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SaftTest-menetelma on standardisoitu testausjarjestelma, joka perustuu
entsymaattisiin reaktioihin. Talla menetelmalla voidaan maarittaa tarkasti rasvasta,
Oljysta sekd muista monimutkaisista aineista muun muassa peroksidit, vapaat
rasvahapot sekd kokonaisrasvan maaré. Laitteisto koostuu spektrofotometrista,
suodatinyksikdstd, lampohauteesta ja Vortex- seka koeputkisekoittimesta.
Menetelmalla saadaan tuloksia nopeasti, jopa muutamassa minuutissa.

Tyon tarkoituksena oli testata SafTest—-menetelman soveltuvuutta ja saatujen
tulosten oikeellisuutta Valio Oy Seingjoen tehtaan aluelaboratorion kayttéon.
Menetelmélla on mahdollista korvata tydlaat ja aikaa vievat uutto- ja
titrausmenetelmat. Tyodssa  testattin  peroksidipitoisuutta ja  vapaiden
rasvahappojen seka kokonaisrasvan maardd. Tutkimusmenetelmana kaytettiin
toistettavuutta sek& tutkittiin oikeellisuutta vertaamalla SafTest—menetelmalla
saatuja tuloksia perinteisin menetelmin saatuihin tuloksiin. Testattavia tuotteita oli
Kevyt Levi 40, Oivariini 75 ja voiblly. Tuotteita oli huononnettu erilaisin
sdilytyskeinoin, koska néissa tulokset olivat suurempia.

Tutkimus osoitti, ettd SafTest—-menetelm&n toistettavuus oli luotettava.
Menetelmien vertailuissa poikkeamat olivat osittain melko suuria. SafTest
menetelman kayttoonotto Seingjoen tehtaan laboratorioon ei tutkimuksen pohjalta
tullut ajankohtaiseksi.
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SafTest System is a standardized testing system, which is based on enzymatic
reactions. With this system it is possible to determine accurately peroxide, free
fatty-acid content and fat content, from fat and oil. The equipment consists of
spectrophotometer, filtration unit, a heating block, Vortex and a test tube mixer.
The method gives results very quickly, even in a few minutes.

The purpose of the thesis was to test the feasibility and correctness of SafTest
method for use at Valio Oy Seingjoki Regional Laboratory. With this system it is
possible to remove time consuming and labor intensive steps from the extraction
and titration process. In the thesis the amount of peroxides, the amount of free
fatty acids and fat content were tested. The repeatability and correctness are used
as research method. The results are verified by comparing them to results
achieved by traditional methods. The tested products were Kevyt Levi 40, Oivariini
75 and butter oil. The tested products were aged by methods of storage to achieve
clearer results.

The research stated that Saftest system’s repeatability was reliable, however
variations between different methods were quite large.
Based on this study Valio's laboratory in Seingjoki was not willing to
take Saftest in use, at the present state.
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Kaytetyt termit ja lyhenteet

Sentrifugointi

T&K

FFA

Fe

Kaseiini
Membraani
Homogeeninen

Suodos

Faasi

Kontaminaatio

Variaatiokerroin

Korrelaatiokerroin

Partikkelien erottamista toisistaan sentrifugilla, jonka

toiminta perustuu pyorimisnopeuteen ja

keskipakovoimaan.

Helsingissd sijaitseva Valio Oy:n tutkimus- ja

kehittamiskeskus.

Free fatty acids eli vapaat rasvahapot.
Raudan kemiallinen lyhenne.

Maidon fosforipitoisia proteiineja.
Solua ympardiva kalvo.

Tasalaatuinen seos.

Suodattimen lapi mennyttd ainetta, josta on erotettu

esimerkiksi sakat.
Kuvaa aineen olomuotoa, esimerkiksi nestefaasi.

Tarkoittaa  ei-toivottujen  materiaalien ja aineiden

lasnaoloa ja kosketusta. Esimerkiksi eri aineiden

sekaantuminen keskenaan voi aiheuttaa kontaminaatiota.

Kertoo tulosten suhteellisen hajonnan. Saadaan kun

jaetaan tulosten keskihajonta tulosten keskiarvolla.

lImoitetaan prosentteina.

Mittaa kahden muuttujan valista riippuutta. Mitd

lahempéana kerroin on lukua 1, sitd suurempi riippuvuus

on muuttujien valilla.
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1 JOHDANTO

Valio Oy on yksi Suomen johtavista meijerituotteiden valmistajista. Valio Oy:lla on
Suomessa 15 tuotantolaitosta, joista yksi sijaitsee Seingjoella. Valio Seingjoen
tehtaalla valmistetaan tuoretuotteita, maitojauheita seka ravintorasvoja.
Tyokokemustani olen kartuttanut Valio Oy Seindjoen tehtaalla noin kolmen vuoden
ajan. Tyoskennellessani rehulaboratoriossa ajankohtaiseksi tuli opinnaytetyon
aiheen etsiminen. Pian selvisikin, ettd laboratoriodiagnostiikkaa markkinoivalta
Medinor Oy:ltda oli tulossa uusi laitteisto testattavaksi Valio Seindjoen

aluelaboratorioon. Tasté laitetestauksesta sain opinnaytetyoni aiheen.

Opinnaytetyon tarkoituksena oli selvittdd SafTest—-menetelman soveltuvuutta Valio
Oy Seinajoen tehtaan aluelaboratorion kayttoon. Valio Oy Seingjoen tehtaalla
valmistetaan ravintorasvoja, joista tehdaan erilaisia laatua mittaavia analyyseja.
Talla hetkella suurin osa rasvanaytteista lahetetadn Valion tutkimus ja
kehittamiskeskukselle Helsinkiin, jossa niista maaritetddn muun muassa
peroksidipitoisuus ja vapaiden rasvahappojen maara. Ainoastaan

rasvapitoisuuden méaaritys voidaan suorittaa Seindjoen tehtaan aluelaboratoriossa.

Oletuksena oli, ettd huononnetuissa naytteissd peroksidipitoisuus ja vapaiden
rasvahappojen maara on suurempi kuin tuoreissa naytteissa. Nain ollen tassa
tyossa kaytettdvia rasvanaytteitd huononnettiin erilaisin sailytysmenetelmin. Osa
naytteista sailytettiin aluksi +45-asteisessa lampokaapissa, minka jalkeen ne
pakastettiin. Sailytysmenetelmind kaytettiin myds kylmasailytysta seka tuoreena
pakastamista. Tutkimukset suoritettiin noin 6—12 kuukautta tutkittavien naytteiden
parasta ennen -paivaysten jalkeen. Tassa tydssd maarityksia tehtiin Oivariini-
(75%), Kevyt Levi- (40%) ja voidljynaytteista (100%).



2 PERINTEISET MAARITYSMENETELMAT

Valio Oy:n perinteiset maaritysmenetelmat kasittavat standardimenetelmia, joita
kaytetddn erityyppisiin rasvamaarityksiin. Tassa tydssa kasitelladn rasvan
happoisuutta seka peroksidi- ja rasvapitoisuutta. Naistda happoisuus- ja
peroksidimaaritykset tehddédn Valion T&K:lla Helsingissd ja ainoastaan

rasvapitoisuus voidaan maarittda Valio Seindjoen tehtaan aluelaboratoriossa.

Rasvan happoisuus eli vapaiden rasvahappojen maara FFA maaritetaan
vedettomalla emastitrauksella kayttden automaattititraattoria. Mikali tutkittava
rasvanayte ei ole nestemaéinen, se tulee ensimmaiseksi sulattaa lampokaapissa tai
vesihauteessa. Jos néaytteessa ilmenee sameutta, se on valutettava
suodatinpaperin lapi. Rasvanaytteen tulee olla kirkas ja se ei saa sisaltda vetta.
Maaritykset tehdd&n puhtaasta rasvasta, joten naytteestd tulee erottaa rasva
sentrifugoimalla. Rasvanayte punnitaan ja liuotetaan isopropanoli-petrolieetteriin,
jossa kaytetdan indikaattorina tymolisinista. Taméa seos titrataan tietyn vahvuisella
tetra-n-butyyliammoniumhydroksidilla. Titrauksen p&éatepisteen huomioimiseen
kaytetaan potentiometristd fotoelektrodia. Automaattititraattori ilmoittaa rasvan
happoisuuden millimooleina 100 grammaa rasvaa kohden. Tassa tydssa vapaiden
rasvahappojen osuus, FFA%, ilmoitettiin grammoina 6ljyhappoa 100 grammassa
rasvaa (FFA % g 18/ 100 g). (Valio Oy 2007, 1-5.)

