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at the Chemistry Analysis Laboratory of Seindjoki University of Applied Sciences.
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Kaytetyt termit ja lyhenteet

Eksikaattori Astia, joka on suunniteltu naytteiden sailytykseen ja kui-
vana pitamiseen. Tiivis rakenne suojaa naytteitd ilman
kosteudelta ja kontaminaatioilta. Astian pohjalla on kui-

vausmassaa, joka imee kosteuden itseensa.

Kivennaisaineet Kivennaisaineet jaavat tuhkaan, kun esimerkiksi ruoka pol-
tetaan. Kivennaisaineet jaetaan makrokivennaisiin (esim.
kalsium ja magnesium) ja mikrokivennaisiin (esim. rauta ja
sinkki). Kivennaisaineita tarvitaan mm. kudosten rakennus-

aineeksi, kudosten paineen saatelyyn ja hormonien saate-

lyyn.



1 JOHDANTO

1.1 Tyon tausta

Opinnaytetyon toimeksiantajana toimi Seingjoen ammattikorkeakoulu (SeAMK).
OpinnaytetyO on osa kansainvalista EQVEGAN-hanketta. Hanke on osa Erasmus+
-ohjelmaa. Hanke alkoi joulukuussa 2020 ja sen olisi tarkoitus paattya marras-
kuussa 2023. Hanketta koordinoidaan Portugalista ja mukana on 11 maata Euroo-
pasta. Mukana hankkeessa on eri maiden korkeakouluja, jarjestdja, viranomaista-
hoja seka elintarviketurvallisuusliittoja. (SeAMK 2021.) Samaan hankkeeseen teh-
tiin toista opinnaytety6ta samaan aikaan. Tydskentelimme yhdessa laboratoriossa

ja teimme opinnaytetoita rinnakkain.

Kasvispohjainen ruokavalio on yleistynyt kuluttajien keskuudessa. Kasvisperaisten
tuotteiden kysynta ja kayttd on kasvanut, mutta teknologinen kehitys ja koulutus ei
ole pysynyt muutoksen mukana. Hankkeen tavoitteena on saada uusia opetusma-
teriaaleja kasvisruokatuotannon opetusta varten. Tarkoituksena on kehittaa uutta
innovatiivista koulutusta, laadunvarmistusta, sertifiovintia ja ohjeita. (SeAMK 2021.)

Opinnaytetyohon kuuluu kaytannon osa, jossa suoritettiin viisi kemiallista analyysia.
Analyyseissa maaritettiin tuotteiden proteiinipitoisuus Kjeldahl-menetelmalla, rasva-
pitoisuus Mojonnier-menetelmalla, aktiivisen veden maara, kuiva-aineen maara
seka kivennaisaineiden maaraa tuhkapitoisuuden maarityksella. Naytteena oli har-
kapaputuote sen kolmessa eri prosessin vaiheessa: alkutuote eli kuivattu harka-
papu, harkapaputuotteen valivaihe ja valmis tuote. Opinnaytetyon kokeellinen osa
suoritettiin Seindjoen ammattikorkeakoulun kemian analyysilaboratoriossa maalis-
huhtikuussa 2021.

1.2 Tyon tavoitteet

Tassa tyossa harkapapua tutkittiin yleisesti, tarkasteltiin harkapavun prosessoita-
vuutta ja kaytettavyytta seka kemiallisten kokeiden avulla perehdyttiin harkapavun

ravinnollisiin ominaisuuksiin. Markkinatilanteeseen perehdyttiin tutkimalla, millaisia
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harkapaputuotteita on tarjolla kuluttajille Suomessa ja maailmalla. Opinnaytetyon
tavoitteena oli tutkia, millainen harkapavun ravintosisaltd on seka miten harkapavun
ravinnolliset ominaisuudet muuttuvat harkapapua prosessoitaessa. Opinnaytetyon
on tarkoitus toimia materiaalin lahteena kasvisruokatuotannon opetusmateriaalien

kehittamisessa.

1.3 Tyon rakenne

Opinnaytety0 koostuu seitsemasta luvusta. Luvussa kaksi tarkastellaan harkapavun
ominaisuuksia ja historiaa seka sita, kuinka harkapapu rantautui Suomeen. Luvussa
kaydaan lapi myos harkapavun kayttotarkoituksia kotimaassa seka muualla maail-
massa. Yleisesti tutustutaan harkapapua kayttaviin tuotteisiin ja resepteihin. Syvem-
min luvussa pohditaan Suomen markkinatilannetta seka tarkastellaan kaupoista 16y-
tyvia tuotteita. Harkapavun prosessointiin ja prosessien vaikutukseen keskitytaan
luvussa kolme. Luvussa kasitellaan yleisimmat prosessointimuodot ja miksi ne ovat
tarkeita lopputuotteen kannalta. Luku nelja esittelee teoriassa opinnaytetydssa ole-
vat kemialliset analyysit. Luvussa viisi keskitytaan siihen, kuinka kemialliset analyy-
sit suoritettiin ja millaisia onnistumisia ja ongelmia niita tehdessa kohdattiin. Luku
viisi pohjautuu omaan kerrontaan analyysien suorittamisesta. Tuloksia kaydaan lapi
luvussa kuusi. Tassa luvussa pohditaan tuloksien paikkaansa pitavyytta ja vertail-
laan tuloksia jo olemassa oleviin tutkimuksiin. Luvussa pohditaan myos tuloksien
luotettavuutta, seka pohditaan tuloksiin vaikuttaneita asioita. Viimeisessa luvussa
seitseman kaydaan lapi opinnaytetyon johtopaatokset. Luvussa tarkastellaan myos

opinnaytetyota kokonaisuudessa.
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2 HARKAPAPU

