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Talla hetkella kasvipohjaisten ruokien suosio on noussut hurjasti ja ihmi-
set ovat tulleet tietoisemmiksi ostamansa ruoan alkuperasta ja siihen liit-
tyvista eettisista kysymyksista.

Koiranruokamarkkinoilla on paljon valinnanvaraa, mutta suurin osa ruois-
ta on valmistettu eldinproteiinista.

Tama opinnadytetyd oli osa tuotekehitys projektia, jossa kehitelladn mark-
kinoille chian siemenista valmistettua tuotetta. Tassa tyossa suunniteltiin
tuotteelle kastikepohja.

Tarkoitus oli tarkastella chian siementen kaytt6a osana koiran ruokavalio-
ta sekd tehda eroa kokonaisten ja rouhittujen siementen valilla koiran
ruoansulatuksen nakokulmasta. Tyossa tarkasteltiin geelin muodostusta
seka selvitettiin lampokasittelyn vaikutusta geelin rakenteeseen ja sen
proteiinipitoisuuteen.

Koirien ruoansulatuskanava on lyhyt ja niiden hampaat soveltuvat vain
ruoan paloittelemiseen. Tasta syysta koiran elimisto ei pysty hyvin hyo-
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Tutkimuksissa paadyttiin siihen lopputulokseen, ettd rikkain proteiinipi-
toisuus geelissa saavutettiin rouhituilla siemenilla, jonka seos oli [ampo6-
kasitelty. Rouhinta rikkoi siemenen rakenteen vapauttaen sen sisallon
geeliin ja lampokasittely naytti tehostavan proteiinien liukenemista sii-
hen.
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A Sauce Base for Dogs from Chia Seeds
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The interest towards plant based foods has been increasing because
people are starting to pay more attention to where the food is produced
and the ethical values behind that.

Nowadays there are various types of products in the dog food market but
many of them contain animal protein. The thesis took part in a product
development project where the main purpose was to create a product
from chia seeds. In the thesis the focus was on creating a sauce base
from chia seeds.

This thesis studied how chia seeds can be used as a part of a canine’s di-
et. It also discussed the differences between whole seeds vs. ground
seeds and compared the results from the perspective of the dog’s diges-
tion. In addition, the process of how the gel is formed and how the heat
treatment affects the gel’s structure and the protein content in it were
explored.

Canines’ digestive tract is short and their teeth are capable of only chop-
ping food. This means that the body can not benefit from the vegetarian
diet very well if any preparations are not made.

The outcome of the thesis was that the richest protein content in the gel
occurs when the seeds were ground and the mix went through a heat
treatment. When the seed’s structure was broken it released its content
to the gel and the heating process seems to have increased dissolving the
proteins.
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1

JOHDANTO

Mayojen kielen sana chia, tarkoittaa voimaa. Legendat kertovat, etta inti-
aanit olisivat kayttaneet chian siemenia ennen sotaan lahtemista. Viela
tuhansien vuosienkin jalkeen ndma siemenet kuuluvat ruokavalioon Kes-
ki- ja Etela-Amerikassa. (Luontaistukku n.d.)

Opinnaytetyo oli osa tuotekehitysprojektia, jonka tarkoituksena on kehit-
taa koiranruokamarkkinoille kasvipohjainen tuote. Tydssa keskityttiin
luomaan tuotteelle kastikepohja chian siemenista.

Tyossa tutkittiin kokonaisten siementen eroja rouhittuihin siemeniin ja
tarkasteltiin tuloksia koiran ruoansulatuksen nakokulmasta.

Keskeisenad teemana oli geelin muodostus ja siihen liittyvat tutkimukset,
joilla selvitettiin tuotteelle oikeanlainen koostumus ja mahdollisimman
rikas proteiinipitoisuus. Tyossa tutkittiin myos lampdkasittelyn vaikutusta
geelin koostumukseen ja sen proteiinipitoisuuteen.

Tutkimustulosten ja havaintojen perusteella suunniteltiin tuotteelle val-
mistusprosessi.

2 CHIA-KASVI

Chia eli Salvia hispanica on ruohovartinen kasvi ja se kuuluu huulikukkais-
kasvien heimoon. Sita esiintyy luonnonvaraisena Meksikossa ja Guatema-
lassa. Kasvi on yksivuotinen ja kasvaa noin metrin mittaiseksi. Chia-kasvin
kukat ovat tahkamaisia ja ne voivat olla valkoisia, sinisia tai purppuran va-
risid (kuva 1). (Petruzzello 2017.)

Kuva 1. Chia kasvi (ABC news 2016.)



2.1

Chia on aavikkokasvi, joka ei vaadi paljoa vetta. Se menestyy hiekkamai-
sessa savimaassa ja on pakkasherkka seka tarkka paivan pituudesta. Kasvi
sietaa hyvin hyonteisia ja vastustaa hyvin sairauksia. Siksi se onkin hyva
kasvi luomuviljelyyn. Chiaa kasvatetaan sen siementen vuoksi. Siemenet
ovat halkaisijaltaan noin yhden millimetrin (1 mm) mittaisia ja ne muo-
dostavat veden kanssa geelin. Siemenet ovat taplikkaita ja kiiltavia ja nii-
den vari vaihtelee tumman ruskeasta harmaan valkoiseen (kuva 2). Ny-
kyisin sita viljelldaan kaupallisesti monessa maassa, kuten Boliviassa, Ar-
gentiinassa, Perussa, USA:ssa ja jopa Australiassa. (Petruzzello 2017.)

~
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Kuva 2. Chian siemenia (Heal with food n.d.)

Historia

Atsteekit yleensa paahtoivat ja jauhoivat siemenet jauheeksi. Viestinvie-
jat seka sotilaat luottivat ndiden siementen tarjoamaan ravitsemukseen
pitkilla matkoillansa. Espanjalaiset valloittajat aikoinaan kielsivat taman
kasvin viljelyn ja korvasivat sen ohralla ja vehnalla. (Petruzzello 2017.)