FFA% lasketaan kaavasta

*
EEpg _ 282*FA M
1000

jossa FA on rasvan happoisuus

282 on oljyhapon moolipaino
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Peroksidiluvun maaritysmenetelméa perustuu peroksidien kykyyn hapettaa rauta-
atomit hapetustilalta +11 hapetustilaan +llI ja Fe(lll):n kykyyn muodostaa varillinen
kompleksiyhdiste tiosyanaatti-ionien kanssa. Fe(ll) ei muodosta varillista
kompleksia. Tassakin maarityksessa rasvanaytteen tulee olla puhdasta rasvaa ja
erotus tehdaan rasvanhappoisuusmaarityksessa kerrotulla menetelmalla. Sulaa
rasvaa pipetoidaan koeputkeen 200 mg ja lisatdan joukkoon kloroformi-
metanoliseosta 9,7 ml, johon rasva liuotetaan sekoittamalla. Taman jalkeen
lisatdan viela 0,05 ml ammoniumtiosyanaattiliuosta seka 0,05 ml rautakloridiliuosta
ja sekoitetaan hyvin. Sokeakoe tehdaan samalla tavalla, mutta ilman
rasvanaytettd. Peroksidiluku lasketaan rauta(lll)standardin avulla joka mitataan
sokeakokeen ja naytteen rinnalla. Koeputkia seisotetaan 5-10 minuuttia, jonka
jalkeen liuosten absorbanssit mitataan sokealiuosta vastaan spektrofotometrilla
kayttaen aallonpituutta 500 nm. Peroksidipitoisuus ilmoitetaan milliekvivalentteina
aktiivista happea yhta kilogrammaa kohden rasvaa (meq 0,/kg). (Maunumaa
1999, 1-5.)

Peroksidipitoisuus lasketaan kaavasta

Peroksidipitoisuus = X (2)
55,84*m

jossa X on muodostuneen rauta(lll) maara
m on rasvanaytteen massa

Rose-Gottlieb—menetelmalla maaritetaan rasvapitoisuus. Tutkittavaan naytteeseen
lisdtddn ammoniakkiliuosta. Tama estdd kaseiinin saostumisen etanolilisdyksen
jalkeen. Etanolia kaytetaan hajottamaan rasvapallosten membraani. Taman
jalkeen rasva uutetaan naytteesta dietyylieetterilla ja petrolieetterilla. Kaytetyt
liuottimet haihdutetaan ja jaljelle jddnyt rasva punnitaan. Rasvapitoisuus

iimoitetaan painoprosentteina tuorepainosta. (Valio Oy 2009, 1.)



Taulukossa 1 on esitetty perinteisissa maaritysmenetelmissa kaytettyjen

kemikaalien riskeja ja niiden torjuntaa.

TAULUKKO 1. Perinteisten menetelmien kemikaalien riskitekij6ita (Valio oy 2009).

kemikaalin nimi

riskit

riskien torjunta

Dietyylieetteri

helposti syttyva, arsyttaa ja kuivattaa
ihoa, limakalvoja ja silmia

tydskentely vetokaapissa,
henkil6kohtaiset suojaimet, ESD-
kengat

Petrolieetteri

helposti syttyva, arsyttaa ja kuivattaa
ihoa, limakalvoja ja silmia

tydskentely vetokaapissa,
henkil6kohtaiset suojaimet, ESD-
kengat

Ammoniumhydroksidiluos, 25%

Arsyttaa ihoa, hdyryjen
hengittdminen vaarallista

suojakasineet ja suojalasit,
tyoskentely vetokaapissa

Kloroformi

karsinogeeni, arsyttaa ihoa, silmia ja
limakalvoja

tydskentely vetokaapissa,
suojakasineet ja hengityssuojain

Metanoli

myrkyllinen nieltyn&, helposti syttyva

tydskentely vetokaapissa,
suojakasineet ja hengityssuojain

Tetra-n-butyyliammoniumhydroksidi

syovyttava, myrkyllinen nieltyna

tydskentely vetokaapissa,
suojakasineet

Isopropanoli

myrkyllinen nieltyn&, helposti syttyva

tydskentely vetokaapissa,
suojakasineet
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3 RASVAT

Lipidit ovat ryhmé erilaisia rasva-aineita, joihin kuuluvat my6s varsinaisiksi
rasvoiksi miellettavat triglyseridit. Triglyserideja kutsutaan myo6s yksinkertaisiksi
lipideiksi niiden rakenteen vuoksi. Triglyseridit sisdltavat ainoastaan hiilta, vetya ja
happea. Glyserolin ja kolmen rasvahapon esterdityessa syntyy triglyserideja.
Luonnon triglyserideissa esiintyvat rasvahapot ovat usein pitkia hiiliatomeista
koostuvia ketjuja. Ketjuissa on yleisimmin 12—22 hiiliatomia ja maara on parillinen.
(Turpeenoja 2005, 70-71.) Kuviossa 1 on esitetty triglyseridin rakenne, jossa X, Y
ja Z merkitsevat CH,—ryhmien lukumaaraa rasvahapossa. Esimerkiksi 6ljyhapossa

on 18 hiiliatomia, joten X on 16.

T
e (Chgl —C=0-th,

I
He= e, =e~G=}

T
HoE—(CH), — C— 0O —CH

0)7 o

KUVIO 1. Triglyseridin rakenne. (Turpeenoja 1999, 72.)
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Rasvat ja Oljyt voidaan yleisesti luokitella eldin- ja kasvirasvoiksi. Elainrasvat
lajitellaan edelleen nisékasrasvoihin (tali, ihra) ja maitorasvaan. Maitorasvalle on
tyypillista suuri maara rasvahappoja. Enemmistdé rasvahapoista on
palmitiinihappoa, steariinihnappoa ja Oljyhappoa. (deMan 1999, 33-37))
Rasvahapot ovat joko tyydyttyneita tai tyydyttymattomia. Eldinrasvoissa esiintyy
tyydyttyneita rasvahappoja ja kasvirasvoissa tyydyttymattémia. (Turpeenoja 2005,
70-71.)

Rasvan happoisuus on tunnusluku, joka kuvaa sen vapaiden rasvahappojen
maaraa ja sen kautta eltaantumisen astetta (Valio Oy 2007, 1). Rasvat
muodostuvat kolmen rasvahapon kiinnittyesséa glyserolin runkoon muodostaen
triglyseridin.  Normaalisti rasvahapot ovat Kkiinnittyneind runkoon, kuten
triglyseridissa, ja harvemmin solussa esiintyy vapaana leijailevia rasvahappoja
(kuvio 2).

i
HE~(CHy)y —€~OH

KUVIO 2. Vapaa rasvahappo.

Jos tallaisia vapaana leijuvia rasvahappoja esiintyy solussa, niitd kutsutaan
vapaiksi rasvahapoiksi. Vapaita rasvahappoja ilmestyy, kun lipidit hajoavat
tuotteissa ja siksi ne ovat hyvia pilaantumisen mittareita. On osoitettu, etta vapailla

rasvahapoilla on terveydelle sekd hyodyllisia ettéd haitallisia vaikutuksia. Vapaiden
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rasvahappojen maarittdmisen taito on hyvin tarkedd elintarvike- ja
kosmetiikkateollisuudessa. (The SafTest System 2003, 5.)

Rasvojen ja oOljyjen hapettuessa syntyy lipidiperoksideja. Hapettuminen on
elektronien luovuttamista atomeista ja molekyyleista. Triglyseridin altistuessa
iimalle, se reagoi hapen kanssa. Happi on elektronegatiivinen, joten se tarrautuu
positiivisesti varautuneisiin atomeihin kuten vetyyn. N&in ollen reagoineeseen
happiatomiin jaa yksi vapaa elektroni ja syntyy vapaita radikaaleja, joita kutsutaan
peroksideiksi. Kuviossa 3 on esitetty peroksidi. Miinusmerkki viimeisen

happiatomin perassa osoittaa, ettéa happi on reagoinut.

H. G~ (€H)5 €00

KUVIO 3. Peroksidi.

Yhden peroksidin muodostuminen kiihdyttda helposti muidenkin peroksidien
muodostumista. Peroksidit tuhoavat kemikaaleja kehossamme, ruokatuotteissa
sekd muissa biologisissa aineissa. Ruuassa peroksidien esiintyminen vaikuttaa
valittomasti makuun. Hapettunut materiaali pystyy muuttumaan uudeksi aineeksi,
joka eroaa kemialliselta rakenteelta alkuperaisesta ja saattaa olla jopa myrkyllinen.
Nama ovat hyvid syitd eltaantumisen ja kayttokelvottomuuden tarkasteluun.
(SafTest System 2003, 3.)
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4 SAFTEST-MENETELMA

SafTest-menetelm& on standardisoitu testausjarjestelmd, joka perustuu
entsymaattisiin reaktioihin, joilla voidaan tarkasti maarittdd peroksidit, alkenaalit,
malonaldehydit, vapaat rasvahapot seka rasvapitoisuus. Laite-esittelijan mukaan
talla menetelmalla voidaan korvata kokonaan ty6laat ja aikaa vievat uutto- ja
titrausmenetelmat. Menetelmdd kaytetdaan talla hetkella muun muassa
kaladljyvalmistuksessa sekad oljyteollisuudessa Norjassa. Menetelmélla voidaan
testata rasvojen ja 6ljyjen liséksi myds muita hyvinkin monimutkaisia aineita, jotka

kuitenkin sisaltavat 6ljya.(Asu 2010.)