Harkapapu on yksi maailman vanhimmista viljelykasveista. Harkapapu on kotoisin
Ita-Aasiasta, josta se on tullut Etela-Eurooppaan rautakauden aikana. Pohjois-Eu-
rooppaan harkapapu levittyi roomalaisten seka katolisten munkkien tuomina. Suo-
men ensimmaiset maininnat ovat vuodelta 1234, jolloin harkapavun viljelijoille maa-
rattiin vero. 1700-luvulla herne otti valtaa ja harkapavun viljely kohdistui Karjalaan,
jossa sita on viljelty yhtajaksoisesti pisimpaan. 1960-luvulla harkapavun viljelyn suo-
sio nousi taas. 2000-luvulla harkapapua on paasaantoisesti viljelty Varsinais-Suo-

messa, Pirkanmaalla, Uudellamaalla ja Kaakkois-Suomessa. (Lassila 2007, 18.)

2.1 Harkapavun ominaisuudet

Harkapapu (Vicia faba) on palkokasvi, joka ei nimestaan huolimatta ole papu. Har-
kapapu kuuluu virnojen (Vicia) sukuun ja hernekasvien heimoon. Harkapapu kasvaa
50-100 cm korkeaksi. Sen lehtihankoihin kehittyy ensin kukkia ja myohemmin 10—
15 cm pitkia palkoja, joissa harkapavun siemenet ovat. (Kekkilda, [viitattu
28.1.2021].) Kuvassa 1 on harkapavun palko avattuna. Kuvasta nakee, kuinka har-

kapavun siemenet kasvavat muokaten palkoa.

Kuva 1. Harkapavun palko. (Kayttajatunnus: johndavi.)

Harkapapu kasvaa aurinkoisella kasvupaikalla. Kasvumaan tulisi olla ravinteikasta,
vetta pitavaa ja syvamultaista. (Kekkila, [viitattu 28.1.2021].) Harkapavun yksi suu-
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rimmista eduista on sen hyvat viljelyominaisuudet muihin palkokasveihin verratta-
essa. Harkapavulla on kyky kasvaa monenlaisissa ilmasto- ja maaperaolosuhteissa.
Silla on my6s ominaisuus sitoa itseensa ilmakehan typpea juurisolmukkeiden sym-
bioosissa Rhizobium-bakteerin kanssa. Tama vahentaa tarvittavien keinotekoisten
lannoitteiden maaraa. (L'Hocine ym. 2020, 28.) Kasvin juuret ulottuvat syvalle maa-
peraan, josta se ottaa tarvittavat ravinteet. Juuristo muodostaa huokosverkoston,
joka parantaa maaperan ilmavuutta. Harkapapu sopii hyvin maankiertoon maape-
ran laadun parantamiseksi. (Kekkila, [viitattu 28.1.2021].)

Harkapavulla on hyvat ravinnolliset ominaisuudet. Se sisaltaa runsaasti proteiinia,
hitaasti imeytyvia hiilihydraatteja, kuitua ja kivennaisaineita. Silla on myos koleste-
rolia alentava vaikutus. (Harlkapapu 2016.) Tuore harkapapu sisaltaa proteiinia 8,8
g, hiilihydraatteja 13,1 g, rasvaa 0,6 g, energiaa 102 kcal ja kuitua 4,2 g (Fineli,
[viitattu 11.5.2021]).

2.2 Harkapavun kaytto maailmalla

Maailmalla harkapapua tuotetaan eniten Kiinassa ja Etiopiassa. Muita suuria tuot-
tajamaita ovat Australia, Iso-Britannia ja Saksa. Ympari maailmaa harkapapua kay-
tetadn monissa ruokalajeissa seka elainten ravintona. Harkapavulla on myos tarkea
tehtava maaperan parantajana useissa maissa. (Merga, Egigu, & Wakgari 2019.)
Harkapapua kaytetaan niin kotitalouksissa kuin teollisuudessakin. Yleisimmin har-
kapapu haudutetaan, keitetaan tai paistetaan.

Kiina tuottaa maailman kaikesta harkapavusta yli 30 %. Kiinassa harkapapua kay-
tetdan paaosin tuoreena, mutta myos paahdetut harkapavut ovat suuressa suosi-
ossa. Paahdettuja harkapapua maustetaan mita erilaisimmilla mausteilla. Harkapa-
vusta valmistetaan myos kuuluisaa doubanjiang-tahnaa, jossa harkapapu on paa-
raaka-aineena. Harkapapujen annetaan fermentoitua, jonka jalkeen siihen lisataan
muut raaka-aineet. Parhaimpien tahnojen annetaan fermentoitua jopa vuosia. Kii-
nassa on muitakin tunnettuja annoksia, joissa paaraaka-aineena on harkapapu.
(Loh 2018.)
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Etiopiassa harkapapu on yksi maan tarkeimmista kasveista. Silla on tarkea rooli ra-
vitsemuksellisessa ja ymparistollisessa merkityksessa. Se on monen kdyhan tarkein
proteiinin lahde. Harkapavulla saadaan korvattua lihan kaytto, silla siita saadaan
kaikki tarvittavat ravinteet. (Merga, Egigu, & Wakgari 2019.)

