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Opinnaytetyo tehtiin Lihajaloste Korpelan Huittisten tehtaalla tuotteiden ravinto-
ja lisaainepitoisuuksien vaihtelun selvittamiseksi. Tyon tavoitteena oli selvittaa
tuotantoerien valista pitoisuusvaihtelua ja tarkoituksena oli tehda ravinto- ja lisé-
aineanalyyseja neljan tuotteen 3 — 4 erasté vaihtelun selvittamiseksi. Maaritetta-
vat ravinto- ja lisdaineet olivat vesi, rasva, proteiini, kollageeni, suola, nitriitti ja
nitraatti. Maarityksissa kaytettiin standardoituja menetelmia ja tuotetiedot koodat-
tiin luottamuksellisina.

Vesi-, rasva-, proteiini- ja suolamaarityksista tuloksiksi saadut pitoisuudet olivat
paaosin yhtenevia laatuosaston olettamien pitoisuuksien kanssa. Tarkemmassa
tarkastelussa vaihtelua oli havaittavissa seké erien valisissa etta sisaisissa nayt-
teissé. Kollageenimaéaritys epéonnistui ja nitriitti saatiin osoitettua, mutta nitraattia
ei.

Mittausepavarmuuden ja tulosten suuruusluokan oikeellisuuden arviointi tarkasti
on mahdotonta, mutta tulosten osittainen erinomainen vastaavuus oletettuihin pi-
toisuuksiin tukee tulosten oikeellisuutta. Tuloksiin olisi hyva reagoida, osin tarkis-
taa resepteja ja paikoin harkita lisdanalyysien teettamista akkreditoidussa labo-
ratoriossa.
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ABSTRACT

Tampereen ammattikorkeakoulu
Tampere University of Applied Sciences
Laboratory Engineering

VANHATALO, SANNA-KAISA:
Nutrients and additives concentration variations in processed meat

Bachelor's thesis 36 pages, appendices 1 pages
May 2019

The purpose of this thesis was to examine the variation in the concentration of
nutrients and additives in the meat products of a factory. Client of the thesis was
Lihajaloste Korpela in Huittinen. The aim was to determine concentration varia-
tions between production lots by analyzing samples from 3 — 4 lots of four prod-
ucts. Moisture, fat, protein, collagen, salt, nitrite and nitrate were the nutrients and
additives determined in assays. Standardized methods were used in the deter-
mination process, and product information was excluded from the public version
of the report.

Moisture, fat, protein and salt assays were successful. Results were mainly in line
with the value assumptions made by the quality control unit of the company. In
exact inspection, variation was noticed both in samples between lots and internal
samples of lots. Collagen and nitrate assays were not successful. Nitrite concen-
tration was not obtained but presence of nitrite in products was indicated.

Estimation of measuring errors and scale of results accurately is impossible, but
very significant partial similarity between assumptions and results supports the
correctness of results. As further measures, it is proposed here that some recipes
should be reviewed, and additional assays should be done in an accredited la-
boratory.

Key words: processed meat, nutrient, additive, foodstuff
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1 JOHDANTO

Opinnaytety0d tehtiin Lihajaloste Korpelan Huittisten tehtaalla raaka-aineiden se-
koittumisen ja tuotteiden ravintosisallon vaihteluiden selvittamiseksi. Tyon tavoit-
teena oli selvittdd tuotantoerien valista pitoisuusvaihtelua ja tarkoituksena ol
tehda ravinto- ja lisdaineanalyyseja neljan tuotteen 3 — 4 erasta vaihtelun selvit-
tamiseksi. Maaritettavat ravinto- ja lisdaineet olivat vesi, rasva, proteiini, kolla-
geeni, suola, nitriitti ja nitraatti. Tavanomaisessa ravintoaineanalyysissa maari-
tettavien liséksi tydhon valittiin lisatyn nitriitin vaikutus lopullisen tuotteen nitriitti-

ja nitraattipitoisuuksiin.

Naytteenotto toteutettiin siten, etta erien valisesta ja niiden sisdisesta vaihtelusta
saatiin mahdollisimman laaja kasitys. Tuotteista A, B ja D otettiin kaksi naytetta
samasta erasta selvasti eri kohdista. Osa analyyseista suoritettiin tuoreista nayt-
teistd ja osa homogenisoituina pakastetuista. Naytteet pakastettiin litteaksi pa-
kattuna, jotta paloja sulattaessa saataisiin mahdollisimman edustava nayte.

Lopputuotteen ravintosisaltéon vaikuttavia tekijoita on tuotantoprosessissa
useita. Esimerkiksi lihaseosten valmistuksessa tavoitellaan maariteltya rasvapi-
toisuutta sekoittamalla enemman ja vahemman rasvaisia lajitelmia keskendan ja
suureen seosmaaraan lisatdan suhteessa hyvin pienia maaria lisaaineita. Tyo-
hon valikoiduista tuotteista A ja B ovat keskenaan samankaltaisia, samoin tuot-

teet C ja D. Tuotetiedot koodattiin luottamuksellisena.



2 RAVINTO- JA LISAAINEET ELINTARVIKKEISSA

Ravintoaineet osallistuvat elimistdssa muun muassa energian tuotantoon, kudos-
ten uudistumiseen seka kasvuun ja elintoimintojen saatelyyn (Mattila, Piironen &
Ollilainen 2001, 15). Lisaaineet ovat tarkoituksellisesti liséttyja, elintarvikkeen
ominaisuuksia parantavia ainesosia (Elintarvikkeiden lisdaaineet n.d.). Tydssa
vesi, rasva, proteiini ja lihaskudoksen sisdltama kollageeni ovat ravintoaineita ja

suola, nitriitti seka nitraatti lisdaineita.

2.1 Vesi

Vesi on tarkea elementti kaikelle elamalle, sita on kaikkialla ja ilman sita ei ole
elamaa. Kaikki elavan organismit tarvitsevat eladkseen vettd, niin ravinnokseen

kuin elimistoonsa rakennusaineeksi.