Kasvia ei juuri hyédynnetty 1900-luvun loppuun asti, vaikka se saikin
hieman huomiota Yhdysvalloissa vuonna 1980. Tuolloin se tuli tunnetuksi
"chia lemmikeistd”, jotka olivat terrakotan tyylisid eldinfiguureja, joissa
kasvatettiin chiaa (kuva 3, s. 3). Vasta 1990-luvun alussa, kun maatalou-
den insin66ri Wayne Coates alkoi puhua chian puolesta, huomattiin ta-
man kasvin potentiaali seka viljelyskasvina ettd terveellisenad ruokana.
(Petruzzello 2017.)
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Kuva 3. “Chia lemmikki” (Amazon n.d.)

2.2 Ravintosisalto

Siemenet sisaltavat 25-40 % o6ljya. Oljyssd on 20 % omega-6-linolihappoa
sekd 60 % omega-3-alfalinoleenihappoa. Ndita ei pystyta valmistamaan
synteettisesti. Rasvaa siemenissa on 30-33 %, proteiinia 15-25 %, hiili-
hydraattia 26—-41 %, kuitua 18-30 %. Siemenet sisaltavat myds paljon an-
tioksidantteja, vitamiineja sekd mineraaleja. Chian siemenissa ei ole glu-
teiinia. (Ali, Yeap, Ho, Beh, Tan & Tan. 2012.)

Voidaan ajatella, ettd yksi ruokalusikallinen naita siemenia, sisaltaa sa-
man verran omega-3-rasvahappoja kuin 10 kapselia kyseista valmistetta.
Siementen sisaltdava kuitu on sulavaa ja sitd on nelja kertaa enemman
kuin runsaskuituisessa ruisleivdssa. Tasta johtuen siitd on apua suoliston
toiminnalle. (Luontaistukku n.d.)

Toisin kuin monet muut siemenet, chian siemenet sulavat hyvin kokonai-
sina eikd niitd ole pakko rouhia hyotydkseen siemenen ravintoaineista
(Petruzzello 2017.)

2.3 Haittavaikutukset seka allergia

Chian siementen aiheuttamat allergiat eivat ole yleisid, mutta niita esiin-
tyy. Chian siemen saattaa aiheuttaa allergiaa henkil6illg, joilla on heikko
immuunipuolustus. HenkilGille, jotka ovat allergisia muille kasveille, kuten
oreganolle, tinjamille, sinappikasville tai seesamille, saattavat chian sie-
menet aiheuttaa allergisen reaktion. Tama siksi, etta kasvit ovat tak-
sonomialtaan tai muista syistd samankaltaisia kuin chia. (Singh 2014.)

Koska chian siemenet sisdltavat paljon omega-3-rasvahappoja, saattavat
ne ohentaa verta. Tasta syysta leikkaukseen menevan tai verta ohentavia



3 GEELI

4

ladkkeita kayttavan ei suositella syévan chian siemenia. Tahan ryhmaan
kuuluvat myos ne, joilla on matala verenpaine. (Heal with food n.d.)

Chian siementen yleinen sivuvaikutus on ruoansulatusongelmat, kuten
ummetus, ripuli ja ilmavaivat. Nama ovat kuitenkin valtettdvissa chian
siementen oikeanlaisella kaytolla. Chian siementen vaikutusta sikidoon ja
imettaviin on tutkittu vain hyvin vahan. (Heal with food n.d.)

Chian siemenet muodostavat geelin nesteen kanssa. Mikdaan muu siemen
ei ylla chian tasolle hydrofiilisyydessa. Siemenen pinnalla olevat mikro-
kuidut absorboivat jopa yhdeksan kertaa siemenen painon verran nestet-
ta (kuva 4). Siemenet ja geeli ovat mauttomia. (MySeeds Chia n.d.)

Kuva 4. Siementen ympdrille muodostunut geeli.

3.1 Geeli elimistossa

Mufiozin, Cobosin, Diazin, & Aguileran (2011) tekeman julkaisun mukaan
Rubio (2002) kertoo, etta geeli saa aikaan erdanlaisen esteen hiilihydraat-
tien ja niita pilkkovien ruoansulatusentsyymien vilille. Tama vahentaa hii-
lihydraattien pilkkoutumista sokereiksi ja samalla lisda kyllaisyyden tun-
netta.

Geeli on vahvaa ja sita on vaikea poistaa siemenen pinnalta. Taman vuok-
si suolisto joutuukin tekemaan toita rikkoakseen sen. Geeli niin sanotusti
huuhtelee suolistoa matkallaan sekd vapauttaa nestettd pitkan aikaa ta-
saisesti elimiston kayttoon. Kuidut toimivat suolistossa lakaisijan tavoin
tehden ruokamassan liikkumisesta helpompaa. Elimistd ei pysty hajotta-
maan kuituja, mutta suolistossa eldavat bakteerit pystyvat. Liukenevia kui-
tuja kutsutaan prebiooteiksi, jotka ovat suolistossa eldvien probioottien
(bakteerien) ravintoa. Koska siemenet ja geeli ovat mauttomia, niiden li-
sadminen mihin tahansa juomaan tai ruokaan on helppoa. Tosin erittdin
happamat nesteet, kuten sitruuna- ja greippimehut, eivat muodosta gee-



lia siementen kanssa. Geeli on ensin muodostettava esimerkiksi veden
kanssa ennen happamiin juomiin lisdysta. (MySeeds Chia n.d.)

3.2 Geelin muodostus

Kun siemen joutuu kosketuksiin nesteen kanssa, muodostuu sen ymparil-
le valittdmasti lapikuultava, erdanlainen liimakapseli (mucilage). Tama
kapseli saavuttaa maksimaalisen paksuutensa vedessa kahden tunnin ai-
kana. Kapselissa voidaan havaita kaksi kerrosta. Sisempi kerros on muo-
dostunut oksistoa muistuttavasta rakenteesta ja ulompi kerros taas on
sumuinen ja homogeeninen. Siemenen pinnalla on ns. liimasoluja eli mu-
cilage-soluja, joihin kapseli alkaa muodostua. (Mufioz ym. 2011.)