Harkapapu on paaraaka-aine etiopialaisessa Ful medames -annoksessa. Se on aa-
miaisannos, jossa maustettuja ja soseutettuja harkapapuja tarjoillaan tomaatin, ka-
nanmunan, jalapenojen ja fetan kanssa. Annosta valmistetaan myds Egyptissa ja
Lahi-ldassa, mutta maiden versiot eroavat hieman etiopialaisesta versiosta. (Et-
hiopian ful medames, [viitattu 11.10.2021].)

2.3 Harkapavun kaytto Suomessa

Harkapavun suurin etu Suomessa on sen kotimaisuus. Sen avulla on saatu korvat-
tua esimerkiksi soijan kayttoa. Harkapapu raaka-aineena on tullut tutummaksi suo-
malaisille seka tuotteiden saatavuus Suomessa on kasvanut. Tahan ovat vaikutta-
neet suuresti uudet innovaatiot. Kuitenkin Suomessa harkapavun kuluttajamarkki-
nat koostuvat paaosin yhden yrityksen tuotteista. Kauppojen valikoimista 10ytyy
myOs pienempien yritysten tuotteita seka eri verkkosivuilta voi tilata tuotteita pien-

yrityksilta.

Suomessa suurimman osan harkapaputuotteista valmistaa kauhavalainen Verso
Food, joka on osa Raisio-konsernia. Yritys alkoi kehittamaan tuotteita kotimaisesta
harkapavusta vuonna 2010. Tuotekehityksen tulokset tulivat kauppoihin vuonna
2016, jolloin he lanseerasivat Harkis®-tuotteet. Vuonna 2019 tuli kauppoihin yrityk-
sen seuraavat hittituotteet, Beanit® Harkapapusuikaleet. Yritys myos vie tuotteitaan
ulkomaille. (Yrityksemme, [viitattu 9.5.2021].)

Verso Food valmistaa harkapavusta seka maustamattomia ettd maustettuja kaytto-
valmiita rouheita ja suikaleita ruuanlaittoon. Heidan tuotteistaan I0ytyy myos laaja
valikoima erilaisia valmisaterioita. Harkapaputuotteita 10ytyy myos kuivattuna grano-

lana ja rouheseoksena. (Tuotteemme, [viitattu 9.5.2021].)

Pienemmat yritykset valmistavat laaja-alaisesti tuotteita harkapavuista. Harkapapua
on saatavilla esikypsytettyna, jauhona, pastana, kuivattuna, granolana, rouheena ja
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murskana. Harkapapua on kaytetty myds makeisen raaka-aineena esimerkiksi lak-

ritsissa ja suklaassa.

Suomalainen yritys Tarhurin papu Oy on my0s tehnyt oman menestyneen innovaa-
tion harkapavusta. Yritys valmistaa kayttovalmiita fermentoituja harkapaputuotteita
ravintoloihin, lounaskeittioihin, julkiselle ruokahuollolle ja cateringtoimijoille. Esimer-
kiksi Kotipizzojen pizzoista voi |0ytaa taman tuotteen. (Kankaansydan 2019; Tarhu-
rin Papu, [viitattu 23.5.2021].)

Tuotetta lahdettiin suunnittelemaan muutama vuosi sitten. Sopivan valmistustavan
ja bakteerikannan etsiminen vei pari vuotta. Lopuksi saatiin tuote, jonka koostumus
muistuttaa hieman jauhelihaa. Tuote on kasittelemattomana pehmea ja kostea,
mutta kuumentamalla sitkistyy lihamaiseksi. Tuotteessa on vahva umamin maku.
(Kankaansydan 2019; Tarhurin Papu, [viitattu 23.5.2021].)
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Harkapapua taytyy kasitellda ennen syomista. Sita ei voi syoda sellaisenaan silla ne

sisaltavat ihmisille haitallisia aineita kuten proteaasi-inhibiittoreita, lektiineja, visiinia

ja konvisiinia. My0s tanniinit ja oligosakkaridit niin sanotut papusokerit voivat hairita

joidenkin ihmisten ruoansulatusta. Taman takia kaikki ruoaksi kaytettava harkapapu

tulee kypsentaa. (Rokka ym. 2018, 12.)

Harkapapua voidaan prosessoida monella tapaa ja hyodyntaa lapi vuoden. Siita voi-

daan esimerkiksi tehda jauhoa, sailykkeita, proteiinivalmisteita, leipaa ja pastaa. Ku-

viossa 2 esiteltyna, kuinka harkapavun prosessointi etenee ja millaisiksi lopputuot-

teiksi se paatyy. (L’'Hocine ym. 2020, 29-31.)
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Harkapapu voidaan korjata jo hieman epakypsana ja myyda sellaisenaan. Talldin
sailyvyys on kuitenkin huono. Useimmiten harkapavun sato korjataan kypsana, kun

se on ravintorikkaimmillaan. Taman jalkeen harkapavut kuivataan ja varastoidaan.