Vedella on merkittdva asema elintarvikkeissa. Usein se on elintarvikkeen paa-
komponentti ja silla on suuri vaikutus elintarvikkeen ominaisuuksiin. Veden
maara seka sen sitoutuminen vaikuttavat reologisten ominaisuuksien lisaksi ke-
miallisiin, mikrobiologisiin sekd entsymaattisiin pilaantumisreaktioihin. Sen vuo-
rovaikutus muiden ainesosien kanssa vaikuttaa merkittavasti koko elintarvikkeen
ominaisuuksiin. (Mattila ym. 2001, 44-45)

Elintarvikkeessa oleva vesi voidaan jaotella sidottuun ja vapaaseen veteen, josta
sidottua vettd on enintdan noin 5 % koko vesimaarasta ja se voi olla visinaalista
tai kerroksellista. Visinaalinen vesi on kiinnittynyt materiaalin hydrofiilisiin osiin ja
kerroksellinen vesi on muodostunut materiaalin hydrofiilisten ryhmien ymparille
kerroksiksi, joista molemmat jaatyvat alle -40 °C lampdtilassa. Vapaata vetté voi
olla jopa 96 % koko vesimaarasta. Se voi olla laimean suolaliuoksen kaltaista ja
virtaamatonta esimerkiksi geelirakenteesta johtuen tai puhtaan veden kaltaista ja
rasvakerroksiin sitoutunutta, jonka ulos puristaminen ei vaadi suurta painetta. Vi-
sinaalisen veden vesiaktiivisuus on noin 0,25 ja kerroksellisen seka vapaan ve-
den noin 0,8. (Coultate 2009, 468)
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Vesiaktiivisuus kertoo veden toiminnasta elintarvikkeessa. Mitéa pienempi vesiak-
tiivisuuden arvo, sita rakenteellisempaa vesi on ja sitd huonommin mikro-orga-
nismit viihtyvat siina. Vesiaktiivisuus on veden hdyrynpaineen osapaine elintar-
vikkeessa suhteessa puhtaan veden hdyrynpaineen osapaineeseen (Coultate
2009, 466).

Elintarvikenaytteen kokonaisvesipitoisuuden maaritys voidaan suorittaa gravi-
metrisesti, volumetrisesti tai kemiallisesti. Gravimetrinen maaritys perustuu nayt-
teen painohavioon kuivauksessa. Maarityksessa nayte punnitaan tarkasti ennen
ja jalkeen kuivauksen. Volumetrinen menetelma perustuu veteen liukenematto-
man liuottimen kykyyn erottaa vesi naytteesta, joka saadaan mitattua esimerkiksi
Dean-Stark -laitteella. Kemiallinen méaaritys tehdaan Karl Fischer -titrauksella,
jota voidaan soveltaa useimmille elintarvikkeille lukuun ottamatta heterogeenisia,
liuottimessa hajoamattomia tuotteita. Menetelma perustuu rikkidioksidin ja jodin
reaktioon veden, pyridiinin ja metanolin lasna ollessa. Liséksi vesipitoisuus voi-
daan maarittdd laitemenetelmin NIR- tai NMR-spektrometrilla. (Coultate 2009,
A71-473)

2.2 Rasva

Elintarvikkeissa rasvalla on suuri merkitys tuotteen rakenteeseen, ominaisuuksiin
ja energiapitoisuuteen. Lisdksi se sisadltaa runsaasti rasvaliukoisia vitamiineja.
Rasvat eli lipidit ovat elintarvikkeissa pitkaketjuisten rasvahappojen estereita,
jotka liukenevat polaarisiin liuottimiin, kuten eettereihin, mutta eivat veteen
(Coultate 2009, 97). Rasvahapot jaetaan rakenteensa mukaan tyydyttyneisiin ja
tyydyttyméattémiin rasvahappoihin. Tyydyttyneissa rasvahappoketjuissa (kuvio 1)
hiilten valilla on vain yksinkertaisia sidoksia. Tyydyttymattdmassa rasvahappo-
ketjussa (kuvio 2) voi olla hiilten valilla yksi tai useampi kaksoissidos.

P N N 2 T e COOH
KUVIO 1. Palmitiinihappo.

COOH
P N S e
KUVIO 2. Linolihappo.



Elintarvikkeen rasvapitoisuus voidaan maarittdd esimerkiksi uuttomenetelmalla
tai rikkomalla nayte hapolla ja mittaamalla rasvan tilavuus. Uuttomenetelman va-
linnassa tulee ottaa huomioon méaaritettdvan rasvan rakenne ja liukoisuus seka
muiden naytteessa olevien komponenttien liukoisuus kaytettavaan liuottimeen.
Rasvan sitoutuminen muihin elintarvikkeen komponentteihin vaikuttaa siihen tar-
vitaanko happo- tai emashydrolyysia rasvahappojen vapauttamiseksi. Liha- ja
maitotuotteille paljon kaytetyssa Gerberin menetelmassa naytteen rakenne riko-
taan ja rasva hydrolysoidaan hapolla erityisessa uuttoputkessa ja tulos voidaan
lukea suoraan putken mitta-asteikosta. (Mattila ym. 2001, 100-101, 108-109)

2.3 Proteiini ja kollageeni

Elintarvikkeissa proteiineilla on osuutensa tuotteen ominaisuuksiin ja koostumuk-
seen energiapitoisuutensa lisaksi. Proteiinit muun muassa sitovat vettd seka
muodostavat vaahtoja ja emulsioita ja ndiden ominaisuuksien vuoksi saadaan
esimerkiksi leivonnassa aikaan toivottuja rakenteita. Tarkeimmat proteiinien lah-
teet ovat maito- ja lihatuotteet, joista saadaan suuri osa valttdméattémista amino-
hapoista. (Mattila ym. 2001, 123)

Proteiinit koostuvat aminohapoista, jotka ovat sitoutuneet peptidisidoksin toi-
siinsa. Ne voidaan jaotella esimerkiksi rakenteensa tai ominaisuuksiensa perus-
teella useisiin ryhmiin. Aminohappojarjestyksella on suuri merkitys proteiinin fy-
sikaalisiin ja kemiallisiin ominaisuuksiin, lisaksi proteiineilla on kyky toimia seka
happona ettd emaksend amino- ja karboksyyliryhméansa ansiosta (Mattila ym.
2001, 121).

Elintarvikkeen proteiinipitoisuus voidaan maarittdéd joko raakaproteiinipitoisuu-
tena typpipitoisuuden kautta tai aminohappokoostumuksen kautta nettoproteii-
nipitoisuutena (Mattila 2001, 123). Kaytettdvan menetelmén valinnassa tulee
huomioida maarityksen tavoite. Kokonaisproteiinipitoisuuden maaritykseen so-
veltuu typpipitoisuuden méaarittdva Kjeldahl-menetelm&, mutta esimerkiksi prote-
iinien ravitsemuksellisen laadun maaritykseen se ei anna toivottua tulosta. Ami-

nohappokoostumusta maarittdvat menetelméat perustuvat proteiinien erotteluun
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halutun ominaisuuden, esimerkiksi varauksen, molekyylikoon tai liukoisuuden,
mukaisesti (Mattila 2001, 131).

