetty. Yksittaisten sentrifugiputkien poh-
jalla erottui kuitenkin yksittaisia hippuja sakkaa. Uutosten pitoisuus arvioitiin ainoastaan
karkeasti suoraan sentrifugiputkien mitta-asteikosta. Koska jauhettavien naytteiden esika-

sittely epaonnistui, ei nahty tarpeelliseksi jatkaa niiden kasittelya eika taten niiden tuloksia

ole keratty yl0s.

Kuva 4. Uutettu silavanayte ennen (vas.) ja jalkeen (oik.) sentrifuugauksen
(Tauriainen,2024, CC-BY-NC-ND).

Silavanaytteista saatujen uutosten maarat on keratty taulukoihin 1-7. Naytteiden lyhen-

teilla viitataan niiden esikasittelytapaan: KOK-sarja on sulatettu yhtena kappaleena, PIL-



25

sarja pilkottiin pieniksi paloiksi ja JAU-sarja jauhettiin kutterilla. Ainoa poikkeus on ensim-

maisen paivan JAU-sarja, jota yritettiin jauhaa kasin.

Ensimmaisen laboratoriopaivan tulokset on esitetty taulukossa 1. PIL1-naytteen vahainen
saanto johtuu siita, etta kyseinen nayte kokeiltiin suodattaa suodatinpaperin lapi. Muut

naytteet ajettiin sentrifugilla.

Taulukko 1. Ensimmaisen etanolilla uutetun kontrollisilavan saanto.

Nayte Silavanaytteen massa (g) Uutoksen tilavuus (ml)
KOK1 5,0 5
KOK2 5,0 5
KOK3 5,0 5
PIL1 5,0 <1
PIL2 5,1 5
PIL3 5,0 5
JAU1 5,2
JAU2 5,1
JAU3 5,2

Mydhempina laboratoriopaivina naytteita ruvettiin punnitsemaan useammin ja eri tyovai-
heiden valissa, jotta saataisiin mahdollisimman tarkasti selville uutosten pitoisuus ja massa
seka tyon aikana syntynyt havikki. Uutettujen liuosten tilavuus mitattiin 10 millilitran mittala-

silla.

Etanolilla uutetut kontrollisilavanaytteet olivat variltdaan hieman kellertavia ja sameahkoja,
mutta sameus vaheni sentrifuugattaessa. Etanoliuutosten tulokset on kuvattu taulukossa
2.
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Taulukko 2. Etanolilla uutetun kontrollisilavan tulokset.

Nayte Silavanaytteen massa(g) Uutoksen tilavuus (ml)
KOK1 5,09 3,6
KOK2 5,11 3,4
KOK3 5,21 3,2
PIL1 5,22 2,8
PIL2 5,06 3
PIL3 5,15 1,4
JAU1 5,01 3
JAU2 5,10 2,9
JAU3 5,15 2,4

Tayskarjun silavanaytteiden ulkonako vaihteli voimakkaasti etanolilla uuttamisen jalkeen.
Suuri osa naytteista oli variltaan vaaleita ja sameahkoja, mutta osaan naytteistd muodostui
voimakkaampi keltainen savy. Naytekohtainen vaihtelu nakyi erityisen hyvin PIL-sarjassa,

jonka naytteet on kuvattu ennen sentrifuugausta kuvassa 5.

Kuva 5. Etanolilla uutettu tayskarjun PIL-sarja ennen sentrifuugausta (Tauriainen, 2024,
CC-BY-NC-ND).
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Sentrifugikasittely kirkasti uutettuja naytteita jonkin verran. Vaikutus nakyi erityisen hyvin
variltdan vaaleammissa naytteissa, kuten PIL1:ssa. PIL-sarja kokonaisuudessaan on

esitetty sentrifuugauksen jalkeen kuvassa 6.

PIL1 PIL2 PIL3

Kuva 6. Etanolilla uutettu tayskarjun PIL-sarja sentrifuugauksen jalkeen (Tauriainen,2024,
CC-BY-NC-ND).