Kuivaustekniikoita on monenlaisia. Tehokas ja edullinen tapa kuivata harkapapu on
ilmasuspensiokuivaus, jossa alta tuleva lammin ilmavirta kuivaa harkapavun sieme-
net. Siementen kosteutta tulee tarkkailla kuivauksen aikana. Optimaalinen kosteus
varastointiin on alle 14 % 25 celsiusasteen lampotilassa. Liiallinen kosteus voi vai-
kuttaa makuun ja laatuun seka taysin pilata siemenet varastoinnin aikana. (L’Hocine
ym. 2020, 29-31.)

Kuivattujen harkapapujen liotus on tarkeaa, jotta vesi palautuu uudelleen harkapa-
puun. Liotus vahentaa siementen kovuutta, vahentaa kypsennysaikaa seka paran-
taa kypsennetyn tuotteen laatua ja tekstuuria. (L'Hocine ym. 2020, 31.) Kuivia har-
kapapuja on hyva liottaa ennen keittamista noin 8 - 12 tuntia. Silti kypsennykseen
tarvitaan melko pitka aika. Tuoreita papuja ei valttamatta tarvitse liottaa eika niiden
kypsennys tarvitse yhta paljon aikaa. Tuoreet harkapavut voidaan sail6a myos pa-
kastamalla. Talloin harkapapuja tulisi keittda muutaman minuutin ennen pakasta-
mista (Rokka ym. 2018, 12-13.)

ldattamista kaytetdan ravintoarvojen ja aistinvaraisten ominaisuuksien paranta-
miseksi. Tama voi myods vahentaa pilaantumisriskia ja kasittelyaikaa. ldattaminen
tapahtuu liotuksen jalkeen pimeassa ja kosteissa olosuhteissa noin 24-72 tuntia.
Itdminen ei muunna ravintoaineiden sisaltoa, mutta muokkaa harkapavun raken-
netta kuten tarkkelyksen pilkkoutumista. Idattamisella on myos huomattu olevan vai-
kutusta mineraalien imeytymiseen. |dattamisen jalkeen harkapapu kypsennetaan.
(L’Hocine ym. 2020, 31.)

Erilaisilla kuumennusmetodeilla saadaan parannettua lopullisen tuotteen makua, ra-
vinnollisia ominaisuuksia sekd koostumusta. Keittaminen on proteiinin ja tarkkelyk-
sen pilkkoutumisen kannalta tarkeaa. Myrkyllisia yhdisteitd saadaan vahennettya
keittamalla siemenia tunnin ajan 95 ° C:ssa. Optimaalista keittoaikaa ei ole, vaan se
pitdd maarittda jokaiselle tuotteelle erikseen. Keittamalla voidaan parantaa myos
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sailykkeiden sailyvyytta. Lisaamalla EDTA tai NaCl-liuosta keittoveteen pidenne-
taan sailykkeiden ikaa, vaikuttamatta kuitenkaan koostumukseen. (L’Hocine ym.
2020, 33.)

Paahtamista ja mikroaaltomenetelmaa kaytetaan ennen kuivajauhatusta. Paahta-
minen tapahtuu yli 100 ° C: ssa. Mikroaaltouunin voimakkuutena kaytetaan 950 wat-
tia ja aikana 1,5 minuuttia. Molemmilla tekniikoilla saadaan vahennettyd myrkyllisia
yhdisteita, parannettua ravinnollisia ominaisuuksia seka lopputuotteen laadullisia
ominaisuuksia. Mikroaaltouunikasittelyn etuja on sen tehokas prosessi, mutta hait-
tana on epatasainen laatu. (L’Hocine ym. 2020, 33-34.)

Jauhettua harkapapua kaytetaan sellaisenaan tai sita lisataan proteiinin, tarkkelyk-
sen ja kuidun lahteena muihin tuotteisiin. Siemenet voidaan jauhaa suoraan tai ylla
olevien kasittelyjen jalkeen. Siemenista pystytaan jauhatuksessa erottamaan tark-
kelys, proteiini ja kuitu osat. Tama tehdaan joko marka- tai kuivafraktiointiproses-

seissa riippuen halutuista ominaisuuksista. (L'Hocine ym. 2020, 34-38.)

Erotetuilla osilla pystytaan parantamaan tietyn tuotteen maariteltyja ominaisuuksia
kuten proteiini- tai kuitupitoisuutta. Tama ei ole kuitenkaan taysin ongelmatonta, silla
lisatty jauho saattaa vaikuttaa joillekin suolistohairioita. Myos lopputuotteen rakenne
voi muuttua merkittavasti. (Harkapapua hapattamalla 2018.) Jauhojen fermentoin-
nilla on myos katsottu olevan hyvia ominaisuuksia ravinnollisten ominaisuuksien ja

yksittaisten osien parantamisessa (L'Hocine ym. 2020, 34-38).