Kollageeni on lihaskalvojen, janteiden ja nivelsiteiden rakennusaineena olevaa
sidekudosproteiinia, jota esiintyy edella mainittujen lisdksi muissakin kudoksissa
(Reumaliitto 2011). Esimerkiksi jauhelihan kollageenipitoisuus kertoo sen raaka-
aineena olleen lihan laadusta, mitd suurempi pitoisuus sitd enemman siihen on
kaytetty janteista ja kalvoista lihaa. Kollageenipitoisuus voidaan maéarittaa hyd-
roksiproliinipitoisuuden (kuvio 3) avulla, jonka pitoisuus kollageenissa tunnetaan
tarkasti (NMKL 127 2006, 1).

OH

HO

I

KUVIO 3. Hydroksiproliini.

2.4 Suola

Elintarvikkeissa suolaksi kasitetd&dn ruokasuolana tunnettu natriumkloridi, jota on
kaytetty sailontaaineena jo pitkdan. Se on kiistatta ensimmainen elintarvikkeissa
kaytetty antimikrobinen aine (Coultate 2009, 361). Hyotyjen lisdksi suolalla on
my0s haittansa, joiden vuoksi sen kayttoa tulisi rajoittaa. Elintarvikkeen pakkaus-
merkinnoissa ilmoitettava natriumpitoisuudesta méaaritetty suolapitoisuus sisaltaa
lisdtyn suolan lisaksi myos sen luontaisen suolan (Ravintoarvomerkinta n.d.).
Suolapitoisuus voidaan maarittdd elintarvikkeesta kokonaisnatriumpitoisuuden

maarittavan menetelman kautta.
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2.5 Nitriitti ja nitraatti

Nitriittia ja nitraattia kaytetaan lihajalosteissa sailyttamaan lihan punaisen varin ja
estamé&an ruokamyrkytysbakteerien, muun muassa Clostridium botulinum -bak-
teerin, kasvua. Lisdaineasetuksessa kielletdan puhtaan nitriitin ja nitraatin myynti
elintarvikekayttoon, mutta suolaan sekoitettuna se on sallittua. Liséksi nitriitin ja
nitraatin kayton yhteydessa tulee kayttaa hapettumisenestoainetta, esimerkiksi
askorbiinihappoa (kuvio 4) tai erytorbiinihappoa (kuvio 5), estam&an haitallisten
nitrosoamiinien muodostuminen. (Elintarviketeollisuusliitto 2015) Elintarvikkeen
nitriitti- ja nitraattipitoisuudet voidaan maarittaa esimerkiksi ionikromatografisesti
(NMKL 165 2000, 1) tai spektrometrisesti (SFS-EN 12014-3 2005, 4).

HO

HO

HO

\

HO
KUVIO 4. Askorbiinihappo.

N

O

OH

OH

—_—

OH
HO

KUVIO 5. Erytorbiinihappo.
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3 ANALYYSIMENETELMAT JA TOTEUTUS

Vesi-, rasva-, kollageeni-, suola-, nitriitti- ja nitraattimééaritykset tehtiin Tampereen
ammattikorkeakoulun kemian laboratoriossa ja proteiinimaaritys Tampereen am-
mattikorkeakoulun ymparistdlaboratoriossa. Maarityksissa kaytetyt kemikaalit
olivat analyysilaatuisia ja kaasut puhtaita. Kaytetty vesi oli proteiinin maaritysta
lukuun ottamatta UHP-vettd. Proteiinin maarityksessa kaytettiin ionivaihdettua
vetta. Erien sisdista vaihtelua mittaavat naytteet ovat A2, A3, A4, B2, B3, D2 ja
D3.

3.1 Vesi

Kosteuspitoisuuden maarittamiseksi kaytettiin kuivausmenetelmaa, jossa haih-
tuivat veden lisdksi myds muut kuivauslampdtilassa haihtuvat yhdisteet. Niiden
maara suhteessa naytteen veden maaréaan arvioitiin kuitenkin niin vahaiseksi,

ettd kosteus- ja vesipitoisuus maariteltin samaksi. (Mattila ym. 2001, 46—47)

Noin 5 grammaa naytetta punnittiin tarkasti vakiopainotettuun haihdutusmaljaan
ja kuivattiin 105 — 115 asteisessa lampokaapissa vakiopainon saavuttamiseksi
(NMKL 180 2008, 3). Ensimmainen punnitus tehtiin noin kolmen tunnin kuivauk-
sen jalkeen. Ennen punnitusta naytteiden annettiin jaahtya noin 5 minuuttia poy-
dalla, eksikaattoria ei kaytetty suuren naytemdaaran vuoksi. Pakastamattomat
naytteet analysoitiin duplikaatteina kolmen paivan aikana taulukon 1 mukaisesti.

TAULUKKO 1. Vesimaarityksen tyojarjestys.
13.3 Al, C1,C2,D1

18.3 B1, B2, B3, C3, C4, D2, D3
21.3 A2, A3, A4
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3.2 Rasva

Kokonaisrasvapitoisuuden maarittamiseksi kaytettiin NMKL-menetelmaa numero
131 (NMKL 131 1989). Menetelmassa naytteen rasva hydrolysoitiin, uutettiin eet-
teriseoksella, kuivattiin ja punnittiin. Menetelmé&sta poiketen kaytettiin kolvia uut-
toputken sijaan, noin 2 tuntia 105 — 115 asteisessa lampokaapissa kuivatut tasa-
pohjaiset kolvit sdilytettiin eksikaattorissa yon yli ja eetterifaasi siirrettiin pas-
teurpipetilla kuivattuun kolviin. Eetteriseos haihdutettiin ja kerattiin Soxhlet-lait-

teella (kuva 1) ja keratty eetteriseos kaytettiin uudelleen.

KUVA 1. Eetteriseoksen haihdutus ja kerays.