Mufioz ym. (2011) ovat tydssaan tutkineet ja valokuvanneet mikroskoo-
pilla chian siementa sekd sen muodostamaa geelia.

He havaitsivat siemenen ulkokuoressa kolme kerrosta:

1. Uloin kerros sisaltdaa ohutseinaisia soluja, joihin liimakapseli muodos-
tuu.

2. Kovassa (scleroid) kerroksessa on ohuita ja pitkia soluja, jotka muis-
tuttavat kuituja. Nama kuidut venyvat hitaasti joutuessaan kosketuk-
siin nesteen kanssa, muodostaen lopulta pylvasmaisia rakenteita sie-
menen pinnalle.

3. Ohutta ja sisinta kerrosta kutsutaan endokarppiseksi kerrokseksi.

Koska kuidut, jotka reagoivat nesteeseen, sijaitsevat ulkokuoren keskim-
maisessa kerroksessa, rikkovat ne lopulta siemenen uloimman kerroksen
laajetessaan (Mufioz ym. 2011.)

4 KOIRAN RAVITSEMUKSESTA

Koirat ovat lihansydjia, mika fysiologisesti tarkoittaa, etta niiden ruoansu-
latuskanava on lyhyt ja sen tilavuus on pieni. Toiminta perustuu entsyy-
meihin ja ravinteet imeytyvat pdaosin ohutsuolessa. Paksusuolessa ke-
hoon imeytyy ldhinna vain nestettd. Tdman seurauksena koirat tarvitse-
vat ruokaa, joka on korkeaenergista. (Evidensia n.d.)

Koirien hampaat on tarkoitettu paloittelemaan ruokaa, joten ne eivat
pysty hienontamaan sitd kuten kasvissydjat. Tama tarkoittaa sitd, etta
koira nielee isoja paloja, joten kasviksia syddessaan sen elimistd ei hyody
sen tuomasta ravitsemuksesta kovinkaan hyvin. Kasvien soluseinat vaati-
vat tuhoamista. Tama voidaan tehda mekaanisesti tai kypsennyksen avul-
la. (Evidensia n.d.)



Ensisijaisesti koira saa energiansa rasvasta, mutta tarkkelysta pystytaan
hyodyntamaan myos tehokkaasti. Proteiineilla on iso merkitys solujen
uusiutumisessa ja kudosten rakennuksessa. (Evidensia n.d.)

4.1 Chian siemenet koiran ruokavaliossa

Chian siemenissa on paljon omega-3- ja omega-6-rasvahappoja. Ne ovat
my0s oikeassa suhteessa (3:1) koiran elimistolle. Timan ansiosta koiran
elimisto pystyy hydédyntamaan niita vaikuttaen positiivisesti mm. karvan
laatuun ja ihon kuntoon. Rasvahapot tukevat myos koiran immuunijarjes-
telmaa. Se voi lievittaa tulehduksia seka edistaa ja yllapitaa limakalvojen
terveytta. Koska geeli sulaa hitaasti elimistossa, voi se auttaa yllapita-
maan nestetasapainoa seka pitdmaan verensokerin tasaisena, kuten lu-
vussa 3 on kerrottu. Ruoansulatusta edistaa siementen suuri kuitupitoi-
suus. (Chia de Gracia n.d.)

Nykyisin on paljon koiria, joilla on allergioita ja muita sairauksia. Lohidljyn
syonti omega-rasvahappojen saamiseksi saattaa olla tietyilla yksil6illa al-
lergisista syista poissuljettua. Chian siemenet ovat hyva vaihtoehtoinen
omega-rasvahappojen lahde koiran ruokavaliossa.

4.2 El3imilla tehdyt tutkimukset chian siementen vaikutuksista elimistoon

On tutkittu kanoille syotettdavien siementen vaikutusta kananmuniin.
Osalle kanoja on syotetty pellavansiemenia, toisille chian siemenia ja toi-
sille taas rapsisiemenia. Chian siemenia syoneet kanat munivat munia,
joissa oli korkein pitoisuus alfalinoleenihappoa (omega-3-rasvahappojen
esiaste). On myods tutkittu chian siementen vaikutusta rottien veriplas-
massa. Tutkimuksissa havaittiin niin sanotun “huonon kolesterolin” eli
LDL:n (low-dencity lipoprotein) seka triglyseridin (TG) merkittava lasku,
kun taas “"hyvan kolesterolin” HDL:n (high density lipoprotein) ja moni-
tyydyttymattdminen omega-3-rasvahappojen maara kasvoi seerumissa.
Myos kaneilla ja sioilla tehdyt ruokintatutkimukset osoittivat niiden li-
hasmassassa monityydyttamattomien rasvojen nousun, joka aiheutti
myo6s paremman flavoorin lihassa. (Ali ym. 2012.)

5 LAINSAADANTO

Chian siemenet kuuluvat kategoriaan uuselintarvikkeet, jotka ovat elin-
tarvikekayttoon tulleita uutuuksia, joilla ei ole aikaisempaa kayttohistori-
aa Euroopassa. Koska kayttohistoriaa ei ole, niiden turvallisuutta alettiin
kyseenalaistamaan. Tasta syysta on luotu naille elintarvikkeille hyvaksy-
mismenettelyt. Ensimmadinen uuselintarvikeasetus tuli voimaan touko-
kuussa 1997 ja sen mukaan kayttoturvallisuus tulisi varmistaa tuotteilla,
joilla ei ole EU:n alueella kdyttokokemusta. Tatda asetusta uudistettiin



vuonna 2015 ja se tuli voimaan vuonna 2018. Nykyisin se on uuselintarvi-
keasetus (EU) 2015/2283. (Evira 2018A.)

Euroopan elintarviketurvallisuusviranomainen (EFSA) arvioi uuselintarvik-
keiden turvallisuuden ja komissio paattaa markkinointiluvasta. Tama taho
yllapitaa listaa uuselintarvikkeista, jotka on hyvaksytty (Unionin luettelo).
Perinteisesti kolmansissa maissa kaytetyt elintarvikkeet voivat paasta
markkinoille helpotetulla ilmoitusmenettelylla. Talla listalla on chia-kasvin
siemenet, jotka luokitellaan tiettyja kasvisteroleita sisaltaviin elintarvik-
keisiin. Chian siemenilla on siis uuselintarvikelupa. (Evira 2018A.)