SafTest menetelmélla on mahdollista saada tuloksia muutamassa minuutissa ja
kokonaisen testisarjan tekemiseen kuluu aikaa muutama tunti. Menetelmé& on
monipuolinen useiden testisarja vaihtoehtojen vuoksi. Maarityksia voidaan tehda
tuotannon jokaisessa vaiheessa. Saatavilla olevat mikroanalyyttiset testit antavat
tietoa rasvan laadusta sekd naytteen rasvapitoisuudesta. Toisin sanoen SafTest
menetelma on sarja testeja, joilla voidaan maarittaa oljykomponentin tuoreus hyvin
pienista maarista naytetta. Esimerkiksi voituotteilla naytemé&araksi riittdd 0,20

grammaa.

Menetelma on helpompi kuin perinteiset menetelmat, ja nopea tiedon keruu antaa
kayttajalle paremman kasityksen tuotteen koostumuksesta sekd laadusta.
Laitteisto sisdltaa pienen tydaseman, joten se on helppokayttéinen myés pienissa
laboratorio- ja tuotantotiloissa. Talla menetelmalla on mahdollista saada useita
tuloksia paivassa, koska sitd voidaan kayttda yhtdjaksoisesti koko tyopaivan ajan.
Toistuvalla testaamisella voidaan myds hankkia tietoa tuotteen sailyvyydesta seka
erien koostumuksista. (The SafTest System 2003, 1.)
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4.1 Laitteet ja valineet

SafTest-laitteisto koostuu pienesta tydasemasta, joka sisaltdd SafTest Analyzer—
laitteen, joka kasittaa spektrofotometrin (Micro Chem 1) ja siihen liitetyn
tulostinyksikon. Tydasemaan kuuluu myds vakuumipumppu, jota kaytetddn

suodatukseen. Kuviossa 4 on esitetty typaseman paalaitteet.

MiceoCrn* 1L BE

[

i

e
=

KUVIO 4. Spektrofotometri ja tulosteyksikko (a), suodatinyksikké (b).

Liséksi tarvitaan Vortex—sekoitinta, koeputkisekoitinta seka lammityslohkoa (kuvio
5). (Package Insert for FASafe/AciSafe.)

KUVIO 5. Koeputkisekoitin (a), Vortex—sekoitin(b), lammityslohko (c).
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Seuraavaan on listattu tydssa tarvittavia valineita:

— lasiset 10 ml koeputket + korkit

— muoviset 15 ml kartiomaiset nayteputket + korkit

— erikokoisia automaattipipetit + karjet

— koeputkitelineet

— ajastinkello

—  Kimwip liinat

— lasikuulat

— lampomittari. (Package Insert for FASafe/AciSafe.)

Spektrofotometri. Spektrofotometri on laite, jossa tapahtuu dispersiota eli eri
aallonpituuksien erottelua toisistaan. Laite my®s mittaa jokaista aallonpituutta
vastaavat intensiteetit. Intensiteetti on kasite, joka kuvaa energian siirtymista
aallon mukana pinnan lapi pinta-alayksikkéa kohden. Laitteella mitataan
naytteeseen tulevan ja sen lapi kulkeneen valon intensiteettien suhde
aallonpituuden funktiona. Kun sateily kulkee naytteen l&api, sen intensiteett
pienenee. Pienenemiseen vaikuttaa aineen pitoisuus ja paksuus seka tulevan

sateilyn aallonpituus. (Jaarinen & Niiranen 2005, 46-55.)

Tassa tyossa kaytetdan nakyvan valon aallonpituutta, joka on 360-800 nm.
Nakyvan valon spektrofotometrissa nayte asetetaan valonsateen tielle lasisessa
koeputkessa. Naytettd liuotettaessa tulee huomioida milla aallonpituusalueella
mittaukset tehdaan. Nakyvan valon aallonpituusalueella riittdd, ettd liuotin on
kirkas. Mittausolosuhteet tulee olla sellaiset, ettd saadaan luotettava
absorbanssiarvo. Tahan voidaan vaikuttaa naytteen laimentamisella. Optimaalinen
mittausalue on absorbanssivalilla 0,3...1,0, jolloin virheiden vaikutus mitattavaan
absorbanssiin  on pienin. Ensimmaiseksi  spektrofotometrilla  mitataan
kalibrointinaytteet. Tuloksista ~ muodostetaan kalibrointikayra. Sopivan
laimennoksen jalkeen naytteisiin lisdtdan tarvittavia reagenssiaineita ja suoritetaan
mittaukset. Naytteen pitoisuus saadaan selville lukemalla kalibrointikayrélta tulos

kun naytteen absorbanssi on saatu mittauksella. Mikali absorbanssi on suuri eika
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osu kalibrointikayralle, tulee naytettd laimentaa lisaa luotettavan tuloksen
saamiseksi. (Jaarinen, S & Niiranen, J 2005, 58-61.)

4.2 Testisarjat seka muut tarvittavat kemikaalit

SafTest menetelma koostuu kahdeksasta erilaisesta testisarjasta. Nelja testisarjaa
on tarkoitettu Oljy- sekd rasvanaytteille ja toiset nelja muille monimutkaisimmille
aineille, jotka eivat ole puhdasta 6ljya, mutta kuitenkin siséltavat sitd. Erot naiden
testisarjojen valilla ovat testeissa kaytetyissa kemikaaleissa, testausajoissa seka
spektrofotometrin  asetuksissa. Tassa tyodssa kaytettavia testisarjoja ovat
PeroxySafe (peroksidin maaritys), AciSafe (vapaiden rasvahappojen maaritys)
sekd Percent Fat (kokonaisrasvan maaritys). Muita testisarjoja ovat AldeSafe,
AlkalSafe, CitriSafe, Shelf Life Predictor ja ProteSafe. (The SafTest System 2003,
1-2)

AciSafe. AciSafe testisarjaa kaytetddn vapaiden rasvahappojen mittaamiseen
Oljyista, rasvoista, lihasta seka muista ruoka-aineista. Naytetta tarvitaan vain pieni
maara ja valmistelutoimenpiteeksi riittda naytteen laimentaminen. Rasvan
erottamista sentrifugoimalla ei tarvita, kuten perinteisessd FFA maarityksessa.

AciSafe testisarja sisaltaa reagenssit A ja B seka kalibrointinaytteet 1-5 (kuvio 6).

KUVIO 6. AciSafe testisarjan reagenssit ja kalibrointinaytteet.
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Reagensseissa sekd kalibrointiaineissa kaytetyt kemikaalit ovat suurelta osin
salassa pidettya tietoa, mutta joitain tietoja on kuitenkin saatavilla. Reagenssi A
siséltda alkoholia ja reagenssiin on lisatty stabiloimisaineita. Reagenssi B toimii pH
indikaattorina. Kalibrointinaytteet 1-5 sisaltavat jokainen tietyn pitoisuuden
glyseryylitriasetaattia. Tulokset ilmoitetaan 6ljyhappoprosenttina (%) naytetta kohti.
(MP biomedicals 2011.)

PeroxySafe. PeroxySafe testisarjaa kaytetadn maarittdessa rasvan peroksideja
tai peroksidiarvoja Oljyistd, rasvoista, lihasta sekd muista ruoka-aineista.
Valmistelutoimenpiteet ja ndytemaarat ovat samat kuin FFA maarityksessa, eika
rasvan erottamista tdmankaan testisarjan kanssa tarvita. ProxySafe testisarja

siséltaa reagenssit A-C seka kalibrointinaytteet 1-4 (kuvio 7).

KUVIO 7. PeroxySafe testisarjan reagenssit ja kalibrointinaytteet.
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Reagenssien ja kalibrointinytteiden osalta tiedetddn, ettd Reagenssi A siséltaa
alkoholia ja reagenssiin on lisatty stabiloimisaineita. Reagenssi B toimii pH
indikaattorina ja reagenssi C sisaltdd raudan suoloja. Kalibrointinaytteet 1-4
sisaltavat jokainen tietyn pitoisuuden rasvan peroksideja. Tulokset ilmoitetaan
milliekvivalentteina kiloa naytetta kohden (meqg/kg).(MP biomedicals 2011.)

Percent Fat. Percent Fat testisarjaa kaytetddn rasvapitoisuuden maarittamiseen
erilaisista  ruoka-aineista  kuten meijerituotteista, &aidinmaidonkorvikkeista,
kekseistd sekd perunalastuista. Rasvapitoisuuden maaritys talla menetelméalla on
huomattavasti nopeampaa kuin perinteisella menetelmalla tehty maaritys, jossa
rasva erotetaan uuttamalla. Testi on kehitetty maarittamaan rasvapitoisuutta
naytteista, joiden kokonaisrasvan maara on 0,5-90 prosenttia. Testisarja sisaltaa
reagenssit A ja Blank ja yhden kontrollindytteen (kuvio 8) seka viisi
kalibrointinaytettéa (MP biomedicals 2011).

03/20/288

KUVIO 8. Percent Fat testisarjan reagenssit ja kalibrointinayte.
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SafTest kontrollinaytteita ovat L=low, M=medium ja H=high (kuvio 9).
Kontrollinaytteitd kaytetddn PeroxySafe ja AciSafe testisarjojen yhteydessa.
Kontrollindytteiden mukana toimitetaan raja-arvot kyseisille naytteille. Testisarjojen
kalibrointiaineet ja reagenssit sek& kontrollinaytteet eivat ole myrkyllisia ja kaikki

kemikaalit voidaan havittaa kaatamalla viemariin.