Jaannoksen annettiin haihtua vetokaapissa noin 20 minuutin ajan ennen kui-
vausta 105 — 115 asteisessa lampdkaapissa. Jaannoksen vakiopaino saavutettiin
noin 2 — 3 tunnin kuivauksen jalkeen. Naytteet analysoitiin 2 — 4 naytteen erissa
taulukon 2 mukaisesti. Analyysin suuren tydmaaran vuoksi rinnakkaisnayte teh-

tiin vain yhdesta naytteesta.
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TAULUKKO 2. Rasvamaarityksen tyojarjestys.

18.-19.3 B1, C1
21.3 A2, A3, A4 (analyysi keskeytettiin tapahtuneen virheen vuoksi)
25.-26.3 A2, A3, A4
26.-27.3 B2, C1, D3
1.-24 C3,C4,D1, D2
8.-9.4 Al, B3, C2, nolla
3.3 Proteiini

Proteiinipitoisuuden maarityksessa kaytettiin naytteen kokonaistypen maaritta-
vaa Kjeldahl-menetelmaa, joka perustuu naytteen orgaanisen typen hapetukseen
ammonium-ioneiksi ja edelleen natriumhydroksidin vaikutuksesta muodostuvan
ammoniakin maaritykseen. Pohjana tehdylle analyysille kaytettin NMKL-mene-
telmaa numero 6 (NMKL 6 2003), mutta padosin analyysi toteutettiin ymparist6-

laboratoriossa kaytetyilla ja toimivaksi todetuilla parametreilla.

Markapolttoputkiin punnittiin tarkasti noin 1 g naytettad Kjeldahl-maaritykseen so-
pivaan, typpivapaaseen punnituslaivaan, joka laitettiin naytteen mukana putkeen.
Lisattiin kaksi 5 g Kjeldahl-tablettia katalyytiksi ja nostamaan rikkihapon kiehu-
mispistetta, 3 tippaa parafiinidljya kuohumisen estamiseksi ja 20 ml vakevaa rik-
kihappoa. Nollanayteputkiin laitettin Kjeldahl-tabletit, parafiinioljy seka vakeva

rikkihappo, punnituslaiva unohtui. Putket jatettiin laitteistoon (kuva 2) yon yli.

KUVA 2. BUCHI Scrubber B-414 ja BUCHI Digest System K-437.
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Markapolttolaitteiston lampdtila nostettiin hallitusti 370 asteeseen, jossa se pidet-
tiin noin kaksi tuntia kaikkien naytteiden hajoamisen varmistamiseksi. Putkien an-
nettiin jadhtya laitteistossa noin 90 asteisiksi ja lisattiin varovasti 50 ml vetta jo-
kaiseen putkeen. Tislauksen vastaanottoastiaan laitettiin 60 ml 2 % boorihappo-
liuosta seka 4 tippaa SHER-indikaattoria (Sher Indicator 2018). Tislauslaitteis-
tossa (kuva 3) putkiin lisattiin 80 ml 32 % natriumhydroksidiliuosta ja tislausajaksi
maaritettiin 4 minuuttia. Tisle titrattiin 0,25 M rikkihappoliuoksella. Maéritys suo-
ritettiin 15.-16.4. Naytteet analysoitiin ilman duplikaatteja aikatauluhaasteiden

vuoksi.

KUVA 3. BUCHI Distillation Unit K-350.

3.4 Kollageeni

Kollageenipitoisuuden maaritys tehtiin hydroksiproliinin maarittavalla NMKL-me-
netelméalla numero 127 (NMKL 127 2006). Menetelmassa néayte hydrolysoidaan,
laimennetaan ja suodatetaan, jonka jalkeen muodostetaan mitattava véri hape-
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tus- ja varireagenssien avulla. Analyysi suoritettiin 9.-12.4 menetelman mukai-
sesti kahdesti, mutta varinmuodostus epaonnistui molemmilla kerroilla niin nayt-
teissa, standardeissa kuin nollanaytteessakin (kuva 4).

KUVA 4. Nollanaytteet, standardit ja naytteet varinmuodostuksen jalkeen.

3.5 Suola

Suolapitoisuus maaritettiin kokonaisnatriumpitoisuuden kautta NMKL-menetel-
malla numero 180 (NMKL 180 2008). Menetelmésséa nayte hajotettiin mikrodiges-
tiolla, laimennettiin standardisuoralle sijoittuvaan pitoisuuteen ja analysoitiin liek-
kiatomiabsorptiospektrometrilla (kuva 5). Laatuosastolta saaduista oletetuista
suolapitoisuuksista laskettiin odotettu natriumpitoisuus, jota hyoddynnettiin lai-

mennosten suunnittelussa.
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KUVA 5. PerkinElmer AAnalyst 400 Atomic Absorption Spectrometer.

Nayte punnittiin tarkasti digestioastiaan, lisattiin tarvittavat reagenssit, kasattiin
digestiolaitteisto mikroaaltouunin ohjeistuksen mukaisesti (kuva 6) ja kaynnistet-
tiin ohjelma. Ohjeessa ilmoitettua ohjelmaa kaytettiin kuudelle naytteelle ja yh-

delle nollanaytteelle.

KUVA 6. Milestone Ethos Plus Microwave Labstation.
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Hajotettu nayte siirrettiin kvantitatiivisesti suppilon ja UHP-veden avulla ohjeesta
poiketen lasiseen mittapulloon. Tuote A laimennettiin 100 ml mittapullossa, josta
pipetoitiin 2 ml toiseen laimennokseen 100 ml mittapulloon. Tuotteet B, C ja D
laimennettiin 200 ml mittapullossa, josta pipetoitiin 1 ml toiseen laimennokseen
100 ml mittapulloon. 22.3 unohtui lisata hairionpoistaja ennen merkkiin tayttoa,
joten se pipetoitiin tarkasti jokaiseen ja lisdksi standardit tehtiin ja ajettiin uudel-
leen 3.4. Jokaisesta tuotteesta analysoitiin 3 naytetta duplikaatteina taulukon 3
mukaisesti kuvan 5 PerkinElmer AAnalyst 400 -liekkiatomiabsortiospektromet-

rill&.

TAULUKKO 3. Kokonaisnatriumanalyysin tydjarjestys.

22.3 A2, A3, A4 + standardit
3.4 D1, D2, D3 + standardit
4.4 B1, B2, B3
5.4 C1,C2,C3

Standardien valilaimennokset 100 mg/l ja 10 mg/l tehtiin muovisiin mittapulloihin.
Standardit pipetoitiin 10 mg/l valilaimennoksesta lasisiin mittapulloihin taulukon 4
mukaisesti, standardit 1,2 ja 3 100 ml mittapulloihin ja standardit 4 ja 5 50 ml
mittapulloihin. Valilaimennokset ja standardit laimennettiin ohjeen mukaisesti typ-

pihappoliuoksella.