Kaikki tuotteet, jotka on tarkoitettu eldinten syotavaksi, lasketaan rehuik-
si ja ne noudattavat rehulainsddadantoa (Korkalainen 2018).

Rehulainsdaadanto [6ytyy EU lainsddadanndssa yleisesta elintarvikeasetuk-
sesta (EY) N:o 178/2002 (Evira 2018B). Laissa mm. sanotaan, etta rehun
on oltava turvallista ihmisille, eldimille ja luonnolle. Laissa myds maaritel-
[aan rehutyypit. Eviran rehutyyppien merkintdoppaan mukaan taman
tyon tuote luokiteltaisiin taydennysrehuksi.

"Taydennysrehulla tarkoitetaan rehuseosta, jossa on korkeita pitoisuuksia
tiettyja ravintoaineita, mutta joka koostumuksensa perusteella on riittava
paivdannokseksi vain, jos sitd kdytetdaan yhdessa muiden rehujen kanssa”
(Evira 2015).

6 KASTIKEPOHJAN TUOTEKEHITYS

Kokeellisten tutkimusten tarkoitus oli selvittda tuotteelle oikeanlainen
koostumus, tutkia proteiinien liikkkumista geeliin seka selvittaa lampoka-
sittelyn vaikutus geelin rakenteeseen ja sen proteiinipitoisuuteen. Tutki-
musten tarkoitus oli tehda eroa kokonaisista siemenista valmistetun gee-
lin ja rouhittujen siementen geelin valilla seka selvittaa kuinka siementen
proteiinit saadaan mahdollisimman tehokkaasti koiran ruoansulatuksen
kayttoon. Tutkimustulosten perusteella luotiin tuotteelle valmistuspro-
sessi.

Raaka-aineena kaytettiin Luontaistukun luomusertifioituja chian sie-
menia. Siementen alkuperdamaa on Paraguay ja eranumero LO87. Parasta
ennen merkinta on 22.02.2019. Siemenille ei ole tehty lampokasittelyja
ennen pakkausta (Luontaistukku 2018).



6.1

Geelin valmistus: Siementen ja veden suhde

Tarkoituksena oli tutkia siementen ja veden suhdetta toisiinsa niin, etta
aikaansaatiin kastikemainen koostumus. Seoksen oli oltava helposti kaa-
dettavissa ja pysya yhtena kastikevirtana.

Valmistettiin nelja naytetta (taulukko 1, s. 9). Jokaiseen ndytteeseen oli
punnittu 3,0 grammaa siemenia, joka vastaa teelusikan maaraa. Naytteet
1, 2 ja 3 olivat kokonaisia siemenid. Naytetta 4 varten siemenet rouhittiin
huhmareessa. Huhmareeseen jai tumma alue. Tdma osoitti selvasti sen,
ettd siemenet ovat Oljyisia (kuva 5).

Naytteeseen 1 lisattiin viileda hanavetta 50 ml ja sita ei sekoitettu. Ha-
vaittiin epatasainen koostumus seka geeliytyneita siemenkasoja ja niiden
alle jaaneita siemenia, jotka eivat paasseet kosketuksiin nesteen kanssa
(kuva 6, s. 9). Naytteeseen 2 lisattiin vetta 100 ml ja naytteeseen 3 ja 4 50
ml. Naytteita 2, 3 ja 4 sekoitettiin jatkuvasti 10 minuutin ajan magneet-
tisekoittajalla. Sekoituksen aikana havaittiin naytteen 3 rakenteen olevan
hyvin geelimainen. Lisattiin ndytteeseen 3 vield 30 ml vettd. Rakenteessa
oli vielakin havaittavissa geelimaisyyttda, mutta seos oli selkedsti kastike-
maisempaa ja kaadettaessa valui tasaisesti. Nayte 4 geeliytyi vahvasti ja
viskositeetti oli selkedsti korkeampi kuin naytteessa 3. Naytteeseen 4 li-
sattiin vettd vield 40 ml ja silmamaardisesti saavutettiin samanlainen
koostumus kuin naytteessa 3. Sekoituksen lopussa voitiin havaita, etta
ndyte 2 oli lilan juoksevaa joten sen sekoittamista jatkettiin vield 10:11a
minuutilla. Sekoituksen jalkeen naytteita seisotettiin 15 minuuttia. Talla
haluttiin seurata hyytyyko geeli paikalleen. Todettiin, ettd nain ei tapah-
tunut sekoitusajan jalkeen. Kaytettiin hyvaksi naytteiden 3 ja 4 tietoa jat-
kotutkimuksissa.

Kuva 5. Oljyinen alue huhmareessa, jossa chian siemenet on hienonnet-
tu.



Kuva 6. Illman sekoitusta nayte geeliytyi kasoiksi sisdltden myo6s kuivia
chian siemenia.

Taulukko 1. Chian siementen ja veden suhteen optimointi oikean koos-
tumuksen aikaansaamiseksi. Naytteiden 3 ja 4 koostumus oli
halutunlainen.

Chian Vesi | sekoitusaika | seisotusaika
siemenet | (ml) | (min) (min)
(8)
Nayte 1 3,0 50 |- 15
kokonainen
Nayte 2 3,0 100 | 20 15
kokonainen
Nayte 3 3,0 50 |10 15
kokonainen +
30
80
Nayte 4 3,0 50 |10 15
rouhittu +
40
90

6.2 Lampokasittely ja pH

Lampokasittelyn tarkoitus oli havainnollistaa tapahtuuko muutoksia koos-
tumuksessa seka selvittdad sen vaikutus proteiinisisaltoon.