KUVIO 9. Kontrollindytteet L, M ja H.

SafTest Preparation Reagent -nimistd reagenssia kaytetddn naytteiden
laimentamiseen. Reagenssi sisaltdd isopropanolia ja siihen on lisatty
stabiloimisaineita.  Talla reagenssilla laimennetut naytteet havitetdan
haihduttamalla. (MP biomedicals 2011.)
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5 TYOOHJE

Tassa tyossd kaytetddn yleisia laboratorio kaytantdja. Laboratoriotakin ja
suojakasineiden kayttd on suositeltavaa. Tydskentely vetokaapissa ei ole tarpeen.
Rasvamaarityksen reagenssit tahrivat vaatteita ja tyovalineitd. Pipetoinnit
suoritetaan padasiassa automaattipipeteilld. Pipetoinneissa on aina oltava
huolellinen ja pipetin karjet on vaihdettava jokaisen pipetoinnin yhteydessa.
Ainoastaan samaa ainetta pipetoitaessa voidaan kayttad samaa karkea, mutta
talldin on valtettava kontaminaatioriskia. Kaikki tydssa kaytettavat reagenssit ovat
vesipohjaisia ja ne voidaan havittdd kaatamalla viemariin. Laimentamiseen
kaytettava aine siséaltda isopropanolia, joka tulee havittda haihduttamalla. Tyon
lopussa jatteet lajitellaan omiin jateastioihin ja kaikki SafTestiin kuuluvat aineet
siirretddn jadkaappiin. Spektrofotometri ja muut sahkolaitteet sammutetaan.
(Package Insert for FASafe/AciSafe.)

5.1 Alkutoimet

Kaytettavien testisarjojen on oltava huoneenlampdisia ennen maaritysten
aloittamista. Testisarjat, kontrollindytteet sekd laimentamiseen kaytettava
Preparation Reagent otetaan jadkaapista tasaantumaan huoneenlampddn noin
tunti ennen tydn aloittamista. Samaan aikaan voidaan kaynnistaa spektrofotometri
ja lammityslohko. La&mmityslohko asetetaan lampenemaan 37-42 °C:een.
Lammityslohkoon laitetaan lampomittari, josta voidaan helposti tarkastaa oikea

lampdtila. (Preparation Samples for MSA Assays.)
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5.2 Naytteen esikasittely

Tutkittavia naytteitd varten nimetaan tarvittava maaréd muovisia kartiomaisia 15
ml:n nayteputkia. Nayteputkista irrotetaan korkit ja putkiin lisatdadn 4 lasikuulaa
sekd 1,8 millilitraa Preparation Reagenttia laimentamaan naytettd. Tutkittavaa
naytettda punnitaan 0,20 g (0,05 g) nayteputken korkin keskiosaan. Korkit
kiinnitetddn nayteputkiin ja ravistellaan niin, etta nayte sekaantuu nesteen
joukkoon. Saatu laimennos on 1:10, mika taytyy ottaa huomioon lopullisten
tulosten tarkastelussa. Nayteputkia sekoitetaan Vortex—sekoittajalla noin minuutin
ajan, minka jalkeen néaytteet laitetaan ldmmityslohkoon 15 minuutin ajaksi.
Lammityksen aikana seurataan liukenemista ja tarvittaessa sekoitetaan naytteita.

Jokaista naytetta varten nimetddn lasinen koeputki. Lasiset koeputket asetetaan
suodatinyksikkdoon ja kiinnitetdan suodattimet putkien pdaalle. 15 minuutin
lammitysajan jalkeen kaadetaan jokaisesta nayteputkesta nayte omaan
suodattimeen ja suljetaan suodattimien kannet. Suodatinyksikkoé kaynnistetaan ja
kasvatetaan painetta hiljalleen 5-10 yksikk6on. Suodoksen tulee olla
homogeeninen ja mahdollisimman kirkas. Rasvaisilla naytteilla suodos saattaa
jaéda hieman sameaksi. Mikali suodokseen tulee selvasti kaksi eri faasia, se tulee
suodattaa uudelleen kayttden uutta suodatinta. Suodattimet ovat kertakayttoisia,
joten on muistettava merkitd selkeasti kaytetyt suodattimet. Suodokset voidaan
poistaa suodatinyksikdsta ja laittaa lampolohkoon odottamaan testin suoritusta.

(Preparation Samples for MSA Assays.)

5.3 Vapaiden rasvahappojen maaritys

Tassd maarityksessa kaytetddn AciSafe—testisarjaa seka kontrollinaytteita low,
medium ja high. Nimetd&n lasikoeputket jokaiselle kalibrointinaytteelle (5 kpl),
kontrollinaytteille (3 kpl) seka tutkittaville naytteille. Nimettyihin koeputkiin
pipetoidaan kyseista ainetta 100 ul. Ajastinkello sdadetdan valmiiksi 10 minuuttiin.
Seuraavaksi jokaiseen koeputkeen pipetoidaan 2,35 ml Reagent A:ta. Lopuksi
viela pipetoidaan jokaiseen koeputkeen 0,15 ml Reagent B:td. Kaynnistetaan
ajastinkello heti viimeisen pipetoinnin jalkeen. Koeputket suljetaan korkeilla ja

sekoitetaan niitd Vortex-sekoittimella 30 sekunnin ajan. Jéljella olevaksi ajaksi
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koeputket laitetaan lampolohkoon (37—44 °C). Erittain tarke&é on tehda mittaukset

heti 10 minuutin kuluttua.

Ennen mittausten suorittamista tarkastetaan, ettd spektrofometrissa on kaytdéssa
aallonpituussuodatin 570/690. Aloitetaan mittaukset painamalla nappaintd RUN ja
valitaan Aci/MSA-ohjelma Enterilla. Varsinaisten naytteiden rinnakkaismittausten
lukumaaraksi valitaan 3 ja painetaan Enter. Ennen jokaista mittausta pyyhitaan
mitattavan naytteen koeputki Kimwip—paperilla, koska sormenjéljet ja muu lika
vaaristavat tulosta. Kun naytdlla lukee “Read Blank, Inser Tube” asetetaan
tislattua vetta sisaltdva koeputki lukijaan. Mittaus kestaa ainoastaan muutaman
sekunnin, joten koeputket tarvitsee vain kayttda nopeasti lukijassa. Seuraavaksi
naytblle tulee teksti “Cal # Insert Tube”, jolloin syoOtetddn Ilukijaan
kalibrointinaytteet jarjestyksessa yhdesta viiteen. Kalibrointiliuosten jalkeen
naytblle tulee teksti "Store Cal Data”. Tahan vastataan painamalla YES. Kun
naytolle ilmestyy teksti "Smpl#_Rep# _”, kontrollinaytteet low:sta alkaen asetetaan
kolmesti perdkkain lukijaan. Myo6s kaikki mitattavat naytteet syotetddn kolmesti
perakkain lukijaan. Kun kaikki naytteet on mitattu, painetaan STOP-n&ppainta,
jonka jalkeen tulostusyksikosta tulostuu yhteenveto tehdyistd maarityksista.
(Testing Samples with the AciSafe Kit —-MSA Assays.)

5.4 Peroksidipitoisuuden maaritys

Peroksidipitoisuuden maarittdmiseen kaytetdan PeroxySafe—testisarjaa seka
samoja kontrollindytteitd kuin vapaiden rasvahappojen maarityksessa. Maaritys
aloitetaan jalleen nimeamalla lasikoeputket jokaiselle kalibrointindytteelle (4 kpl),
kontrollinaytteille (3 kpl) sek& tutkittaville néaytteille. Aloitetaan pipetoimalla
jokaiseen koeputkeen kyseista ainetta 200 pl. Taman jalkeen koeputkiin
pipetoidaan ensin Reagent A:ita 2,1 ml, jonka jalkeen Reagent B:td 0,15 ml ja
lopuksi Reagent C:t& 0,25 ml. Viimeisen pipetoinnin jalkeen toimitaan kuten FFA—
maarityksessa kaynnistamalla 10 minuutin ajastus ja suljetaan koeputket korkeilla.
Koeputkia sekoitetaan aluksi Vortex—sekoittimella noin 10 sekunnin ajan, minka
jalkeen koeputket laitetaan koeputkisekoittajaan loppu ajaksi. Viiden minuutin

kohdalla tarkastetaan koeputket ja liuoksien ollessa kirkkaita annetaan niiden
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pyorid sekoittajassa loppuaika. Jos yhdessakin liuoksessa on sameutta, kaikki
koeputket siirretdan lammityslohkoon viimeiseksi viideksi minuutiksi ennen

mittauksen suorittamista.

Mittaukset suoritetaan spektrofotometrillda samoin kuin vapaiden rasvahappojen
maarityksessa kayttden kuitenkin ohjelmaa PER/MSA. Aallonpituussuodattimena

on edelleen 570/690. (Testing Samples with the PeroxySafe Kit -MSA Assays.)