TAULUKKO 4. Na-standardien pipetointi.

mg/I pipetoitava tilavuus (ml)
stl 0,10 1
st2 0,20 2
st3 0,50 5
st4 0,80 4
st5 1,0 5

3.6 Nitriitti ja nitraatti

Nayttein& olleisiin tuotteisiin oli valmistuksessa lisatty vain natriumnitriittia, mutta

nitrobakteerien aiheuttaman nitrifikaation tuotteena naytteessa oli mahdollista
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|0ytyd myds nitraattia. Maarityksissa kaytettiin pakastettuja naytteita, silla mikro-
bitoiminta pyséhtyy pakastimessa (Ruokatieto) eikd vaikutusta tulokseen pitaisi
olla. Aluksi maaritysta yritettin NMKL-menetelmaa numero 165 (NMKL 165
2000) soveltaen erotukseen anioninvaihtohartsia pylvaassa, mutta liuosten varit-

tomyys aiheutti ongelman fraktioiden kerayksessa.

Loydettiin kokeilemisen arvoinen standardi (SFS-EN 12014-2 2017), jossa oli
kaytetty ionikromatografissa kaytettavissa olevaa kolonnia, Dionex lonPac
Asl4a, ja eluenttia, 8 MM Na2COs/1 mM NaHCOs. Kyseinen standardi maarittaa
nitriittid ja nitraattia vihanneksista, mutta pitaisi olla toimiva myds lihajalosteille
nitriitin ja nitraatin vesiliukoisuuden vuoksi. Naytteiden kromatogrammeissa ha-
vaittiin jokin hairitseva ioni, joka peitti mahdollisen nitriitin ja nitraatin piikit var-
joonsa. Kaytetty ionikromatografi, Dionex ICS-1000 lon Chromatography System

(kuva 7), mitoittaa kromatogrammin suurimman piikin mukaan, joten suhteessa

pienemmat piikit hukkuvat suurimman varjoon.

KUVA 7. Dionex ICS-1000 lon Chromatography System ja Dionex AS40 Auto-

mated Sampler.

Standardien perusteella tiedettiin tarkasti retentioajat nitriitille ja nitraatille, mutta

naytteissa piirtyi aiemmalla retentioajalla nitriitin ja nitraatin piikit peittava suuri
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piikki. Siten ionikromatografisella menetelmalla ei pystytty toteamaan kumpaa-
kaan eika sanomaan niiden pitoisuuksista mitaan. Tulos varmistettiin kuitenkin
viela tuoreella, pakastamattomalla naytteella tuotteesta B, mutta kromatogram-
missa tilanne oli sama. Maarityksen kanssa tydskenneltin 29.3, 1.4, 8.-9.4 ja
12.4.

Poikkitieteellisessa ajattelussa nousi esiin virtsatieinfektion toteamiseen kaytet-
tavat Combur? Test® -testiliuskat, joissa monen muun liséksi todetaan nitriitin
lasn&olo naytteessa. Testiliuskan alamittausraja nitriitile on 0,05 mg/dl, jonka
vuoksi testiliuskalla ei voida arvioida nitriittipitoisuutta naytteessa. Naytetta pun-
nittiin noin 10 grammaa ja siihen lisattiin noin 80 ml 50 — 60 asteista vettd, johon

testiliuska upotettiin. Testi suoritettiin 17.4.
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4 TULOKSET

Tulokset esitetddn tuotteittain, analyysikohtaiset tulokset eriteltyina. Duplikaat-
teina tehtyjen naytteiden tulokset ilmoitetaan tulosten keskiarvona. Oletetut
rasva-, proteiini- ja suolapitoisuudet perustuvat laatuosaston laskelmiin seka

aiempiin analyysituloksiin.

4.1 Tuote A

Saadut vesipitoisuudet olivat hyvin toistensa kaltaisia — ero suurimman ja pienim-
man valilla on alle 3,0 g/100g. Tuloksissa ilmenee erien valista vaihtelua, mutta
se on pientd suhteutettuna tuloksiin. Pienimman tuloksen saanut nayte Al kui-
vattiin 115 asteisessa lampodkaapissa ja kolme muuta 105 asteisessa lampo-

kaapissa. Kuviossa 6 ilmoitettujen tulosten keskiarvoksi saadaan 63,5 g/100g.

65
64

63

g/100g

62
61

60

KUVIO 6. Tuote A:n vesimaarityksen tulokset.

Tuotteen oletettu rasvapitoisuus oli 21 g/100g. Oletettuun arvoon nahden saadut
pitoisuudet ovat hieman suurempia. Pitoisuuksissa on havaittavissa pienta vaih-
telua seké eran sisaisesti etta erien valilla. Suurimman ja pienimman tuloksen ero
on alle 1,0 g/100g. Kuviossa 7 ilmoitettujen tulosten keskiarvoksi saadaan 23,0
0/100g.
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23,70

23,30

g/100g

22,90

22,50

KUVIO 7. Tuote A:n rasvamaarityksen tulokset.

Tuotteen oletettu proteiinipitoisuus oli 16 g/100g. Tuotteesta analysoitiin naytteet
A2, A3 ja A4. Saadut tulokset ovat hyvin toistensa kaltaisia — suurimman ja pie-
nimman tuloksen ero on alle 0,5 g/100g, mutta kuitenkin huomattavasti alle ole-
tetun arvon. Tulokset kuvaavat vain erén sisaista vaihtelua, silla kaikki analysoi-
dut naytteet ovat samasta lihaseoksesta valmistettuja. Kuviossa 8 ilmoitettujen

tulosten keskiarvoksi saadaan 12,2 g/100g.
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12,20

g/100g

12,00
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11,60

KUVIO 8. Tuote A:n proteiinimaarityksen tulokset.

Tuotteen oletettu suolapitoisuus oli 1,7 g/100g. Tulokset ovat hyvin samankaltai-
sia suurimman ja pienimman tuloksen eron ollessa alle 0,1 g/100g, joten vaihte-
lua erien valilla tai niiden sisaisesti ei ole havaittavissa. Ero oletettuun pitoisuu-

teen on noin 0,2 g/100g. Kuviossa 9 ilmoitettujen tulosten keskiarvoksi saadaan

1,9 g/100g.
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2,00

1,95

g/100g

1,90

1,85

KUVIO 9. Tuote A:n suolamaarityksen tulokset.