Ndytteet paatettiin kuumentaa keittolevylla kiehuvaksi. Kuumennuksen
aikana huomattiin naytteiden alkavan kiehua noin 90°C:n lampdtilassa
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(kuva 7) ja lampétilan saavuttaessa 94-95°C astetta, alkoivat ne kiehua
todella voimakkaasti. Yrityksista huolimatta lampétilaa ei saatu nostettua
korkeammaksi vaarantamatta naytteita ja tyoturvallisuutta. Naytteet kie-
huivat noin 10 minuuttia.

Jokaisen ndytteen pH (taulukko 2, s. 11) oli mitattu ennen proteiinimaari-
tystyon aloittamista. Kuumennetut nadytteet oli jadhdytetty vesihauteessa
ennen pH-mittausta ja proteiinimadarityksen aloitusta.

Kuva 7. Kuumakasittelyn alkukiehumisvaihe. Vasemmalla on rouhittu
siemen seos.

6.3 Proteiinin maaritys geelista

Tarkoituksena oli tutkia kokonaisten ja rouhittujen siementen geelissa
olevia proteiinipitoisuus-eroja lampdkasittelyn saaneiden ja ei saaneiden
naytteiden vililla. Menetelmana kaytettiin Lowryn-menetelmaa (Lowry,
Rosebrough, Farr & Randall 1951), Hdmeen ammattikorkeakoulun Biota-
louden tutkimusryhméan modifioiman tyéohjeen (Liite 1) mukaan.

6.3.1 Naytteiden esikasittelyt

Esikasittelyssa kaytettiin hyvaksi aiempia tuloksia siementen ja veden
suhteesta toisiinsa (taulukko 1). Valmistettiin yhteensa nelja naytetta. En-
simmaiset kaksi ndytettd oli sekoitettu, mutta ei lampokasitelty. Toiset
kaksi oli sekoitettu ja lampdkasitelty. Kummassakin tavassa oli kokonaisis-
ta siemenista valmistettu seos ja rouhittu siemenseos.

Naytteet KE ja RE (Taulukko 2, s. 11), eivat kdyneet lapi lampokasittelya,
vaan ainoastaan sekoitusvaiheen. Naytteet KJ ja RJ (Taulukko 2) kavivat
lapi sekoituksen ja lampokasittelyn.



11

Taulukko 2. Naytteiden pH, seka esikasittelyt ennen proteiinimaaritysta.

Nayte selitys pH mittauslampdatila
°C

KE kokonainen siemen, 7,01 19,3
ei lampokasittelya

RE rouhittu siemen, ei 6,69 19,3
[ampokasittely

KJ kokonainen siemen, 6,42 23,7
lampokasitelty

RJ rouhittu siemen, 1am- 6,21 26,5
pokasitelty

6.3.2 Menetelma vaiheet

Naytteiden pipetointi osoittautui haastavaksi, silla kokonaisten siemen-
ten naytteissa geeli oli paksua. Pipetin karjen leikkaus auttoi, mutta oli
varottava siementen mukaan tuloa pipettiin. Rouhittujen siementen seos
oli todella sotkuinen ja siita oli mahdotonta pipetoida edustavaa naytet-
ta. Rouhittujen siementen naytteet oli suodatettava, joka sekin osoittau-
tui tyolaaksi vahvan geelin muodostuksen vuoksi. Pipetointi kuitenkin
onnistui suodatuksen jalkeen, mutta oli vaativaa.

Menetelmaohjeen mukaisesti suoritetun sentrifugoinnin jalkeen, jokai-
sesta ndytteesta oli havaittavissa supernatanttia, paitsi rouhitussa, kuu-
mentamattomassa naytteessa (RE). Taman naytteen liuos oli taysin kirkas
ja vasta liikuteltaessa koeputkea, voitiin sen reunalla huomata pieni, kir-
kas ja geelimdinen kertyma. Tama kertyma laskettiin naytteen prote-
iinisakaksi ja supernatantti (kirkas neste) poistettiin pipetoimalla. Nayttei-
siin lisattiin menetelmaohjeen mukaan reagenssia liuottamaan jaljelle
jaanytta proteiinisakkaa (kuva 8, s. 12).

Standardit tehtiin menetelmaohjeen (Liite 1) mukaan.
Naytteisiin (kuva 9, s. 12) ja standardeihin tehdyt reagenssilisdykset suori-
tettiin menetelmaohjeen mukaan.
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Kuva 8. Proteiinimaaritysnaytteisiin suodatuksen, sentrifugoinnin ja su-
pernatantin poiston jdlkeen jaaneet proteiinisakat, joihin on li-
satty reagenssia. Tarkoituksena liuottaa jaljelle jaanyt proteiini
sakka. Naytteet vasemmalta RJ, KJ, KE ja RE.

H? W

\u “x

Kuva 9. Mittausvalmiit ndaytteet reagenssien lisdysten jalkeen. Naytteet
vasemmalta RJ, RE, KE ja KJ.

6.3.3 Mittaus spektrofotometrilla

Mittaus suoritettiin Shimadzu Ordior UV-1800 UV -spektrofotometrilla.
Menetelmdohjeen mukaan laitteessa kaytettiin aallonpituutta 550 na-
nometrid. Standardisuora loytyy tyon liitteistd (Liite 2). Absorbanssimit-
taukset tehtiin seka laimentamattomista etta 1:10 laimennetuista mitta-
usnaytteista. Talla haettiin osviittaa pitoisuuksista, joiden haluttiin osu-
van standardisuoralle, jonka raja-arvot ovat 0,05-0,5 g/I. Kaikista nayt-
teista tehtiin ensimmaisten tulosten perusteella vield toiset rinnakkaiset
mittausnadytteet. Talla haluttiin saada tiettyjen naytteiden tulokset osu-
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maan standardisuoralle, jotta tuloksista saataisiin mahdollisimman luo-
tettavia. Standardisuoralle osuneiden rinnakkaisndytteiden tuloksia voi-
tiin kayttaa naytteen pitoisuuden keskiarvon laskennassa.

Naytteen RJ laimentamaton mittausndyte meni raja-arvon 0,5 g/l yli ja
sen laimennettu mittausndyte osui standardisuoralle. Tehtiin vield kaksi
mitattavaa naytetta 1:10 laimennoksella, jotta saatiin rinnakkaisia tulok-
sia. Naytteelle RE kavi kuten naytteelle RJ.