Spektrofotometriin  tallentuu  viimeiseksi  tehdyt  kalibroinnit  jokaisesta
maarityksesta. Mittauksia voidaan suorittaa ilman Kkalibrointinaytteita, mikali
halutaan kayttdd samaa kalibrointisuoraa. Tall6in mittausohjelma valitaan STAT—
komennon alta, jolloin lukijaan sy6tetddn aluksi tislattu vesinayte, minka jalkeen
lukijaan voidaan syéttaa tutkittavat naytteet. Tama mahdollistaa suurienkin
naytemaarien testaamisen pienessa ajassa. Mikali naytteitd on paljon, on
huomioitava koeputkisekoittajaan mahtuvien naytteiden maara. Talloin taytyy
kayttad samaa kalibrointisuoraa naytteiden maarittamiseksi. (Testing Samples with
the AciSafe Kit —-MSA Assays.)

5.5 Kokonaisrasvan maaritys

Kokonaisrasvan maarityksessa kaytetddn Percent Fat —testisarjaa. Naytteen
laimentamisen maard riippuu odotettavissa olevasta rasvaprosentin maarasta
ruuassa tai Oljyssd, jota tutkitaan. Taulukosta 2 nahdaan suositellut
laimennossuhteet, kun tiedetaan, mille valille rasvaprosentin ennustetaan

sijoittuvan.
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TAULUKKO 2. Laimennossuhteet.

Suositeltu Odotettu
l[aimennossuhde rasva%
1:4 0,0-1,6
1:8 0,5-1,25
1:16 1,0-2,4
1:32 2,0-5,0
1:64 4,0-10,0
1:128 8,0-20,0
1:256 16,0-40,0
1:400 24,0-64,0
1:500 30,0-80,0

Laimennossuhde voidaan myos laskea kaavasta

Laimennossuhde = 1 3)

rasva%
0,16

jossa rasva% on odotettavissa oleva rasvaprosentti

Rasvapitoisuuden maaritys aloitetaan samoin kuin edelliset maaritykset,
merkitsemalla jokaiselle naytteelle, viidelle kalibrointinaytteelle, kontrollinaytteelle
seka reagenssi Blank naytteelle omat lasikoeputket. Tassa maarityksessa
koeputkiin pipetoidaan kyseista ainetta 25 pl, minka jalkeen jokaiseen koeputkeen
pipetoidaan 1 ml Reagent A:ita. Koeputket suljetaan korkeilla ja kaannellaan
varovasti koeputkia nelja kertaa, naytteitd ei saa sekoittaa voimakkaasti.
Asetetaan naytteet 40-asteiseen lammityslohkoon 10 minuutin ajaksi, minka
jalkeen tulokset mitataan spektrofotometrilla.

Rasvamaéaarityksessa kaytettava aallonpituussuodatin on 550/690, mika poikkeaa
muissa maarityksissa kaytetyistd suodattimista. Aloitetaan mittaukset painamalla
nappaintda RUN ja valitaan %FAT—ohjelma Enterillda. Mittaukset suoritetaan
samalla tavalla kuin FFA—maarityksessa. Ainoana lisdyksend on Reagent Blank—
naytteen mittaaminen tislatun vesinaytteen jalkeen. Kun naytolle tulee teksti

"Reagent Blank”, syttetdan lukijaan kyseinen nayte. Taman jalkeen mittaukset
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jatkuvat kuten aiemmissa maarityksissa. (Testing Samples with the Percent Fat
Kit.)

5.6 Laimennokset

Laimennoksen tarkoituksena on saada mitattava komponentti mitattavalle tasolle.
Mikali naytteen tuloksen perassa lukee Hi, naytteen tulos on yli korkeimman
standardin, jolloin nayte taytyy laimentaa luotettavan tuloksen saamiseksi
(Preparation Samples for MSA Assays). Laimennos tehdddn suodatetusta
nayteliuoksesta lisddamalla siihen Preparation Reagenttia. Tassa tydssa on
suurimmaksi osaksi kaytetty laimennossuhdetta 1:10. Tuloksen mennessa yli
korkeimman standardin on kyseisesté laimennosta uudelleen laimennettu kayttaen

laimennossuhdetta 1:2.
Laimennos saadaan kaavasta

D= X
(X+Y)

(4)

jossa D on laimennos
X on naytteen maara
Y on laimentimen maara

Lopullinen laimennos sarjalaimennoksissa on laimennosten kertoma. Kun toinen
laimennos B tehd&én liuoksesta A, lopulliseksi laimennokseksi saadaan A*B,
esimerkiksi (1:10)*(1:2)=1:20.

5.7 Tulosten laskeminen

Spektrofotometriin  liitetystd tulostusyksikdsta tulostuu jokaisen maarityksen
jalkeen saadut tulokset. Liitteessd 1 on esitetty peroksidimaarityksestd saatu
tuloste. Tulosteen ylareunaan muodostuu kuvaajaan kalibrointikdyra, joka on

hieman erilainen eri maarityksissa. Konsentraatiot ja absorbanssit nékyvat
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kuvaajan alapuolella. Naiden alapuolelta alkaa varsinaisten naytteiden tulokset.
Tuloksissa nékyy kolme mittausta ja laskettu keskiarvo. Ensimmaiset kolme
mittausta ovat kontrollindytteet. Kontrollinaytteitd tulee verrata annettuihin raja-
arvoihin (liite 2). Mikali naytetuloksen peréassa lukee Hi, tulos on mennyt yli
korkeimman kalibrointituloksen. Talloin ndyte tulee laimentaa ja mitata uudelleen
luotettavan tuloksen saamiseksi. Naytetuloksen perésséa voi olla myods teksti LO,
joka tarkoittaa, ettd tulos on mennyt alimman kalibrointituloksen alle. Tallainen
tulos tulee ilmoittaa merkilla < (alin kalibrointitulos). (Testing Samples with the
AciSafe Kit —-MSA Assays.)

Vapaiden rasvahappojen maarityksessd kuvaajan tulee olla laskeva, kuten

kuviosta 10 ndhdaan.

Vapaat rasvahapot

Al

.\
\\-

0,04 1,04 2,04

Abs
el

0,2

conc

KUVIO 10. Vapaiden rasvahappojen kalibrointikayra.

SafTest Analyzer laite laskee vapaiden rasvahappojen tulokseksi o6ljyhapon
prosenttiosuuden naytelaimennoksessa. (Testing Samples with the AciSafe Kit —
MSA Assays.)
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Peroksidipitoisuutta maarittdessa kalibrointikdyran tulee olla lineaarisesti nouseva
(kuvio 11).

Peroksidipitoisuus

0,6

0,5

Abs

0,4

0,2

conc

KUVIO 11. Peroksidipitoisuuden kalibrointik&yra.

SafTest Analyzer laskee peroksidipitoisuuden milliekvivalentteina kilogrammaa
rasvaa kohti naytelaimennoksessa. (Testing Samples with the PeroxySafe Kit —
MSA Assays.)
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Kokonaisrasvan maarityksessa saatu kalibrointikayra on esitetty kuviossa 12.

Rasva%

0,8

0,6

Abs

0,4

KUVIO 12. Rasvaprosentin kalibrointikayra.

Kokonaisrasvan maarityksessa tulokset kertovat paljonko néayte sisaltda rasvaa
prosentteina. (Testing Samples with the Percent Fat Kit.)

Jokaisessa maarityksessad lopullinen tulos lasketaan laimennoskerroin
huomioiden.  Rasvapitoisuuden  maarityksessa on myds huomioitava
laimennosaineen tiheys, koska laimennoskerroin on suuri. Ennen tulosten
julkaisemista on hyva tarkastella variaatiokerrointa ja peroksidiméaarityksessa
lisdksi korrelaatiokerrointa. Kaikissa méaarityksissa variaatiokertoimen (tulosteessa
%CV) tulee olla alle 10 %. Peroksidimaarityksessd korrelaatiokertoimen
(tulosteessa corr) tulee olla vahintdan 0,990. (Testing Samples with the Percent
Fat Kit, Testing Samples with the PeroxySafe Kit -MSA Assays, Testing Samples
with the AciSafe Kit —-MSA Assays.)
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6 SAFTEST-MENETELMAN TESTAAMINEN JA TULOSTEN
TARKASTELU

SafTest—-menetelman testaamiseen kaytettiin eri sailytysmenetelmin
huononnettuja rasvanaytteitd (lite 3), koska huononnetuissa naytteissa
pitoisuuksien tulisi olla suuremmat ja nain ollen tarkastelun helpompaa.
Tutkittavina naytteind olivat voidlly, Oivariini 75 % ja Kevyt Levi 40 %.
Alkuperédisena tarkoituksena oli myos tutkia erityyppisid maitojauheita, mutta
naiden osalta tutkimukset jatettiin kesken naytteiden huonon liukenemisen vuoksi.
Liitteessa 4 on kuitenkin esitetty toistettavuus tutkimuksella saatuja tuloksia
maitojauheista.

Tutkimukseen kaytettin PeroxySafe-, AciSafe- seka PercentFat—testisarjoja.
Tybssa tutkittin menetelmén toistettavuutta testaamalla useita kertoja samaa
naytetta sekad oikeellisuutta vertaamalla saatuja tuloksia perinteisin menetelmin

saatuihin tuloksiin.