Yhdessakaan tutkitussa naytteessa ei kuumennuksen aikana havaittu karjunhajua.
Tayskarjun silavaa tutkittaessa naytteita ryhdyttiin punnitsemaan useassa tyon vaiheessa,

jotta pystyttaisiin laskemaan saadun uutoksen massa pelkan tilavuuden lisaksi. Etanolilla

uutettujen tayskarjunaytteiden tulokset on kuvattu taulukossa 3.



Taulukko 3. Etanolilla uutetun tayskarjun tulokset.

Nayte Silavanaytteen massa (g) Uutoksen tilavuus (ml) Uutoksen massa (g)
KOK1 5,24 3,4 3,11
KOK2 5,12 2 1,81
KOK3 5,14 3,8 3,21
PiL1 5,12 3,4 2,94
PIL2 5,03 1,8 1,68
PIL3 5,23 2,4 2,36
JAU1 5,11 2,4 2,12
JAU2 5,03 2 1,78
JAU3 5,23 3 2,57

28

Metanolilla uutetut tayskarjunaytteet olivat keskimaaraisesti variltaan kellertavia, osa jopa

tummankeltaisia. Tummanvaristen naytteiden sisaltama sakka oli myds variltaan poikkeuk-

sellisen tummaa. Paivan tuloksia edustaa hyvin KOK-sarja, jonka naytteet on esitetty ku-

vassa 7 valittdomasti naytteiden uuton jalkeen. Sentrifuugaus vaikutti metanolinaytteisiin Kir-

kastavasti samoin kuten etanolilla uutettuihinkin naytteisiin, kuten kuvassa 8 on esitetty.
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Kuva 7. Metanolilla uutettu tayskarjun KOK-sarja ennen sentrifuugausta (Tauriainen, 2024,
CC-BY-NC-ND).

Kuva 8. Metanolilla uutettu tayskarjun KOK-sarja sentrifuugauksen jalkeen (Tauriainen,
2024, CC-BY-NC-ND).
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Muutaman tayskarjunaytteen saanto oli poikkeuksellisen heikko. Yksittaisesta naytteesta

ei lopulta irronnut kdytannossa lainkaan uutosta. Metanolilla uutettujen tayskarjunaytteiden

tulokset on kuvattu taulukossa 4.

Taulukko 4. Metanolilla uutetun tayskarjun tulokset.

Nayte Silavanaytteen massa (g) | Uutoksen tilavuus (ml) Uutoksen massa (g)
KOK1 4,98 1 1,0
KOK2 5,15 3,4 2,91
KOK3 5,16 3,3 2,76
PIL1 5,17 3,2 2,65
PIL2 5,20 1 1,06
PIL3 5,16 3,4 2,85
JAU1 5,10 0 0,04
JAU2 5,18 3 2,54
JAU3 5,31 3,2 2,71

Kontrollisilavasta saatiin metanolilla uutettua melko kirkasta liuosta, jonka naytekohtainen

heittely oli verrattain lievaa. Metanolinaytteita kuvastaa kuvassa 9 KOK-sarja ennen sentri-

fuugausta. Etenkin metanolilla uutettuun tayskarjuun verrattuna naytteiden vari oli huomat-

tavasti vaaleampi ja ne kirkastuivat sentrifugissa hyvin, kuten kuvassa 10 KOK-sarjasta

nakyy. Metanolilla uutetun kontrollisilavan tulokset on kokonaisuudessaan kuvattu taulu-

kossa 5.
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Kuva 9. Metanolilla uutetun kontrollisilavan KOK-sarja ennen sentrifuugausta (Tauriainen,
2024, CC-BY-NC-ND).

Kuva 10. Metanolilla uutetun kontrollisilavan KOK-sarja sentrifuugauksen jalkeen (Tauriai-
nen, 2024, CC-BY-NC-ND).



Taulukko 5. Metanolilla uutetun kontrollisilavan tulokset.

Nayte Massa (g) Uutoksen tilavuus (ml) Uutoksen massa (g)
KOK1 5,08 2,4 2,10
KOK2 5,23 3,3 2,80
KOK3 5,14 3 2,59
PiL1 5,15 2,2 2,58
PIL2 5,09 1 1,06
PIL3 5,20 3,5 2,93
JAU1 5,07 0,1 0,31
JAU2 5,27 3,3 2,79
JAU3 5,18 2,9 2,51
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Taulukoihin 6 ja 7 on keratty silavalaatujen uuttosaannot kaytetyilla liuottimilla. Taulukoihin

on myds laskettu kummallakin liuottimella saadun uutoksen tilavuuden keskiarvo. Tulosten

perusteella molempien silavalaatujen saanto on hieman suurempi etanolilla uutettuna.