Naytteen KE absorbanssit osuivat standardisuoralle, mutta pitoisuuden
ollessa pieni sille ei tarvinnut tehda laimennoksia toiselle mittauskierrok-
selle. Naytteen KJ absorbanssit osuivat standardisuoralle, mutta lahelle
sen yla- ja alarajaa. Taman vuoksi kokeiltiin toiselle mittauskierrokselle
laimennosta 1:2. Tulokset osuivat ldahelle standardisuoran keskikohtaa.

7 TUTKIMUSTULOSTEN TARKASTELU

7.1

7.2

Geelin muodostus: veden ja siementen suhde

Siementen ja veden suhde -koesarjalla saatiin maaritettya haluttu koos-
tumus seka kokonaisille etta rouhituille siemenille. Koostumukseksi haet-
tiin kastikemaista rakennetta, joka on kaadettaessa juoksevaa ja yhte-
naista.

Roubhitulla siemenelld suhde on 1:30, joka tarkoittaa massaprosentteina
3,33 %. Kokonaisilla siemenilld suhde on 3:80, joka tarkoittaa massapro-
sentteina 3,75 %. N&illa aikaansaatiin haluttu koostumus.

Siemenia on veden lisdayksen jalkeen sekoitettava jatkuvasti, jotta muo-
dostunut geeli ei hyytyisi paikalleen. Tutkimuksen mukaan hyvaksi sekoi-
tusajaksi muodostui 10 minuuttia.

Lampokasittelyt ja pH

Lampokasittelyn tarkoitus oli havainnollistaa, muuttaako kuumennus
muodostuneen geelin koostumusta ja myds tutkia sen vaikutusta prote-
iinipitoisuuteen. Seoksen korkea lampokasittely on mahdollista, tosin pe-
rinteiselld keittolevy-kuumennuksella mikrobien tuhoamiseen tarvitta-
vaan lampdtilaan ei talla kokeella paasty turvallisesti. Tassa kokeessa olisi
voitu kayttad kuumentamiseen kattilaa, joka olisi voinut mahdollistaa
turvallisen kuumentamisen.

Lampokasittely ei muuttanut geelin koostumusta silmamaaraisesti, mutta
toi mukanaan kellertavaa varia (kuva 10 ja 11, s. 14). Lampokasittely ei
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aiheuttanut suuria muutosta pH:ssa (taulukko 2, s. 11). Kiehuminen aihe-
utti voimakasta kuplimista.

Kokonaisten siementen valilla pH-ero oli 0,59 yksikk6d. Tama voisi viitata
silhen, ettd ilman lampokasittelyd seos sisaltdisi enimmadkseen vettd,
vaikka siemen hajoaakin kuitujen reagoidessa veden kanssa (luku 3.2).
Lampokasittely nayttdisi tehostavan siemenen ravintosisallon siirtymista
geeliin. Tata teoriaa tuki myos lampokasitellyn naytteen pH-arvon sa-
mankaltaisuus rouhenaytteiden pH-arvojen kanssa.

Rouhittujen naytteiden pH-arvojen ero oli 0,48 yksikkda ja tdssa oli myos
otettava huomioon lampokasittelyn ldpikdayneen naytteen RJ mittaus-
[ampdtila, joka oli mittaushetkelld korkea. Jos lampokasitelty nayte olisi
ollut viileampi, olisi pH-ero luultavasti ollut vieldkin pienempi. Naytetta ei
ajanpuutteen vuoksi ehditty viilentamaan enempaa.

Kuva 10. Vasemmalta ndytteet ennen proteiinimittausta jarjestyksessa
RJ, KJ, RE ja KE.

Kuva 11. Kokonaisia siemenia sisaltavat naytteet. Vasemmalla on lampo-
kasittelyn saanut nayte.
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Standardisuora on esitetty liitteessa 2. Sen perusteella saatiin yhtalo, jon-
ka avulla laskettiin ndytteiden pitoisuudet (kuva 12).

A 06
b o5
S

0,4
o
r 0,3
b 0,2
a
n 01
s 0
S
i

y =0,8802x + 0,0846

R?=0,9989

@ standardisuora

bl

0,2 0,4

konsentr. g/l

0,6

Lin. (standardisuora)

Kuva 12. Spektrofotometrilla mitatuista standardi naytteista saaduista
absorbanssituloksista tehtiin kaavio, jonka avulla muodostettiin
yhtalo naytteiden pitoisuuksien laskemiseksi.

Ndytteiden absorbanssit saatiin osumaan standardisuoralle ja nadin ollen
tuloksia voitiin pitda luotettavina (Liite 3/1 ja 3/2). Vain standardisuoralle
osuneiden naytteiden absorbanssi tulokset otettiin mukaan naytteen pi-
toisuuden keskiarvon laskemiseen. Laskuissa oli myds huomioitu laimen-
noskerroin seka laskettu keskiarvon hajonta (taulukko 3 s.16).
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Taulukko 3. Naytteiden absorbanssit, laimennoskertoimet, yhtalén avul-
la lasketut pitoisuudet ja niiden keskiarvot ja hajonta. Punaisel-
la merkityt ndytteet ovat menneet raja-arvon yli, eika niita siksi
huomioida.

Nayte absorbanssi laimennos pitoisuus g/l pitoisuuksien Keskiarv.hajonta

keskiarvo

0,36
RE 0,142 1:10 0,65
RE 0,147 1:10 0,71
RE 0,147 1:10 0,71 0,69 0,03
KE 0,087 1:1 0,00
KE 0,09 1:10 0,06
KE 0,203 1:1 0,13
KE 0,202 1:1 0,13 0,08 0,06
KJ 0,385 1:1 0,34
KJ 0,106 1:10 0,24
KJ 0,226 1:2 0,32
KJ 0,238 1:2 0,35 0,31 0,05

Rouhittu ja lampokasitelty nayte RJ sisdlsi eniten proteiinia, 2,31 g/l. Va-
hiten proteiinia oli lampokasittelemattomassa, kokonaisista siemenista
muodostuvassa naytteessa KE (kuva 13 s5.17).