6.1 Toistettavuustutkimus

Toistettavuustutkimukseen valittiin kolme naytetyyppia; voioljy, Oivariini 75% seka
Kevyt Levi 40%. Naistd tehtiin viisi rinnakkaista maaritystd Il&htien aina
maarityksen alusta eli naytteen punnitsemisesta. Mittauksia tehtiin eri paivina,
joten myods kalibrointindytteet ja kontrollindytteet mitattiin jokaisen maarityksen
yhteydessa. Liitteessé 5 on esitetty tarkasti kaikki punnitukset, laimennokset seka
saadut tulokset. Naytetyypeista Kevyt Levi 40 liukeni huonoiten isopropanolia
siséltdvaan liuottimeen. Suodatuksessa kyseisesta naytteesta jai usein sakkaa

suodattimeen.

Taulukossa 3 on esitetty keskiarvot ja keskihajonnat saaduista tuloksista.
Keskiarvolaskuissa ei ole kuitenkaan huomioitu liitteessa 5 esitettyja tuloksia,
joiden peréassad on merkintd hylatty. Hylatyt tulokset poikkeavat suuresti muista

saman tuoteryhman saaduista tuloksista. Syy poikkeamiin on melko selva.
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Maarittamiseen tuli kayttdd kertakayttoisia lasikoeputkia. Lasikoeputkien
loppuessa ja tilauksen saapumista odotellessa ty0ssa testattin myds pestyja
lasikoeputkia. Tama kuitenkin osoittautui virheita aiheuttavaksi toimenpiteeksi,
koska huolellinenkaan puhdistus ei saanut lasikoeputkista uuden veroisia, vaan

niihin jaaneet varierot vaaristivat tuloksia spektrofotometrimittauksessa.

TAULUKKO 3. Toistettavuustutkimuksen tuloksien keskiarvot ja keskihajonnat.

Vapaat rasvahapot (FFA)

voibljy Oivariini 75 Kevyt Levi 40 keskiarvo
keskiarvo 0,85 <0,39 1,63
keskihajonta 0,10 <0,01 0,21 0,10
Peroksidipitoisuus (proksidipit.)
voibljy Oivariini 75 Kevyt Levi 40 keskiarvo
keskiarvo 1,77 1,70 2,77
keskihajonta 0,14 0,17 0,36 0,22

Tuloksia tarkasteltaessa

on my0s huomioitava, ettd Oivariini-naytetta
maarittdessd vapaiden rasvahappojen kaikki tulokset menivat alle alimman

kalibrointinaytteen, joten tulos ilmoitetaan <0,39.

Toistettavuustestauksen perusteella SafTest-menetelméan toistettavuus oli hyva.
Taman osoittivat lasketut keskihajonnat. Keskihajontojen vaihteluvali on 0,01—

0,36. Paaosin keskihajonnat olivat kuitenkin alle 0,20 luokkaa, ainoastaan
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peroksidipitoisuuden maarityksessa tuotteesta Kevyt Levi 40 saatujen tulosten
keskihajonta oli hieman korkeampi 0,36. Kevyt Levin maarityksissa virheita aiheutti
sen huono liukenevuus isopropanolin.  Kummassakin  maarityksessa
keskihajontojen keskiarvot olivat kuitenkin hyvin pienet 0,10 (FFA) ja 0,21
(peroksidipit).

6.2 Oikeellisuustutkimus

Oikeellisuustutkimukseen valittin  nelja naytetta jokaisesta naytetyypista.
Naytteista punnittiin ja liuotettiin  yksi suodos. Suodoksesta tehtiin SafTest—
menetelmalla mittaukset kahtena rinnakkaisena. Liitteessd 6 on esitetty kaikki
punnitustulokset sek&a SafTest—tulokset ja laimennoskertoimet FFA- ja
peroksidimaarityksista. Rinnakkaismittauksissa saatujen tulosten keskiarvoja
verrattin ~ Valion T&K:lla  perinteisin  menetelmin  saatuihin  tuloksiin
peroksidipitoisuuksista ja vapaista rasvahapoista. SafTest-menetelmén tulos
muutettiin Rose-Gottlieb-rasvamaarityksen  rasvaprosenttituloksen  avulla
vastaamaan vertailumenetelmien yksikoitd. Kokonaisrasvan maéaara perinteisella

menetelmalla maaritettiin Valio Seindjoen laboratoriossa.

Taulukossa 4 on esitetty kokonaisrasvamaarityksessa saadut tulokset SafTest—
menetelmalla sekd perinteisella menetelmalla. SafTest—rasvaméaarityksen
herkkyysalue on 0,5-90 (MP biomedicals 2011). Tama tulee hyvin esille voidljyista
saaduissa tuloksissa, jotka poikkeavat suuresti RG-menetelmalla saaduista
tuloksista. My6s Oivariinin maarityksessa tulokset olivat suuresti poikkeavia. Kevyt
Levin maarityksessa sen sijaan tulokset olivat kohtalaisia. Tésté voidaan paatella,
ettd menetelmédlla saadaan luotettavempia tuloksia hieman alhaisemman
rasvaprosentin  sisaltdvistd  naytteistd.  SafTest-menetelmélla  saatujen
arveluttavien rasvaprosenttitulosten vuoksi kaytettiin muissa maarityksissd RG—
menetelmalla  saatuja  rasvaprosentteja muuntaessa  SafTest—tuloksia

vertailutulosten yksikdiden kanssa vastaaviksi.



TAULUKKO 4. Kokonaisrasvamaarityksen tulokset ja vertailu tulokset.
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Nayte

AUMEro Nayte SafTest rasva% RG rasva%
1 voidljy 84,24 100
2 voidljy 94,11 100
5 voidljy 90,62 100
6 Voibljy 92,94 100
8 Oivariini 75 66,21 74,95
9 Oivariini 75 70,82 75,44
10 Oivariini 75 66,63 75,47
11 Oivariini 75 71,17 76,01
13 Kevyt Levi 40 39,73 39,14
14 Kewvyt Lev i40 42,28 39,7
15 Kevyt Levi 40 39,12 40,1
17 Kevyt Levi 40 39,15 39,77
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Vapaiden rasvahappojen eli FFA maarityksen tulokset ja vertailutulokset on
esitetty taulukossa 5. Kolmannessa sarakkeessa on ilmoitettu SafTest—
menetelmalla saadut tulokset, joihin on huomioitu laimennoskerroin. Seuraavassa
sarakkeessa on esitetty lasketut FFA—pitoisuudet rasvassa. Laskuissa on kaytetty

perinteisella menetelmalla saatuja rasvapitoisuusarvoja.

TAULUKKO 5. Oikeellisuustutkimuksen FFA tulokset ja vertailutulokset.

N FFA FFA N .FFA vertailutulos
Nayte N Opl . %o0ljyhappoa gy
nayte 0ljyhappoa | %dljyhappoa mg/dljyhappoa
nro " " rasvassa
naytteessa rasvassa . 100 g rasvaa
keskiarvo
1 voiodljy 0,87 0,87
1 voioljy 0,69 0,69 0,78 0,22
2 voiodljy 0,54 0,54
2 voioliy 0,73 0,73 0,64 0,22
5 voibljy 0,39 0,39
5 voioljy 0,75 0,75 0,57 0,17
6 voidljy 0,40 0,4
6 voioljy 0,70 0,7 0,55 0,17
8 oivariini 0,39 0,52
8 oivariini 0,39 0,52 0,52 0,13
9 oivariini 0,39 0,52
9 oivariini 0,39 0,51 0,52 0,12
10 oivariini 0,39 0,52
10 oivariini 0,39 0,51 0,51 0,11
11 oivariini 0,40 0,52
11 oivariini 0,39 0,52 0,52 0,12
13 kIeVYt 0,86 219
evi
13 kevyt 1,67 4,28 3,23 0,2
levi
14 kevyt 1,08 2,73
levi
14 kevyt 1,93 4,86 3,79 0,19
levi
15 kevyt 1,39 3.46
levi
15 | kewt 1,76 4.39 3,02 0,18
levi
17 kevyt 1,44 3,63
levi
17 kevyt 2,07 5,20 4,42 0,12
levi
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Ongelmia vertailussa aiheuttivat yksikot. Tayttd varmuutta ei ollut SafTest—
menetelman ja vertailumenetelman yksikdiden vastaavuudesta. Tassé kuitenkin

verrattiin tuloksia keskenaan olettaen niiden olevan vertailukelpoisia.

Huomiota tulostarkastelussa heratti naytteiden mittaustulosten jakauma. SafTest—
menetelmalla saatujen tulosten jakauma oli 0,51-4,42. Vertailumenetelmalla
vastaava tulosjakauma oli kuitenkin vain 0,11-0,22. Vertailumenetelman
tulosjakauma ihmetyttaa, silla naytteet olivat kuitenkin huononnettuja, minka
perusteella oletettiin tulostenkin olevan suurempia. Tasta voidaan paatella, etta

SafTest—menetelmalléa oli parempi erottelukyky.

Voidljyn ja Oivariinin tulostasoissa oli eroa -0,4 yksikkd&a. Kevyt Levi poikkesi
joukosta. Liukenevuuden vaikeus nakyi Kevyt Levin tuloksissa. Sen tulostasossa

oli eroa -3,7 yksikk6a ja myos rinnakkaistuloksissa oli suuria eroja.