Taulukko 6. Kontrollisilavan uuttosaanto eri liuotimilla.

Nayte Etanolilla (ml) Metanolilla (ml)
KOK1 3,6 2,4
KOK2 3,4 3,3
KOKS3 3,2 3
PiL1 2,8 2,2
PIL2 3 1
PIL3 1,4 3,5
JAU1 3 0,1
JAU2 2,9 3,3
JAU3 2,4 2,9
Keskiarvo 2,86 2,41
Keskihajonta 0,61 1,09

Taulukko 7. Tayskarjun silavan uuttosaanto eri liuottimilla.

Nayte Etanolilla (ml) Metanolilla (ml)
KOK1 3,4 1
K02 2 3,4
KOK3 3,8 3,3
PiL1 3,4 3,2
PIL2 1,8 1
PIL3 2,4 3,4
JAU1 2,4 0
JAU2 2 3
JAU3 3 3,2
Keskiarvo 2,69 2,39
Keskihajonta 0,69 1,25

33
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5 JOHTOPAATOKSET

Silavanaytteiden ulkondkd ja saanto vaihteli melko rajusti. Naytteiden vari vaihteli l1ahes
kirkkaasta voimakkaan keltaiseen ja uutoksen saanto oli yksittaisissa naytteissa kaytan-

nossa nolla. Eroja oli niin silavalaatujen kuin yksittaisten rinnakkaisnaytteidenkin valilla.

Silavanaytteiden esikasittelytavalla ei ollut vaikutusta naytteen sulamisnopeuteen, mutta
uutoksen loppusaanto heikkeni jonkin verran niin pieneksi pilkotuilla kuin jauhetuilla nayt-
teilla. Pienina paloina silavan kiintoainesta oli vaikeampaa erotella uutoksesta, silla Duran-
pullosta sentrifugiputkeen uutosta siirrettdessa pyrittiin mahdollisuuksien mukaan valtta-
maan kiintoaineen paasya putkeen. Pulloissa kiintoainepalojen ymparille kertyi myds uu-
tosta, minka vuoksi paloja jouduttiin jatkuvasti siirtelemaan lasisauvan avulla, jotta mahdol-
lisimman paljon uutosta saataisiin kerattya sentrifugiputkiin. Kokonaisena sulatetuissa
naytteissa kiintoaines pysyi suurelta osin yhtena kappaleena, eika se haitannut uutoksen

kaatamista sentrifugiputkeen yhta pahasti.

Naytteiden kasittelytavan liséksi erityisesti PIL-sarjoissa saantoon voi vaikuttaa sentrifugi-
kasittelyn naytekohtaiset erot. Koska kaytetyssa sentrifugissa oli kerrallaan tilaa vain nel-
jalle naytteelle ja silavanaytteita oli pariton maara, menettelytavaksi muodostui jattaa jokai-
sena laboratoriopaivana PIL2-nayte ajamatta sentrifugilla. Kyseisen naytteen annettiin le-
vata ja erottua itsekseen ja samalla verrata sen ominaisuuksia sentrifugoituihin naytteisiin.
Taman takia PIL2-nayte on huomioitava poikkeuksellisena naytteena, joka ei valttamatta

vastaa taysin muita PIL-sarjan tuloksia.

Silavanaytteiden uuttosaantoa vertaillessa selviaa, etta etanolilla uutetuilla naytteilld ol
metanolia suurempi saanto. Tassa tulee kuitenkin pitda mielessa se, etta silavaa uutettiin
etanolilla ennen metanolia, ja taman vuoksi etanoliuuttoa varten sulatettuja naytteita on
keskimaaraisesti kasitelty varovaisemmin kuin metanolinaytteita. Koska ensimmaisten
naytteiden sulattaminen oli viela haparoivaa, jokaisesta eri esikasittelysarjasta vahintaan
yhta naytetta sulatettiin mikroaaltouunissa lyhyemmissa sarjoissa kuin myéhemmin vakiin-

tunut viisi minuuttia. On siis mahdollista, ettd metanolinaytteiden sulatus on ollut lopulta
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tarpeettoman voimakasta etanolinaytteisiin nahden, ja tama liiallinen kuumennus on osal-

taan heikentanyt uuttosaannoksia.