4.2 TuoteB

Tuotteen vesipitoisuudessa on havaittavissa vaihtelua erien valilla, mutta pitoi-
suuden suuruusluokka huomioon ottaen vaihtelu on pienta. Suurimman ja pie-
nimman tuloksen ero on alle 3,0 g/100g. Erén sisaisten naytteiden pitoisuusvaih-
telu on noin 0,9 g/100g. Kuviossa 10 ilmoitettujen tulosten keskiarvoksi saadaan

62,9 g/100g.

65

60

KUVIO 10. Tuote B:n vesimaarityksen tulokset.

Tuotteen oletettu rasvapitoisuus on 20 g/100g. Saadut tulokset ovat pienempia
kuin oletettu arvo ja niiden valinen vaihtelu ovat huomion arvoisia. Suurimman ja
pienimman tuloksen ero on noin 2,4 g/100g, joka on erien valista vaihtelua lahes
kokonaan. Eran sisdaista vaihtelua kuvaavien naytteiden B2 ja B3 valinen ero on
olematon, alle 0,1 g/100g. Kuviossa 11 ilmoitettujen tulosten keskiarvoksi saa-
daan 17,8 g/100g.
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19,00
18,50
18,00
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17,00
16,50

16,00

KUVIO 11. Tuote B:n rasvamaarityksen tulokset.

Tuotteen oletettu proteiinipitoisuus on 10 g/100g. Tuotteesta analysoitiin naytteet
B1, B3 ja B4. Suurimman ja pienimmaén tuloksen ero on alle 0,3 g/100g ja kaikki
tulosten etaisyys oletetusta arvosta on alle 0,2 g/100g. Saadut tulokset ovat erin-

omaisesti linjassa oletetun arvon kanssa. Kuviossa 12 ilmoitettujen tulosten kes-

kiarvoksi saadaan 10,0 g/100g.

10,20

10,10

g/100g

10,00
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KUVIO 12. Tuote B:n proteiinimaarityksen tulokset.

Tuotteen oletettu suolapitoisuus on 1,8 g/100g.Tulokset ovat merkittavasti oletet-
tua arvoa suurempia, mutta suurimman ja pienimman tuloksen ero on alle 0,15
9/100g. Tulokset on laskettu 3.4 tehdylla standardisuoralla. Kuviossa 13 ilmoitet-

tujen tulosten keskiarvoksi saadaan 2,1 g/100g.
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2,15

2,10

g/100g

2,05

2,00

KUVIO 13. Tuote B:n suolamaarityksen tulokset.

Naytteesta B4 saatiin positiivinen tulos nitriitille Combur? Test® -testiliuskalla

(kuva 7). Testiliuskan tuloksesta ei kuitenkaan voida arvioida nitriitin pitoisuutta.

-

KUVA 7. Naytteen B4 Combur? Test® -testiliuska.
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4.3 TuoteC

Tuotteen vesipitoisuuden tuloksissa ilmenee vain pienta vaihtelua, suurimman ja
pienimma&n arvon ero on alle 1,2 g/100g. Viimeisen naytteen pitoisuuden havai-
taan olevan muita pienempi, mutta suhteutettuna pitoisuuteen ero on hyvin pieni.

Kuviossa 14 ilmoitettujen tulosten keskiarvoksi saadaan 81,0 g/100g.
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80
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KUVIO 14. Tuote C:n vesimaarityksen tulokset.

Tuotteen oletettu rasvapitoisuus on 8,9 g/100g. Saadut tulokset ovat keskenaan
samansuuntaisia. Suurimman ja pienimman tuloksen ero on alle 1,5 g/100g,
mutta ne ovat reilusti alle oletetun arvon. Rinnakkaisnayttein&d analysoidun nayt-
teen C1 tulokseksi saatiin 2,78 + 0,18 g/100g. Kuviossa 15 ilmoitettujen tulosten

keskiarvoksi saadaan 8,3 g/100g.
3,00
2,50

2,00

g/100g

1,50

1,00

KUVIO 15. Tuote C:n rasvamaarityksen tulokset.
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Tuotteen oletettu proteiinipitoisuus on 11 g/100g. Tuotteesta analysoitiin naytteet
C1, C2, C3ja C4, joiden suurimman ja pienimman tuloksen ero on alle 1,6 g/100g
ja kaikkien tulosten etéisyys oletetusta on alle 1,5 g/100g. Lukuun ottamatta nay-
tettd C2, tulokset ovat erittain lahella oletettua. Kuviossa 16 ilmoitettujen tulosten

keskiarvoksi saadaan 11,4 g/100g.

12,50
12,00

11,50

g/100g

11,00

10,50

KUVIO 16. Tuote C:n proteiinimaarityksen tulokset.

Tuotteen oletettu suolapitoisuus on 2,6 g/100g. Saadut tulokset ovat keskenaan
hyvin samankaltaisia — suurimman ja pienimman tuloksen ero on 0,1 g/100g. Tu-
lokset on laskettu 3.4 tehdylla standardisuoralla. Kuviossa 17 ilmoitettujen tulos-

ten keskiarvoksi saadaan 2,6 g/100g, joka on sama kuin oletettu suolapitoisuus.
2,70

2,65

g/100g

2,60

2,55

KUVIO 17. Tuote C:n suolamaarityksen tulokset.

Naytteesta C2 saatiin positiivinen tulos nitriitille Combur? Test® -testiliuskalla

(kuva 8). Testiliuskan perusteella ei kuitenkaan voida arvioida nitriitin maaraa.
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KUVA 8. Naytteen C2 Combur? Test® -testiliuska.

4.4 Tuote D

Tuotteen vesipitoisuuden maarityksen tuloksissa on havaittavissa isompaa erien
valistd kuin eran sisaista vaihtelua. Kuitenkin tulokset ovat samansuuntaisia kes-
ken&éan ja suurimman ja pienimman tuloksen ero on noin 2,5 g/100g. Kuviossa

18 ilmoitettujen tulosten keskiarvoksi saadaan 76,4 g/100g.