Tulokset nayttivat toteen sen teoreettisen olettamuksen, ettd rouhitun
siemenen ravintoaineet paasisivat parhaiten geeliin, silla siemen on rikot-
tu mekaanisesti.

Ero proteiinipitoisuuksissa lampdkasittelemattéman ja lampdkasitellyn
naytteen valilla oli merkittava. Lampokasittelylla oli iso vaikutus prote-
iinipitoisuuteen geelissa. Lampdtilan nousu nayttdisi tehostavan proteii-
nien siirtymista geeliin.

Mahdollista denaturoitumista voi esiintya, mutta silld ei ole tulosten kan-
nalta merkitysta kdaytetyn menetelman ansiosta.
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Naytteiden proteiinipitoisuudet g/I
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Kuva 13. Naytteiden proteiinipitoisuudet keskiarvon mukaan. Mustat
pylvaat ovat kokonaisten siementen naytteita ja ruskeat rouhit-
tujen siementen. Pylvaan ymparilla oleva punainen vari kertoo,
ettd nayte on kaynyt lapi lampokasittelyn.

8 PROSESSI JA SEN SUUNNITTELU

Tuotetta on tarkoitus valmistaa teollisesti. Prosessi suunniteltiin opinnay-
tety6ssa ilmi kdayneiden tutkimustietojen ja teorian pohjalta. Tassa luvus-
sa kdydaan lapi kastikepohjan valmistukseen liittyvat prosessivaiheet ja
niiden merkitys tuotteelle.

8.1 Siementen esikasittely

Siemenet lapikayvat UV-sateilytyksen, jotta siemenen ulkopuolella mah-
dollisesti olevat mikrobit tuhoutuisivat. Hihna kuljettaa siemenet UV-
laitteen lapi.

Taman jalkeen hihna kuljettaa siemenet murskaimeen, josta ne kulkevat
ruuvikierukalla sekoitustankkiin.
8.2 Veden lisdys ja sekoitus

Sekoitustankissa siemenmurskaan lisdtdaan vesi jatkuvalla sekoituksella.
Massaa sekoitetaan vahintdan 10 minuuttia seoksen paikalleen hyytymi-
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sen estamiseksi sekad ravintoaineiden tasaisen geeliin siirtymisen takaa-
miseksi.
8.3 Lampokasittely

Sekoituksen jdlkeen massa siirretdaan putkiston avulla UHT-laitteistolle,
jossa se lampokasitelladn. Tama takaa tuotteelle hyvan mikrobiologisen
laadun seka pitkan hyllyian.

8.4 pakkaus ja varastointi

Tuotteen pakkausmateriaalit eli aihiot kulkevat UHT-laitteistossa mm.
UV-valon lapi. Tama turvaa myos aihioiden mikrobiologisen laadun. Tuote
pakataan aseptisesti korkillisiin kartonkipakkauksiin. Pakatut tuotteet siir-
retaan varastoon.

8.5 Prosessin vuokaavio

Prosessin vaiheet on esitetty vuokaaviossa (kuva 14).

VESI LISAYS

sekoitustankki

ruuvikierrin

uv

— __—,_/,’
sekoitus 10 min

ol

Laitteisto pakkaus

Kuva 14. Prosessin vuokaavio.
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9 PAATELMAT JA POHDINTA

Rikkain proteiinisisalto oli [ampdkasitellylla naytteelld, jonka chian sieme-
net oli rouhittu. Rouhinta rikkoi siemenen vapauttaen proteiinit geeliin.
Kokonaisten siementen kohdalla voitiin havaita geelissa proteiineja, vaik-
ka siemenet olivatkin ehjia. Luvussa 3.2 kasitellaan siemenen ulkokuoren
hajoamista, kun kuidut reagoivat nesteen kanssa. Tasta syysta siemenen
ulkokuori ei ole enaa tiivis ja se mahdollistaa proteiinien ulospaasyn sie-
menestd. Tama selittdisi [6ydetyt proteiinit kokonaisten siementen nayt-
teista.

Lampokasittely tehosti selvasti proteiinien siirtymista seka kokonaisista
ettd rouhituista siemenista geeliin. PH-mittaukset tukivat saatuja tuloksia.
Kokonaisten siementen kohdalla lampdkasittelemattéman nadytteen pH
indikoi geelin sisdltavan enimmakseen vettd, kun taas lampdokasitellyssa
ndytteessa havaittiin pH:n lasku. Tama kertoi geelin sisaltavan muutakin
kuin vetta ja sen pH:n samankaltaisuus rouhittujen naytteiden pH-arvojen
kanssa tuki my0s tatd olettamusta. Laimpokasittely ei silmamaaraisesti ai-
heuttanut muutoksia geelin rakenteeseen, mutta toi mukanaan kellerta-
vaa varia.

Vettd tarvittiin rouhittujen siementen seokseen enemman, koska sie-
menmassaa oli enemman. Geelin muodostus oli kuitenkin 1ahes samaa
luokkaa kuin kokonaisilla siemenilla.

Koska koiran ruoansulatuskanava on lyhyt, se ei pysty hyoédyntamaan
kunnolla kasviravintoa, jolle ei ole tehty esikasittelyja. Taman perusteella
voidaan olettaa, ettd koiran elimistd hyotyisi parhaiten rouhituista sie-
menistd. Kun siemen on rikottu mekaanisesti, se mahdollistaisi ravintoai-
neiden padsyn geeliin tehokkaimmin. Lampdkasittely nayttdisi tehostavan
proteiinien siirtymista geeliin, joten l[ampokasittelya tuotteelle voidaan
pitdd perusteltuna. Lampokasittely takaisi myos tuotteelle paremman
mikrobiologisen laadun.