Taulukossa 6 on esitetty peroksidipitoisuusmaarityksessa saadut tulokset
SafTest—-menetelmalla seké vertailumenetelmalla. Taulukon tulokset on ilmoitettu
kuten FFA-taulukossa. Lisaksi peroksiditaulukossa on muutettu yksikot
vastaamaan vertailumenetelméan yksikoita kertomalla sarakkeessa 4 esitetyt
tulokset 0,5:11&.

Peroksidipitoisuuden maarityksessa saadut tulokset olivat vertailukelpoisia ja
parempia kuin FFA—maarityksessa. Tulosjakauma oli SafTestin tuloksissa 0,15—
4,24 ja vertailumenetelmén tuloksissa 0,21-4,1, joten tulosjakaumissa ei suuria
eroja ollut eri menetelmilld. Edelleen ongelmana oli Kevyt Levin huono
liukenevuus ja tdssa maarityksessa rinnakkaistuloksissa oli kaikkein suurinta
hajontaa.  Oikeellisuustutkimuksen  perusteella voidaan paatelld, ettd

peroksidipitoisuuden maaritys SafTest-menetelmalla oli luotettava.



TAULUKKO 6. Oikeellisuustutkimuksen peroksidipitoisuudet ja vertailutulokset.

Peroksidipit.

Nayte | . yte Pe;?g;}gép't' Peroksidipit. Miirtzlt(tidr;prgbl hag‘prggjkg Venrilrlrtmjglﬂos
nro néytetta meg/kgrasvaa | happeaky | rasvaa | "aPPeR
Keskiarvo
1 voioljy 1,54 1,54 0,77
1 voioljy 1,71 1,71 0,86 0,81 2,30
2 voioljy 6,03 6,03 3,02
2 voisliy 9,33 9,33 4,67 3,84 4,10
5 voioljy 0,36 0,36 0,18
5 voisliy 0,47 0,47 0,24 0,21 0,26
6 voioljy 0,82 0,82 0,41
6 voioljy 1,17 1,67 0,84 0,62 1,50
8 oivariini 1,71 2,29 1,14
8 | oivariini 1,58 2,11 1,06 1,10 3,90
9 oivariini 1,27 1,69 0,84
9 | oivariini 1,08 1,43 0,72 0,78 2,00
10 oivariini 0,37 0,49 0,25
10 | oivariini 0,09 0,11 0,06 0,15 0,21
11 oivariini 0,73 0,96 0,48
11 | oivariini 0,65 0,85 0,43 0,45 1,10
13 kewr 3,65 9,32 4,66
13 kl‘z‘\’/%’t 3,00 7,66 3,83 4,24 3,90
14 | KeW 3,32 8,35 4,18
14 | KeW 2,51 6,32 3,16 3,67 4,00
15 kl‘;‘\’g’t 3,00 7,47 3,74
15 kl‘;‘\’g’t 2,19 5,45 2,73 3,23 3,90
17 kli‘\’/{t 0,49 1,22 0,61
17 kevyt 0,65 1,63 0,81 0,71 0,53

levi

37
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7 POHDINTA JA YHTEENVETO

SafTest—-menetelman testaaminen aloitettiin toistettavuustutkimuksella.
Toistettavuutta tutkittiin samasta naytteesta viitena rinnakkaisena mittauksena ja
naytteista tehtiin seka FFA— ettd peroksidimaaritykset. Taman tutkimuksen
perusteella naytteiden toistettavuus oli luotettavaa. Oikeellisuustutkimuksessa
tuloksia verrattiin  perinteisin  menetelmin  saatuihin tuloksiin. Jokaisesta
tuoteryhmasta valittiin naytteita, joista tehtiin rinnakkaismaaritykset ja naiden
keskiarvoja kaytettiin vertailuun. Tassa tutkimuksessa maaritettin FFA:n ja
peroksidipitoisuuden lisdksi rasvapitoisuus. Taman tutkimuksen osalta ainoastaan
peroksidipitoisuus maaritykset oli luotettavia ja saadut tulokset hyvia verrattuna

perinteisin menetelmin saatuihin tuloksiin.

Tybssa iimeni muutamia ongelmakohtia, jotka vaikuttivat
oikeellisuustutkimuksessa vertailuun. Rasvapitoisuuden maarityksessa saadut
tulokset poikkesivat suuresti vertailutuloksista. Ainoastaan pienemman
rasvapitoisuuden sisaltavasta Kevyt Levi naytteesta saadut tulokset olivat
kelvollisia. Toisena ongelmana oli FFA—-maarityksen yksikkd. Taydelliseen
varmuuteen yksikdiden tdsmaavyydesta ei paasty. Saattaa siis olla, etta SafTest—
menetelmalla saadut tulokset eivat ole vertailukelpoisia kyseisten vertailutulosten

kanssa.

Tutkimuksen kohteena olivat ainoastaan huononnetut naytteet. Tuoreiden
naytteiden tutkiminen olisi pitdnyt siséallyttda tyohon, koska todellisuudessa
tutkimuskohteena ovat tuoreet naytteet. Vertailutulosten suuret erot saattoivat
johtua my@s siitd, ettéd perinteisin menetelmin maaritykset tehtiin Valion T&K:lla

vasta muutama viikko SafTest—méaaritysten jalkeen.

Taman tutkimuksen pohjalta saatujen tulosten perusteella ei SafTest—-menetelman
kayttoonotto  viela  tullut  ajankohtaiseksi  Valio  Seingjoen  tehtaan
aluelaboratoriossa. Kaytettavyydeltddn menetelma kuitenkin soveltuisi Seingjoen

laboratorion kayttéon ja olisi mahdollista my6s sijoittaa tuotantoon.
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LIITE 1. Peroksidimaarityksen tuloste

11,26/10 03:45:13

ux MicroChem 11 »xx

*¥¥ BBl Source Sclentific Xxx
PROTOCOL: PER MSA

TECK ID : -~

LOT & A —
=P DATE:

Data Reduction: Linear Rewression
Transformation: LincarsLineayr
Wavelenath 570 m

Units : MEG/XG

Eauation Of Line:
Slore: 2.2084
Intevcert: 0.1913
Cowv: 0.9964

Cal Curve:
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Calibrator Data:

Conc Abs Predic Diff XDiFf

0.000 0.177 -0.007 -0.007 100.000
0.050 0©0.308 0.053 0.003 5.747
0.100 0.432 0.109 0.009 8.070
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Smel Abs Conc  %CV
1 0.3892 0.08%

0.3882 0.0892

0.3889 0.0895
Mean: 0.389 (.08% 0.3
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LIITE 2. Kontrollinaytteiden raja-arvot

Vapaiden rasvahappojen kontrollinaytteiden raja-arvot

Low | 0,309-0,435
Medium | 0,562-0,722
High | 0,950-1,278

Peroksidipitoisuuden kontrollinaytteiden raja-arvot

Low | 0,053-0,081
Medium | 0,111-0,141
High | 0,171-0,198

Rasva% kontrollinaytteen raja-arvo

| Control | 0,089-0,124

Vapaiden rasvahappojen maarityksista saadut keskiarvot ja
keskihajonnat kontrollinaytteiden raja-arvoille

ka 0,365 0,707 |1,184
S 0,028 0,076 | 0,261

Peroksidipitoisuuksien maarityksista saadut keskiarvot ja
keskihajonnat kontrollinaytteiden raja-arvoille

ka 0,0817 0,14251 | 0,188
S 0,010739853 | 0,01378 | 0,011




LIITE 3. Nayteluettelo

- . Parasta
Nayte Valmistus
Tuote ennen Sailytys
nro pvm
pvm
1 Voioljy 11/09 5/10 kylméassa
- huononnettu lampdkaapissa n. 1 kk
2 Voidljy 11/09 5/10 +45°C, jonka jalkeen pakastettu
huononnettu ladmpokaapissa n. 1 kk
3 Voibljy 11/09 5/11 +45°C, jonka jilkeen sdilytys
kylmassa
4 Voioljy 22.1.2010 22.7.2010 kylméassa
5 Voioljy 22.1.2010 22.7.2010 pakastettu tuoreena 25.1.2010
s huononnettu lampdkaapissa n. 1 kk
6 Voioljy 22.1.2010 22.7.2010 +45°C, jonka jilkeen pakastettu
huononnettu lampokaapissa n. 1 kk
7 Voioljy 22.1.2010 22.7.2010 +45°C, jonka jalkeen sailytys
kylmdssa
8 Oivariini 75 |21.8.2009 19.11.2009 kylméassa
9 Oivariini 75 |20.1.2010 20.4.2010 kylméassa
10 Oivariini 75 |20.1.2010 20.4.2010 pakastettu 1.3.2010
11 Oivariini 75 |28.4.2010 27.7.2010 kylméssa
12 Oivariini 75 |27.8.2010 25.11.2010 kylmassa
13 Kevyt Levi 40 |2.12.2009 27.7.2010 kylméssa
14 Kevyt Levi40 |16.12.2009 |10.2.2010 kylmassa
15 Kevyt Levi 40 |13.1.2010 10.3.2010 kylmdssa
16 Kevyt Levi 40 |20.1.2010 17.3.2010 kylmdssa
17 Kevyt Levi 40 |20.1.2010 17.3.2010 pakastettu tuoreena 21.1.2010