79

74

KUVIO 18. Tuote D:n vesimaarityksen tulokset.
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Tuotteen oletettu rasvapitoisuus on 3,0 g/100g. Tuloksissa on havaittavissa huo-
mattavaa eran sisaista vaihtelua. Tulosten suurimman ja pienimma&n ero on noin
2,1 g/100g, joka on kokonaan eran sisaista vaihtelua. Kuviossa 19 ilmoitettujen

tulosten keskiarvoksi saadaan 2,5 g/100g.
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KUVIO 19. Tuote D:n rasvamaarityksen tulokset.

Tuotteen oletettu proteiinipitoisuus on 17 g/100g. Tuotteesta analysoitiin naytteet
D1, D2 ja D3, joiden vélilla on huomattavaa vaihtelua — suurimman ja pienimman
tuloksen ero on jopa 4,7 g/100g. Naytteista kaksi on alle oletetun arvon ja yksi on

reilusti yli. Kuviossa 20 ilmoitettujen tulosten keskiarvoksi saadaan 16,8 g/100g.
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KUVIO 20. Tuote D:n proteiinimadrityksen tulokset.

Tuotteen oletettu suolapitoisuus on 2,0 g/100g. Tulokset ovat huomattavasti suu-
rempia oletettuun arvoon néhden ja vaihtelua seka erien valilla ettd eran sisai-
sesti on havaittavissa. Suurimman ja pienimman tuloksen ero on alle 0,4 g/100g.

Kuviossa 21 ilmoitettujen tulosten keskiarvoksi saadaan 2,6 g/100g.
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2,35

KUVIO 21. Tuote D:n suolamaarityksen tulokset.

45 Yhteenveto

Tuotteen A osalta rasvapitoisuus on 2,0 g/100g yli oletetun pitoisuuden, proteii-
nipitoisuus 3,8 g/100g alle ja suolapitoisuus 0,2 g/100g yli oletetun. Tuotteen B
osalta rasvapitoisuus on 2,2 g/100g alle oletetun, proteiinipitoisuus sama kuin
oletettu ja suolapitoisuus 0,2 g/100g alle oletetun. Tuotteen C osalta rasvapitoi-
suus on 0,6 g/100g alle oletetun, proteiinipitoisuus 1,4 g/100g yli oletetun ja suo-
lapitoisuus on sama kuin oletettu. Tuotteen D osalta rasvapitoisuus on 0,5 g/100g
alle oletetun, proteiinipitoisuus 0,2 g/100g alle oletetun ja suolapitoisuus 0,6
g/100g yli oletetun pitoisuuden. Tuotteiden ainesosakohtaiset keskiarvopitoisuu-

det on koottu taulukkoon 5.

TAULUKKO 5. Tulosten keskiarvoihin perustuvat ravintosisaltdtiedot.

Tuote A Tuote B Tuote C Tuote D

(9/1009) (9/1009) (9/1009) (9/1009)
vesi 63,5 62,9 81,0 76,42
rasva 23,0 17,8 8,3 2,5
proteiini 12,2 10,0 11,4 16,8
suola 1,9 2,0 2,6 2,6
yhteensa 100,6 92,7 103,3 98,3
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5 POHDINTA

Kokonaisuudessaan analyysit sujuivat hyvin aikataulu ja tydmaara huomioiden.
Jokainen nayte ja standardi kasiteltiin analyyseissa samalla tavalla, joten tulokset
ovat vertailukelpoisia keskenaan ja suhteessa toisiinsa. Mittausepavarmuuden
arviointi tarkasti on mahdotonta, mutta mahdollisen virheen voidaan olettaa tois-

tuvan samanlaisena jokaisessa naytteessa.

Kollageeni-, nitriitti- ja nitraattipitoisuuksille ei saatu tuloksia, mutta kuitenkin saa-
tiin selvyys nitriitin olemassaolosta tuotteessa. Kollageenin maarityksessa vari-
muodostus epaonnistui hapetus- ja varireagensseista johtuvista syista, silla vari
ja sakka toistui jokaisessa putkessa riippumatta siita, oliko kyseessa nollanayte,

standardi vai nayte.

Kuvassa 4 putkissa on hapetus- ja varireagenssien liséksi nollanaytteessa vetta,
standardeissa standardiliuos sekd naytteissa laimennettu naytehydrolysaatti ja
ne on kasitelty menetelman (NMKL 127 2006, 4-5) mukaisesti. Mikali varinmuo-
dostumisen epaonnistuminen olisi ollut vain naytteissa, olisi voinut ajatella nayt-
teessa olevan jokin sakan muodostava yhdiste. Kuitenkin lopputulos on kaikissa
sama, jopa vedessa, epaonnistumisen taytyy johtua reagensseista. Varinmuo-

dostuksen epaonnistumisen toistuminen tukee paatelmaa.

Selvyytta nitriitin ja nitraatin pitoisuuksiin ei tdman tydn puitteissa saatu. Nitriitin
onnistunut osoitus Combur? Test® -testiliuskoilla antoi varmuuden, etté valmis-
tuksessa lisattya nitriittia on tuotteessa jaljella viela useita paivia pakkaamisen
jalkeenkin. Nitriitti ja nitraatti ovat haastavia erottaa ja siksi nitraatin analyysissa
se pelkistetaan nitriitiksi, joka on helpompi méaaritettava. Pitoisuudet olisi saatu
selvitettya maarittdmalla nitriitti ensin ilman pelkistysta ja sitten pelkistyksen

kanssa. Tulosten erotuksena saataisiin nitraatin osuus.

Vesimaarityksen tuloksille ei ollut oletettuja pitoisuuksia, mutta saatuja tuloksia
voidaan vertailla tuotteen siséisesti seka toisen samankaltaisen tuotteen kanssa.
Menetelmé&n voidaan katsoa olevan luotettava ja toistettavissa, silla tyévaiheita

on vahan ja kaikkien naytteiden kohdalla punnitukset tehtiin samalla vaa’alla.
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Muita kuivauslampaétilassa haihtuvia yhdisteita oletettiin olevan naytteissa mitéat-
tbman vahan ja se maara, joka naytteissa on ollut, on ollut jokaisessa saman
tuotteen naytteessa sama, siten tulokset ovat keskenaan vertailukelpoisia. Tuot-
teen vesipitoisuuteen vaikuttaa lisatyn veden liséksi lihan vesipitoisuus seka kyp-
sennyksessa haihtuva vesi, siksi oletetun vesipitoisuuden laskemiseksi tarvittai-
siin valmistusreseptin lisaksi kaytetyn lihan oletettu vesipitoisuus. Kaikkien vesi-
pitoisuuteen vaikuttavien tekijoiden huomioiminen laskelmissa on kuitenkin hyvin
haastavaa, joten luotettavampi tulos saataisiin analysoimalla naytteita kattavasti

validoilulla menetelmalla.