Mikroaaltouunissa tehdyn sulatuksen teholla ja kestolla lienee vaikutusta myds silavalaatu-
jen valisiin eroihin. Kontrollisilavasta saadut uutokset olivat keskimaarin variltaan Kirk-
kaampia kuin tayskarjun uutokset, minka lisaksi niiden saanto oli tayskarjua suurempi.
Naytteiden varimuutokset liittynevat silavan sisaltaman kiintoaineen palamiseen tai ylikuu-
menemiseen mikroaaltouunikasittelyn aikana. On todennakaista, etta kontrollisilava kesti
kuumennusta tayskarjua paremmin eika sen kiintoaines palanut yhta herkasti, minka takia
kontrollisilavan uutoksen vari jai kirkkaaksi. Esikasittelymenetelman tutkiminen aloitettiin
nimenomaan kontrollisilavalla, jolloin mikroaaltouunikuumennus vakiintui juuri sen kestoky-
vyn ymparille. Tayskarjun silavastakin saatiin joitakin selkeasti kirkkaampia uutoksia, mi-
kali silavanaytteita sulatettiin varovasti alle viiden minuutin patkissa. Koska opinnaytetyon
paaasiallinen tutkimuskohde oli juuri tayskarjun silava, jalkikateen pohtiessa oli virhe aloit-

taa tyo kontrollisilavan kasittelylla.

Silavalaatujen valiset erot kuumennuksen kestossa ja uuttosaannossa eivat lopulta ole
suuri yllatys. Heinosen (2021) selvityksen mukaan kastroidun karjun rasva sisaltaa enem-
man tyydyttyneita rasvahappoja kuin tayskarjun rasva. Aryalin (2022) mukaan tyydytty-
neilla rasvahapoilla on tyydyttymattomia korkeampi sulamispiste, mika selittaa kontrollisila-

van paremman kuumennuksen sietokyvyn.
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6 POHDINTA

Kokonaisuudessaan opinnaytetyo oli hyvin opettava kokemus. Kaytannon osuuden aikana
vastaan tuli paljon odottamattomia mutkia, niin naytteiden kayttéian kuin itse tyon toteutus-
menetelmienkin kanssa. Silavan uuttaminen toi omia haasteitaan sen sisaltdman rasvan

toisinaan jaahtyessa ja tukkiessa valineita, kuten suppiloita tyon aikana.

Ensimmaisen laboratoriopaivan tulokset jaivat hyvin erilaisiksi myohempiin tydpaiviin ver-
rattuna, minka lisaksi ne kirjattiin jokseenkin puutteellisesti yl6s. Silavanaytteet punnittiin
ainoastaan aivan tyon alussa, eika valmiiden uutosten maaraa mitattu kovin tarkoilla vali-
neilla. Paivan tulokset epaluotettavia myds siksi, ettei niitd mitattu mittalasilla. Taten niita ei
voida varmuudella verrata muiden paivien naytteisiin ja on mahdollista, etta niiden saanto
olisi todellisuudessa ollut huomattavasti vahaisempi kuin sentrifugiputken oma mitta-as-
teikko antoi ymmartaa. Toisaalta ensimmainen paiva oli nimenomaan testikierros, jolla sel-
vitettiin alustavia toimintaperiaatteita tydskentelylle. Paivan kokeellisuus opetti tyon toimin-
nasta ja toteutuksesta paljon, ja tata hyodynnetiin onnistuneesti mydhempien laboratorio-

paivien kohdalla.