Fermentoinnilla katsotaan olevan muitakin etuja. Esimerkiksi harkapavusta syntyvia
vatsavaivoja ei nayttaisi syntyvan fermentoimisen avulla. Fermentoinnilla myds har-
kapapua saadaan kasiteltya lisaamatta siihen juurikaan muita aineita. Prosessointi-
vaiheet jaavat myds minimaalisiksi. Fermentointi on vanha tapa sailda elintarvik-
keita. Se perustuu hapattamiseen maitohappobakteereilla. Bakteerit pilkkovat hiili-
hydraatteja orgaanisiksi hapoiksi ja muiksi kaymistuotteiksi. Fermentoinnin avulla
harkapavun ravintoaineet sailyvat hyvin. (Ervasti 2017; Kankaansydan 2019).
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4 KHARKAPAVUN KEMIALLISET ANALYYSIMENETELMAT

4.1 Proteiinin maarittaminen Kjeldahl-menetelmalla

Kjeldahl-menetelmaa kaytetaan typpiyhdisteiden pitoisuuksien maarittamiseen.
Tanskalainen kemisti Johan Kjeldahl kehitti kjeldahl-menetelman 1800-luvulla.
Ty6skennellessaan Carlsbergin olutpanimon laboratoriossa hanen tehtavanaan oli
|oytaa nopea ja helposti toistettava keino typen maarittamiseen. Menetelman avulla
pystyttaisiin maarittamaan viljan jyvien proteiinipitoisuus. Kjeldahl-menetelmaan
kuuluu kolme osaa: poltto, tislaus ja titraus. Poltto on naista kaikkein tarkein ja haas-
tavin osuus. (Persson 2008, 11.)

41.1 Poltto

Polton tarkoituksena on hajottaa naytteen orgaaninen typpi ammoniumioneiksi. Rik-
kihappo hapettaa orgaanisen aineen hiilidioksidiksi, vedeksi ja ammoniakiksi. Hiili-
dioksidi, vesi ja rikkihappo haihtuu polton aikana pois. Ammoniakki sitoutuu ammo-
niumsulfaatiksi rikkihappoliuoksessa. (Typen ja proteiinin maaritys.)

Poltossa hajottamiseen kaytetaan rikkihappoa. Rikkihappoa kaytettaessa kiehumis-
piste nousee 338 asteeseen. Kiehumispisteen nostamiseksi kaytetdan suolaa (Ka-
lium K2SO4) ja katalyyttia (Kupari CuSO4*5H20), jotta kaikki ainesosat hajoavat,
poltto nopeutuu ja tehostuu. (Persson 2008, 18.)

4.1.2 Tislaus

Naytteen tulee jadhtya ennen tislausta. Taman jalkeen nayte laimennetaan vedella.
Tislauksen aikana ammoniumionit muuttuvat ammoniakiksi lisaamalla natriumhyd-
roksidia. Ammoniakki johdetaan hoyryn avulla vastaanottoastiassa olevaan boori-
happoon, johon ammoniakki sitoutuu. (Nitrogen determination [Viitattu 29.3.2021],
3.)
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4.1.3 Titraus

Titraukseen voidaan kayttaa kahta menetelmaa: takaisin titrausta tai suoraa
titrausta. Titraustyypin valinta riippuu valitusta vastaanottoliuoksesta. (Labconco
1998, 5.)

Suorassa titrauksessa boorihappo-ammoniakki titrataan suolahapolla. Titrausta jat-
ketaan varinmuutokseen asti. Kulutetun hapon avulla lasketaan typen maara, joka

muutetaan raakaproteiiniksi valitun kertoimen avulla. (Labconco 1998, 5.)

Takaisin titrauksessa vastaanottoliuoksena kaytetaan rikkihappoliuosta. vastaanot-
toliuoksessa olevan hapon alhaisen maaran takia vari ei muutu. Rikkihappoliuos

titrataan tunnetulla emaksella varin muutokseen asti. (Labconco 1998, 5.)

4.1.4 Proteiinipitoisuuden laskeminen

Proteiinipitoisuuden laskentaan kaytetaan seuraavia kaavoja: (Typen ja proteiinin
maaritys.)

Typen maara lasketaan kaavasta 1
m=M-:-¢c-V (1)
missa

m = typen maara, mg
M = typen atomimassa, 14 mg/mmol
¢ = suolahapon konsentraatio, 0,1 mmol/ml

V = suolahapon kulutus - nollanaytteen kulutus

Typen maara prosentteina lasketaan kaavasta 2

%typpeéi _ typen maird (mg) 100 (2)

naytteen paino (mg)

Naytteen proteiinipitoisuus lasketaan kaavasta 3
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Proteiini % = typpea % - muuntokerroin 6,25 (3)

Muuntokerroin perustuu olettamukseen, etta elintarvikkeiden proteiinit sisaltavat 16
% typpea. Talloin 100 / 16 = 6,25. Elintarviketieto-opas elintarvikevalvajille ja elin-
tarvikealan toimijoille mukaan proteiinin maara lasketaan kayttamalla kaavaa prote-

iini = Kjeldahl-kokonaistyppi % 6,25.

4.2 Rasvapitoisuuden maarittaminen Mojonnier-menetelmalla

Mojonnier-menetelma perustuu rasvan uuttamiseen. Liuottimien avulla rasva uute-
taan. Liuotin haihdutetaan pois, jonka jalkeen rasva kuivataan ja punnitaan. Maari-
tyksessa kaytetaan vahvaa HCL-happoa ja etanolia. Uuttamiseen kaytetaan

dietyyli- ja petroolieetteria seka niiden sekoitusta. (Nielsen 2017, 125.)