LIITE 4. Maitojauheiden toistettavuustutkimus

Punnittu Laimennos FFA tulos
Nayte FFA ; %0ljyhappoa
(9) kerroin N "
naytteessa
rasvainen maitojauhe | 1,0057 0,082 3,983 0,33
rasvainen maitojauhe | 1,0017 0,074 3,995 0,30
rasvainen maitojauhe | 1,0175 |<| 0,04 3,948 < 0,16
rasvainen maitojauhe | 1,0154 |<| 0,04 3,955 < 0,16
kirnumaitojauhe 1,0017 |<| 0,04 3,995 < 0,16
kirnumaitojauhe 10136 |<| 0,04 3,960 < 0,16
kirnumaitojauhe 0,9882 |<| 0,04 4,036 < 0,16
kirnumaitojauhe 1,0168 |<| 0,04 3,950 < 0,16
_ startti 1,0041 0134 | 3,988 0,53
vasikanjuomajauhe
_ startti 1,0084 0,001 | 3975 0,36
vasikanjuomajauhe
 startti 1,0231 |<| 004 | 3932 |< 0,16
vasikanjuomajauhe
_ startti 1,0096 0,089 | 3971 0,35
vasikanjuomajauhe
. . Peroksidipit.
Nayte Punnittu Peroksidipit. Lalmen_nos meq/kg
(9) kerroin x %
naytetta
rasvainen 1,0057 0,041 3,983 0,163
maitojauhe
rasvainen 1,0017 [<| 005 |[<| 3,995 0,200
maitojauhe
rasvainen 1,0175 0,0219 3,948 0,086
maitojauhe
rasvainen 1,0154 0,025 3,955 0,099
maitojauhe
kirnumaitojauhe 1,0017 0,011 3,995 0,044
kirnumaitojauhe 1,0136 |< 0 < 3,960 0,000
kirnumaitojauhe 0,9882 0,01 4,036 0,040
kirnumaitojauhe 1,0168 0,006 3,950 0,024
_ startti 1,0041 0,182 7,976 1,452
vasikanjuomajauhe
_startti 1,0084 0,048 7,950 0,382
vasikanjuomajauhe
_ startti 1,0231 0,107 7,865 0,842
vasikanjuomajauhe
_ startti 1,0096 0,12 7,943 0,953
vasikanjuomajauhe




LIITE 5. Toistettavuustutkimus (1/2)

Vapaiden rasvahappojen maaritys

FFA tulos
Punnittu laimennos
Nayte nro. Nayte FFA %06ljyhappoa
(9) kerroin
naytteessa
1 voidljy 0,2182 0,084 9,2493 0,776942255
1 voidljy 0,193 0,073 10,326 0,753829016
1 voidljy 0,1932 0,113 10,317 1,165795 hylatty
1 voidljy 0,2029 0,093 9,8714 0,918036964
1 voidljy 0,2085 0,098 9,6331 0,944043165
8 oivariini 75 0,2076 <0,04 9,6705 <0,3868208
8 oivariini 75 0,1974 <0,04 10,119 <0,4047416
8 oivariini 75 0,2007 <0,04 9,9686 <0,3987443
8 oivariini 75 0,2092 <0,04 9,6042 <0,3841682
8 oivariini 75 0,204 <0,04 9,8235 <0,392941
13 kevytlewvi 40 0,2149 0,17 9,376 1,593918101
13 kevytlewvi 40 0,203 0,258 9,867 2,54568 hylatty
13 kevytlewi 40 | 0,2048 0,196 9,7891 1,91865625
13 kevytlewi 40 | 0,2015 0,159 9,933 1,579347395
13 kevytlewvi 40 0,2042 0,145 9,8149 1,423158668




LIITE 5. Toistettavuustutkimus (2/2)

Peroksidipitoisuuden maéaritys

- 3} Punnittu e laimennos Peroksidipit.

Nayte nro. Nayte @) Peroksidipit. Kerroin rr_lleg/kg__
naytetta

1 voidljy 0,2182 0,193 9,2493 1,785

1 voidljy 0,193 0,163 10,326 1,683

1 voioljy 0,1932 0,199 10,317 | 2,053 hylatty

1 voidljy 0,2029 0,171 9,8714 1,688

1 voibljy 0,2085 0,176 9,6331 1,695

1 voioliy 0,2049 0,176 9,7848 1,722

8 oivariini 75 0,2076 0,188 9,6705 1,818

8 oivariini 75 0,1974 0,07 20,237 1,417 hylatty

8 oivariini 75 0,2007 0,185 9,9686 1,844

8 oivariini 75 0,2092 0,181 9,6042 1,738

8 oivariini 75 0,204 0,172 9,8235 1,690
13 kevytlewvi 40 0,2149 0,232 9,376 2,175 hylatty

13 kevytlewvi 40 0,203 0,146 19,734 2,881

13 kevytlewvi 40 0,2048 0,14 19,578 2,741

13 kevytlewvi 40 0,2015 0,157 19,866 3,119

13 kevytlewvi 40 0,2042 0,15 19,63 2,944




LIITE 6. Oikeellisuustutkimus (1/2)

Nayte Laimennos Tulos %
1o nayte punnittu (g) FFA Kerroin oljyha"ppoa/kg
nayte
1 voiobljy 0,2034 0,088 9,849557522 0,8668
1 voiobljy 0,2028 0,07 9,875739645 0,6913
2 voioljy 0,2028 0,074 9,875739645 0,7308
2 voioljy 0,2074 0,056 9,678881389 0,5420
5 voiodljy 0,2076 0,078 9,670520231 0,7543
5 voiodljy 0,2054 <0,04 9,76338851 <0,390535
6 voioljy 0,2064 0,072 9,720930233 0,6999
6 voioljy 0,2009 <0,04 9,959681434 <0,398387
8 oivariini 75 0,2068 <0,04 9,704061896 <0,388162
8 oivariini 75 0,2059 <0,04 9,742107819 <0,389684
9 oivariini 75 0,2081 <0,04 9,64968765 <0,385987
9 oivariini 75 0,2031 <0,04 9,862629247 <0,394505
10 oivariini 75 0,2084 <0,04 9,637236084 <0,385489
10 oivariini 75 0,2057 <0,04 9,750607681 <0,390024
11 oivariini 75 0,2046 <0,04 9,797653959 <0,391906
11 oivariini 75 0,2009 <0,04 9,959681434 <0,398387
13 kevyt levi 40 0,2062 0,172 9,729388943 1,6735
13 kevyt levi 40 0,2038 0,087 9,83218842 0,8554
14 kevyt levi 40 0,2081 0,2 9,64968765 1,9299
14 kevyt levi 40 0,2097 0,113 9,583690987 1,0830
15 kevyt levi 40 0,2076 0,182 9,670520231 1,7600
15 kevyt levi 40 0,1988 0,138 10,05432596 1,3875
17 kevyt levi 40 0,2045 0,211 9,80195599 2,0682
17 kevyt levi 40 0,2009 0,145 9,959681434 1,4442




LIITE 6. Oikeellisuustutkimus (2/2)

y y . C Laimennos Peroksidipit.
Nayte nro nayte punnittu (g) | Peroksidipit. kerroin meg/kg nayte
1 voioljy 0,2034 0,174 9,849557522 1,713823009
1 voioljy 0,2028 0,156 9,875739645 1,540615385
2 voioljy 0,2028 0,189 49,37869822 9,332573964
2 voioljy 0,208 0,125 48,26923077 6,033653846
5 voioljy 0,2076 0,049 9,670520231 0,473855491
5 voioljy 0,2054 0,037 9,76338851 0,361245375
6 voioljy 0,2064 0,12 9,720930233 1,166511628
6 voioljy 0,2009 0,082 9,959681434 0,816693878
8 oivariini 75 0,2068 0,163 9,704061896 1,581762089
8 oivariini 75 0,2059 0,176 9,742107819 1,714610976
9 oivariini 75 0,2081 0,112 9,64968765 1,080765017
9 oivariini 75 0,2031 0,129 9,862629247 1,272279173
10 oivariini 75 0,2084 0,009 9,637236084 0,086735125
10 oivariini 75 0,2057 0,038 9,750607681 0,370523092
11 oivariini 75 0,2046 0,066 9,797653959 0,646645161
11 oivariini 75 0,2009 0,073 9,959681434 0,727056745
13 kevyt levi 40 0,2062 0,154 19,45877789 2,996651794
13 kevyt levi 40 0,2038 0,157 19,43341404 3,051046005
14 kevyt levi 40 0,2081 0,13 19,2993753 2,508918789
14 kevyt levi 40 0,2097 0,132 19,34104046 2,553017341
15 kevyt levi 40 0,2076 0,113 19,34104046 2,185537572
15 kevyt levi 40 0,1988 0,156 19,208413 2,996512428
17 kevyt levi 40 0,2045 0,066 9,80195599 0,646929095
17 kevyt levi 40 0,2009 0,05 9,737864078 0,486893204