Jalkikateen pohdittuna oli huono paatos aloittaa silavatutkimukset nimenomaan kontrolli-
silavalla. Koska tydn rutiinit erityisesti silavan sulatuksen suhteen muodostuivat juuri kont-
rollisilavan toiminnan ymparille, varsinaisen tayskarjun silavasta saadut tulokset saattoivat
jaada heikommiksi ja epaluotettavammiksi kuin olisi ollut suotavaa. Tulosten pohjalta
tayskarjun silava tulee jatkossa sulattaa varovaisemmin ja lyhyemmissa kuumennuspat-

kissa, jotta naytteen tarpeeton tummuminen voitaisiin minimoida.

Vaikka laboratoriotydn tulokset viittaavat etanolin olevan hieman metanolia parempi liuotin
uuttotyOssa, tuloksia ei voida pitaa ehdottoman varmoina ja luotettavina. Etanolilla kasitel-
tyja naytteita sulatettiin aavistuksen varovaisemmin kuin metanolinaytteita, joiden kohdalla
sulattamiseen oli muodostunut jo hieman voimakkaampi kuumennusrutiini. Lisaksi nayte-
kohtainen saannin heittely voi johtua my0s itse naytepaloista, silla elainperaiset naytteet
ovat aina laadultaan hieman epatasaisia. Jos tutkittava naytepala on otettu sellaisesta

kohdasta silavaa, jossa sattuu olemaan enemman kiintoainesta ja vahemman rasvaa, jaa
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todennakdisesti rasvasta irti uutettavan liuoksenkin maara vahaisemmaksi. Vaikka nayte-
palat nayttivat siimamaaraisesti keskenaan samalta, on tallainen epatasaisuus otettava tu-

losten tulkinnassa huomioon.

Viela tallaisenaan silavan esikasittelymenetelma ei ole valttamatta kayttovalmis. Koska
tyon tavoitteena oli nimenomaan esikasittelymenetelman kehittaminen muttei sen tulosten
tutkiminen, ei ole lainkaan varmaa mita kaikkea saatavista uutoksista voitaisiin lopulta
maarittda. Olisi hyvasta toistaa tyo varovaisemmilla sulatustehoilla ja selvittaa, vaikuttaako
uutoksen vari mahdollisten jatkotutkimusten tuloksiin. Lisaksi tutkittavien silavanaytteiden
kokoa olisi hyva kasvattaa, silla viiden gramman naytteesta uutetun liuoksen pitoisuus on
viela turhan pieni useimmille analyyseille. Suuremmalla naytekoolla on kuitenkin tarkkail-
tava silavanaytteiden palakokoa, silla opinnaytetydssa kaytettyjen naytteiden sulamiskayt-
taytyminen ei valttamatta vastaa suurempien naytteiden toimintaa. Koska seka tyosuunni-
telmassa etta tyon pohjana kaytetyssa patentissa silava-liuotinsuhde oli 1:1, tutkittavan

naytteen kokoa lienee helppo saataa jatkotutkimuksissakin.

Kenties suurin haaste opinnaytetyon tulosten suhteen on niiden todentamattomuus. Koska
tyon tavoitteena oli nimenomaan esikasittelymenetelman kehittaminen, menetelmalla ai-
kaansaatuja uutoksia ei testattu jatkomenetelmilla eika taten ole varmaa, liukeniko silava-
naytteista ylipaataan minkaanlaisia yhdisteita liuotinaineisiin. Taten tyo jattdaa mahdollisuu-
den jatkotoille seka esikasittelyn toimivuuden eri jatkokasittelyilla todentamisen etta itse

esikasittelyn parantelun muodoissa.

Mahdollisia jatkotutkimuksia varten tulee my0Os pitaa mielessa, etta opinnaytetyossa kay-
tettyja silavanaytteita oli sailytetty pakastimessa useita kuukausia ennen tyon toteutusta.
Mahdollisen uusintatyon tulokset voivat taten vaihdella opinnaytetydn tuloksista, mikali tut-
kittava silava on tuoreempaa tai sailytetty eri tavoin kuin alkuperaiset naytteet. Jatkotutki-
mukset myos tulee tehda melko pian silavan sulatuksen tai tuoreena vastaanottamisen jal-
keen sen lyhyen kayttdian vuoksi. Opinnaytetydn pohjalta esimerkiksi pakasteesta sulate-
tulla silavalla on noin viikon kayttdika, ennen kuin se alkaa pilaantua ja muuttuu kayttokel-

vottomaksi.
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