Mojonnier-menetelmassa etanoli toimii hyytymisen estgjana. Etanoli myos auttaa
erottelemaan eetteri-vesifaasin. Vahva HCL-happo liuottaa rasvahappoja nayt-
teesta. Dietyyli- ja petroolieetteria kaytetdan rasvan uuttamiseen liuoksesta. Eetterit
toimivat lipidiliuottimina. Petroolieetteri myos vahentaa veden liukoisuutta eetterifaa-
siin. (Nielsen 2017, 125-126.)

Rasvan maara lasketaan kaavasta 4

x =2 100 (4)

C

missa

x = Naytteen rasvapitoisuus, g/100 g
a = kuivan naytteen + erlenmeyerin massa, g
b = erlenmeyerin massa, g

C = punnitun naytteen massa, g
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4.3 Kuiva-ainepitoisuuden maarittaminen

Kuiva-ainepitoisuuden maaritys perustuu kosteuden haihtumiseen naytteesta. Haih-
duttamisen jalkeen jaljelle jaa vain kuiva sisalto. Elintarvikkeissa olevat ravintoai-
neet ovat osa kuiva-ainepitoisuutta. (Nennich 2019.)

Kuiva-ainepitoisuuden maarittaminen tapahtuu lampodkaappimenetelmalla. Naytetta
kuivataan lampdkaapissa 60-130 °C:ssa tuntien ajan, riippuen naytteesta. Nayt-
teistad saattaa veden lisaksi haihtua 0ljyja, lyhytketjuisia rasvahappoja, etikkahappo,
etanoli seka sokerit saattavat hajota. Nama voivat vaikuttaa lopputulokseen. Kui-
vauksen lopputulokseen voi myos vaikuttaa esimerkiksi ilmankosteus, naytteiden
lukumaara ja punnitusastian muoto. Veden haihtumista voidaan edistaa lisaamalla
naytteen sekaan kvartsihiekkaa tai etanolia. Menetelma on helppo ja edullinen,
mutta luotettavan tuloksen saamiseksi tarvitsee tyotapojen standardointia. (Mattila
ym. 2001, 46-48.)

Kuiva-aineen maara ilmoitetaan prosentteina maran massan painosta.

Kuiva-ainepitoisuus lasketaan kaavasta 5 (Nennich 2019.)
x =25 100 (5)

missa

x = kuiva-aineen maara, %

k = kuivan naytteen + astian paino, g
¢ = astian paino, g

m = alkuperaisen naytteen paino, g

4.4 Aktiivisen veden maarittaminen aw-mittarilla

Aktiivisen veden eli aw-arvon maarityksen perusteella pystytaan paattelemaan elin-
tarvikkeen mikrobiologinen pilaantuvuus seka kemiallinen ja fysikaalinen vakaus.

Aw-arvolla kerrotaan, kuinka paljon vetta on sitoutumattomana elintarvikkeessa. Ei
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halutut mikro-organismit paasevat kayttamaan sitoutumatonta vetta, joka voi olla

vaikuttavana tekijana elintarvikkeen pilaantumiselle.

Veden aktiivisuusarvo vaihtelee valilla 0.0 - 1.0. Taulukossa 1 esiteltyna missa elin-
tarvikkeissa mitkakin mikro-organismit kasvavat ja millaisella Aw-arvolla. Mita enem-
man sitoutumatonta vetta elintarvikkeessa on, sitd helpommin se pilaantuu. Arvon
ollessa lahelld nollaa, on vesi sitoutuneena elintarvikkeeseen eika vapaata vetta
juuri ole. Elintarvikkeella on talloin pitka sailymisaika. Veden aktiivisuuden ollessa
lahelld yhta, on elintarvikkeessa paljon sitoutumatonta vetta, joten tuote on helposti

pilaantuva. Puhtaan veden aw-arvo on yksi. (Levi 2016.)

Taulukko 1. Esimerkkeja arvoissa kasvavista mikro-organismeista. (Levi 2016.)
Aw-arvo Mikro-organismeja Ruokia talla valilla

1.00 - 0.95 | E. coli-, Bacillius-, Clostridium perfrin- | maito, liha, kala, vihan-

gens-bakteerit seka jotkut hiivat nekset

0.95-0.91 Salmonella, Clostridium botulinum, juusto, leipa, kinkku
jotkut hiivat

0.91-0.87 Useimmat hiivat mehutiivisteet, hillot, sii-
rapit, hyytelot

0.87 - 0.80 Useimmat homeet salami, margariini
0.80 -0.75 halofiiliset bakteerit marmeladi, marsipaani
0.75 -0.65 osa homeista kuivatut hedelmat, pahki-
nat, valipalapatukat
0.65 - 0.60 osa hiivoista toffeet, karkit, hunaja
0,60 - 0,00 Ei mikrobista lisdantymista kuivattu pasta, murot,
riisi, jauhot

4.5 Tuhkapitoisuuden maarittaminen

Tuhkapitoisuudella kuvataan naytteen kivennaisainepitoisuutta. Tuhkapitoisuutta
selvitettdessa elintarvikemassasta poltetaan kaikki orgaaninen aine pois. Jaljelle jaa
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vain naytteen epaorgaaninen osa. Maarityksen avulla saadaan selville elintarvik-
keen ravinteellisia, mikrobiologisia ja laadullisia ominaisuuksia. Tuhkapitoisuuden
voi maarittdaa marka- tai kuiva tuhkaamisella. (Kayttajatunnus: Selvaprakashnava-
neethan 2017.)