Proteiinipitoisuuden maaritykset onnistuivat valitulla menetelmalla hyvin
ja tuloksia voidaan pitaa luotettavina. Siementen ja veden suhde- koesar-
ja onnistui myos hyvin ja silla aikaansaatiin halutunlaisilla ominaisuuksilla
olevat seokset. Lampokasittely ei onnistunut suunnitelmien mukaan.
Seokset olisi voitu kuumentaa esimerkiksi kattiloissa, jolloin ylikiehumisen
riskia tuskin olisi esiintynyt. Laimpétila saatiin kuitenkin Idhelle veden kie-
humispistetta.

Opinndytetyossa onnistuttiin selvittdmaan johdannossa esiin tulleet tut-
kimuskysymykset ja niiden perusteella pystyttiin luomaan kastikepohjalle
valmistusprosessi.
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Proteiini maarityksessa kaytetty menetelma ohje.

Analysis of soluble protein concentration with the
Lowry method

Aim

To determine protein content.

Applicability

The method can be used to analyze protein containing solutions.
Principle

The protein analysis is based on the use of Folin-Ciocalteu phenol reagent. Proteins form
a complex with Cu=ions in alkaline solutions. The complex reduces the phenol reagent.

Safety

The Folin-Ciocalteu phenol reagent contains phosphoric acid and hydrochloric acid. Causes
eye and skin irritation. Splatters in the eyes must be rinsed immediately with abundant
amount of water and one must go to a doctor.

The aqueous solution of trichloroacetic acid (TCA) and its fumes are very acidic. Splatters
corrode and burn the skin, eyes, and mucous membrane. Dust irritates the respiratory
tract. Work must be performed under a fume hood and protective gloves and goggles
must be worn. When handling solid matter also respirator mask must be worn. Read
more detailed instructions from the cperational safety bulletin.

Reagents
A: 20 g Na:CO- (or 54 g Na:CO- - 10 H-0)
4 g NaCH

Distilled water is added to a final volume of 1000 ml
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Bl: 1gCuS0.-5H:0

Distilled water is added to a final volume of 100 ml
B2: 2gMa-K-tartrate (CH.KNaQ. - 4 H.O)

Distilled water is added to a final volume of 100 mi
C: 1mlreagent Bl
1 mlreagent B2
100 ml reagent A

Mix the reagents in this order just before use, because the solution will keep for just a
few hours.

D: Dilute Folin-Ciocalteu phenol reagent {Oy Reagena LTD) to half (1 part H:O + 1 part
phenol reagent) with distilled water before use.

Equipment and materials

Test tubes, pipettes, vortex-mixer, timer, centrifuge, and spectrophotometer
Pre-treatment of samples

If needed, the samples can be filtered or centrifuged.

Analysis

Pipette 1 ml of sample to a test tube. If the sample is solid, it is advisable to dissolve it in
mild buffer {e.g. 50 mM citrate buffer pH 5; 1 mg/ml or 10 mg/ml) before precipitation.

Precipitate the proteins in the sample by adding 1 ml of TCA (or 3 ml of acetone or 3 ml of
ethanol) and mix. Let the test tubes stand for 30 min at +4 °C.
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Centrifuge for 15 min, 3000 rpm, after which pour the supernatant away.
Dissalve the precipitate in 1 ml of reagent A. Use magnetic stirring if necessary.

The protein concentration of this solution is the same as it was in the original sample. The
precipitation is performed to separate whole proteins from the oligopeptides that might
be present in the solution. The oligopeptides would participate in the Folin reaction
causing seeminghy too high protein concentration result. If the original solution does not
contain disturbing amounts of small molecular sized peptides, the precipitation phase can
be skipped and the protein concentrations can be determined straight from the original
protein solution starting form part 5.

Pipette 250 pl of protein containing sample to a new test tube from part 4 or use the
original solution. The protein concentration should be 0,05— 0,5 g/1 (mg/ml). Dilute the
samples to water.

Add 2,5 ml of reagent C and mix well. Incubate exactly 10 min at room temperature.

Add 250 pl of reagent D and mix immediately. Let the samples stand for 30 min at room
temperature. Then measure the absorbance at 550 nm against reagent blank.

Reagent blank

250 pl of reagent A
2,5 ml of reagent C
250 wl of reagent D
Protein standard

Bovine Serum Albumin [BSA, Sigma A-8022) is used as standard. Make 50 mg/100 ml H.0
stock solution. The stock solution can be stored in 1,5 ml batches in a freezer. After
defrosting, the tubes should be mixed thoroughly because freezing causes layering of the
solution. The stock solution should be diluted to water as follows:
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1x (=undiluted) =0,5g/I{mg/ml)

2x (500l +500p) =0,25

3x (250 pl+500p) =0,167

5x (200 +800p) =0,1

10% (100 i+ 900 pl) =0,05

Standard solutions are treated as samples (though without the precipitation phase 1 —4).
Calculation of the results

The measured absorbances of the samples are converted into protein concentrations
with a standard line. The original concentration of a sample can be calculated by
multiplying with the dilution factor.

The accuracy of the method and sources of error
There are several variations of the Lowry method. Some of them are described here:

The volume of the sample can be smaller or higher than the 1 ml described here. If the
volume is changed, the precipitation reagent volume should be changed as well to
correspond to the ratio of protein solution and precipitation reagent described here.

Sometimes the precipitation is performed with acetone (3 ml) or 99,5% ethanol (3 ml).
TCA does not precipitate all the extracellular microbial enzymes (e.g. Pectinases from
Aspergillus and B-xylosidases from Trichoderma). Thus, the use of TCA is not
recommended with at least these fungal enzymes. When using ethanol precipitation, the
result is somewhat lower than with acetone, but the benefit is that the enzyme remains
active during the precipitation.

The precipitate can be dissolved in any volume of reagent A. If another volume than the
original is used, it should be taken into account when calculating the results.

If the precipitate form ethanol precipitation is dissolved in a milder solution than reagent
A (e.g. buffer), both activity and protein concentration can be analyzed from the same
solution.

Sometimes the measurement is performed at 700 nm, especially if the protein
concentration is very low (causing a weak color formation).

If any modification of the method is used, one should keep in mind that:

The standards should be treated in the same way as samples (exception: standard
solution should not be precipitated)

All valume changes should be taken into account if they affect the calculation of the
results
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