Rasvamaarityksen tuloksissa on isojakin eroja oletettuihin arvoihin, mutta paa-
osin ne ovat linjassa keskenaan. Tuotteen A osalta saadut tulokset olivat yli ole-
tetun pitoisuuden ja tuotteiden B, C ja D alle oletetun. Erot eivat selity mittausepa-
varmuudella, silla jokainen nayte kasiteltiin samalla tavalla, siten mahdollinen mit-
tausepavarmuus pitaisi nakya jokaisessa samansuuntaisena. Maarityksen kaikki
punnitukset tehtiin samalla analyysivaa’alla, siten siind mahdollisesti olevan virhe
ei vaikuta punnitustulosten suhteeseen eika lopputulokseen. Maarityksessa ei ol-
lut reaktioita, joiden rajoittava tekija olisi lisatty, joten reagenssilisdyksista aiheu-
tuvaa virhetta ei pitaisi olla. Naytteesta C1 analysoitiin myds duplikaatti ja tu-
lokseksi saatiin 2,78 + 0,18 g/100g. Tuo 0,18 g/100g voidaan arvioida olevan
virhettéa. Tuotteiden C ja D osalta virhe vaikuttaa enemman kuin tuotteiden A ja B

osalta tulosten suuruusluokkaan suhteutettuna.

Proteiinimaarityksen tulokset olivat tuotteen B kohdalla 1ahes taydellisesti sita
mit& oletettu pitoisuuskin, mutta muiden kohdalla oletetun ja saadun tuloksen va-
lilla on eroa. Kjeldahl-menetelm&é pidetaan yleisesti hyvin luotettavana ja myos
ymparistélaboratorion laitteistolla tehdyissa analyyseissa menetelma ja kaytetyt
parametrit on todettu luotettaviksi (Honkala 2019). Maaritys tehtiin yhdessa
ajossa, joten lammitys- ja jaahdytysajat ovat olleet tAsmalleen samat jokaisella
naytteella. Naytteen A3 putken reunoilla oli hajoamatonta materiaalia viela mar-
k&polton jalkeenkin, mutta eroa tuloksissa ei kuitenkaan juuri ole. Muut naytteet
olivat hajonneet taysin. Ennen tislausta vesi lisattiin naytteen laimentamiseksi ja
natriumhydroksidi ammoniakin muodostamiseksi. Lis&tyn natriumhydroksidin

maara tulee olla niin suuri, etta kaikki ammonium-ionit ovat reagoineet ammoni-
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akiksi. Reaktio on silminndhtava, joten lisdyksen riittavyytta ei ole tarpeellista ky-
seenalaistaa. Kaytetyn neljan minuutin tislauksen on katsottu olevan riittdva kai-
ken ammoniakin tislautumiseksi, mutta mahdollisuus havikkiin silti on. Titraattoria
kaytettaessa titrauksesta aiheutuva virhe on erittain pieni, lisdksi kaytetyn SHER-
indikaattorin varinmuutos titrauksen paatepisteessé on hyvin selva.

Suolamaarityksen tuloksissa ainoastaan tuotteen C saadut tulokset vastasivat
oletettua, muut ovat yli oletetun pitoisuuden. Tuotteen A analyysissa hairionpois-
taja unohtui lisata ennen mittapullojen merkkiin tayttoa, joten se lisattiin tarkasti
jokaiseen naytteeseen ja standardiin. Aiheutunut yhden millilitran ylitys mittapul-
lon merkista aiheutti oman virheensa tuloksiin, mutta se on sama kaikilla tuotteen
A naytteilla. Tasta syysta tuotteen A tulosten kasittelyssa kaytettiin samaan ai-
kaan ajettujen standardien standardisuoraa, jonka korrelaatiokerroin oli 0,9888
(liite 1). Tuotteiden B, C ja D tulosten kasittelyssa kaytettiin tuotteen D kanssa
ajettuja standardeja, joiden standardisuoran korrelaatiokerroin 0,9984 (liitel) oli
parempi aiempaan verrattuna. Maarityksessa oli pipetointeja paljon, joten niista
saattoi aiheutua virhettd. Kuitenkin analyyseissa pipetoijia oli vain yksi, joten
mahdollinen pipetointivirhe pitaisi toistua jokaisessa naytteessa samanlaisena.
Laitteen aiheuttamaa virhetta kontrolloitiin kayttamalla tuotteiden B ja C analyy-
seissa kontrollistandardeja absorbanssin tarkistamiseksi. Erot oletetun ja mitatun
valilla voivat johtua mittausepavarmuuden lisaksi siita, etta kaikkea tuotteessa

olevaa natriumia ei ole huomioitu oletetussa suolapitoisuudessa.

Analyysitulosten suuruusluokkaa on mahdoton arvioida tassa tyossa taysin oike-
aksi tai vaaraksi naytteiden vahaisen maaran vuoksi. Rinnakkaisnaytteiden ana-
lysointi olisi lisannyt tulosten varmuutta, mutta rasva- ja proteiinimaarityksissa ja-
tettiin aikatauluhaasteiden vuoksi yhdetkin rinnakkaisnaytteet tekematta. Nayttei-
den vahaisen maarén ja sen aiheuttaman tulosepadvarmuuden vuoksi tuloksia
voidaan arvioida taulukon 5 mukaisesti keskiarvoina. Tulosten keskiarvojen pe-
rusteella saadaan kasitys pitoisuuksien suuruusluokasta maaritysten epavar-

muustekijat huomioiden.

Tulokset vastaavat verrattain hyvin oletettuja pitoisuuksia, kun huomioidaan

raaka-aineen olevan lihaa. Tuotteiden A ja B rasvapitoisuuksiin, tuotteiden A ja
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C proteiinipitoisuuksiin seka tuotteiden A, B ja C suolapitoisuuksiin olisi hyva rea-
goida, tarkistaa resepteja ja harkita analyysien teettdmista akkreditoidussa labo-
ratoriossa. Liséksi tuloksissa havaitut erien valiset ja niiden sisaiset vaihtelut olisi
hyva huomioida, miettia tuotantoprosessin vaihtelua aiheuttavia tekijoita ja tehda

tarvittavat muutokset.
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