Kuivatuhkaamisessa naytetta poltetaan muhveliuunissa noin 600 °C. Vesi haihtuu
naytteesta pois ja jaljelle jaava osa palaa. Kuivatuhkaamisen huonona puolena on
naytteiden mahdollinen vaurioituminen palamisprosessin aikana, joka saattaa joh-

taa virheellisiin tuloksiin. (Kayttajatunnus: Selvaprakashnavaneethan 2017.)

Kosteatuhkaamista kaytetaan paaasiassa tiettyjen mineraalianalyysi naytteiden val-
misteluun. Tama rikkoo mineraalien ymparilla olevaa rakennetta, jattaen mineraalit
vesiliuokseen. Kosteatuhkaamisessa naytetta punnitaan astiaan, jossa on happoja
ja hapettimia. Taman jalkeen naytetta kuumennetaan, kunnes orgaaninen aine on
taysin rikkoutunut. Kuumennuksen lampdétilana kaytetaan useimmiten noin 350 °C
ja aikaa kuluu 10 minuutista pariin tuntiin. (Kayttajatunnus: Selvaprakashnavaneet-
han 2017.)

Tuhkapitoisuus on maaritetty laskemalla elintarvikkeen tuhkapitoisuus prosentteina.

Tuhkan maara lasketaan kaavasta 6 (Tuhkan maaritys elintarvikkeesta, Viitattu
9.5.2021.)

x =%, 100 (6)
(b—d)

missa
x = Naytteen tuhka %, g/100 g
a = upokkaan ja tuhkan massa, g

b = upokkaan ja naytteen massa, g

¢ = tyhjan upokkaan massa, g
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5 KOKEELLINEN OSIO

Naytteina oli kuivattu harkapapu, harkapaputuotteen valivaihe ja valmis tuote. Jo-
kaisesta naytteesta oli kolme rinnakkaisnaytetta eli yhteensa yhdeksan naytetta.
Kaikista rinnakkaisnaytteista tehtiin kolme rinnakkaismaaritysta. Naytteiden tuotetta

tai nimea ei tulla enempaa avaamaan tassa opinnaytetyossa.

Tuotteista harkapaputuotteen valivaihe seka valmis tuote olivat pakastettuina.
Naytteet murskattiin sileaksi massaksi morttelissa kokeita varten. Ay-mittaukseen
kaytettiin naista alkuperaisessa koostumuksessa olevaa tuotetta, joka murskattiin
sormin naytekuppiin. Kuivattu harkapapu jauhettiin kahvimyllylla hienoksi jauhoksi.
Jauhoa sailytettiin kuivassa paikassa tiiviissa rasiassa. Kuivatun harkapavun osalta
kaikki kokeet suoritettiin jauholla.

Nayte 1 on kuivattu harkapapu, nayte 2 on harkapaputuotteen valivaihe ja nayte 3
on valmis tuote. Toita esitettdessa puhutaan tuotteista nimilla nayte 1, 2 ja 3. Ku-
vassa 3 kuvattuna naytteet alkuperaisessa muodossaan. Vasemmalla nayte 1, kes-

kella nayte 2 ja oikealla nayte 3.




25

5.1 Proteiinin maarittaminen

Kjeldahl-poltot tehtiin Seingjoen ammattikorkeakoulun kemian toiden ohjeen mu-
kaan. Ohje opinnaytetyon lopussa liitteena 1. Ohjeesta poiketen kaytettiin katalyytin
ja suolan tilalla kjeldahl-tabletteja. Tabletit olivat VWR Chemicalsin kjeldahl-tablet-
teja. Yksi tabletti sisaltda kaliumsulfaattia 3,5 g ja kuparisulfaattia 0,4 g. Naita tab-

letteja laitettiin yhteen polttoputkeen kaksi kappaletta.

Alussa tehtiin harjoitusnaytteilla kokeiluja laitteella ja samalla maaritettiin tableteilla
polttoon tarvittava aika. Naytteita poltettiin yksi tunti. Tama maaritettiin tarkkaile-
malla varinvaihdosta poltossa. Varin tuli muuttua tummasta sinertavaksi / viherta-
vaksi ja kirkkaaksi. Kuvassa 4 nakyy, kuinka vari on muuttunut polton aikana tum-
masta kirkkaaksi.

B D fm M (AT r =
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Kuva 4. Naytteet ennen (vasemmalla) ja jalkeen (oikealla) polttojen.

Koe suoritettiin yhdeksan kertaa. Jokaisella kerralla saatiin viisi tulosta yhdesta
naytteesta. Saaduista tuloksista kolme valittiin vertailuun.

Poltot suoritettiin maalis-huhtikuussa 2021. Haasteena alussa oli polttolaitteen toi-
mivuus. Laite ei annostellut tislaukseen kaytettavaa NaOH-liuosta vaan tislausliuos
jouduttiin annostelemaan kasin alussa. Tallakaan tavalla ei saatu paikkaansa pita-
via tuloksia. Lopulta laite saatiin kuntoon. Laitteen toimivuus tarkistettiin tekemalla
maarityksia tuotteilla, joiden proteiinipitoisuus tiedettiin ennalta. Tislaukseen kaytet-
tiin 35% NaOH-liuosta.
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Liuoksia ei tehty jokaiselle tyokerralle uusia, vaan sitd mukaan, kun vanhat kuluivat,

valmistettiin uusia liuoksia.

5.2 Rasvapitoisuuden maarittaminen

Kokeet suoritettiin liitteessa 2 olevalla ohjeella. Koe suoritettiin yhdeksan kertaa.
Jokaisella kerralla samaan aikaan tehtiin kolmea maaritystd samasta naytteesta,

samassa altaassa (kuva 5).

® |
Kuva 5. Naytteita lampohauteessa.

Liuoksia ei tehty jokaiselle tyokerralle uusia, vaan sita mukaa kun vanhat kuluivat,

valmistettiin uusia liuoksia.

5.3 Kuiva-ainepitoisuuden maarittaminen

Kuiva-ainepitoisuus maaritettiin kuivattamalla naytteitd lampokaapissa. Naytteita
kuivatettiin 105 °C:ssa lampdkaapissa nelja tuntia. Nayteastioiden painot vakioitiin
ensin kuumentamalla niitéa uunissa 105 °C:ssa, jonka jalkeen astiat jaahdytettiin ek-

sikaattorissa ennen punnitsemista.
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Naytteita punnittiin astiaan noin 5 grammaa. Taman jalkeen naytteet laitettiin [am-
pokaappiin neljaksi tunniksi kuivumaan. Kuivaamisen jalkeen naytteet laitettiin ek-
sikaattoriin puoleksi tunniksi jaahtymaan ennen punnitsemista. Nayte muuttui huo-

mattavasti kuivauksen aikana (kuva 6), joten kuivumista oli helppo seurata.

Naytteiden kuivaamiseen kaytettava aika todettiin kuivaamalla naytetta ensin nelja
tuntia, jonka jalkeen nayte jaahdytettiin ja punnittiin. Taman jalkeen naytetta kuivat-
tiin uudelleen puoli tuntia Iampodkaapissa, jonka jalkeen tehtiin jaahdytys eksikaat-
torissa ja punnitus. Punnitustuloksesta tarkasteltiin, oliko paino muuttunut. Kuivaus
olisi suoritettu niin monta kertaa, etta paino ei enaa olisi laskenut tai paino olisi lIah-
tenyt nousemaan. Minkaan naytteen kohdalla nain ei tapahtunut, vaan kaikille nayt-
teille riitti neljan tunnin kuivaus. Tarkastus suoritettiin vain, kun naytetta kuivattiin

ensimmaista kertaa.

5.4 Aktiivisen veden maarittaminen aw-mittarilla

Aktiivisen veden maara mitattiin Novasinan LabMaster-analysaattorilla. Naytteiden
annettiin lammeta huoneenlampdon ennen mittaamista. Mitattavaa naytettd muren-
nettiin sormilla pydreddn muoviseen mittausastiaan. Mittausastia taytettiin silma-

maaraisesti noin puolilleen (kuva 7).
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Kuva 7. Aw-mittauksen naytteet.

Taman jalkeen astia asetettiin laitteen mittauskammioon ja laitteen kansi suljetiin.
Laite tasasi lampdtilan mittauksessa 25 °C:een. Kun mittaus oli valmis, laite ilmoitti

mittaukseen kestaneen ajan ja tuloksen.

5.5 Tuhkapitoisuuden maarittaminen

Tuhkapitoisuus maaritettiin polttamalla naytettd muhveliuunissa 4 tuntia 600 °C:ssa.
Nayteastioiden painot vakioitiin ensin kuumentamalla niitd uunissa 600 °C:ssa,
jonka jalkeen astiat jaahdytettiin eksikaattorissa ennen punnitsemista. Kuvassa 8

uuni, jossa tuhkan maaritykset tehtiin.



29

1P
Kuva 8. Muhveliuuni.
Naytteelle 2 ja 3 tuhkaus suoritettiin samalla tavalla. Naytteita punnittiin astiaan noin
5 grammaa. Taman jalkeen naytteet laitettiin uuniin neljaksi tunniksi tuhkautumaan.
Tuhkaamisen jalkeen naytteet laitettiin eksikaattoriin puoleksi tunniksi jaahtymaan

ennen punnitsemista.

Jauhettua harkapapua eli naytetta 1 punnittiin astiaan noin 3 grammaa, silla ensim-
maisella kerralla naytteet pdllahtivat uuniin (kuva 9).

Kuva 9. Muhveliuuniin pollahtaneet naytteet.

Nayte 1 laitettiin uuniin, kun uuni ei ollut viela taysin lammennyt, noin 10 minuuttia

uunin paalle laittamisesta. Tarkoituksena oli estaa naytteiden palaminen ja pollah-
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taminen uuniin. Naytteet saivat lammeta pikkuhiljaa tarvittavaan lampdétilaan ja ei-
vatka ne nain ollen palaneet ja pollahtaneet uuniin. Polttoon kaytetty kokonaisaika

pysyi kuitenkin samana kuin muilla naytteilla.

Uunin tavoitelampdtila oli 600 °C. Uunin lampdtilaa pystyi saatamaan, mutta ei tar-
kastamaan uunin todellista lampotilaa. Tasta syysta tarkkaa lampoétilaa naytteiden
uuniin laittamisesta ei tiedeta eika sita vaihteliko uunin lampdétila tuhkauksen aikana.
Uunin annettiin lammeta puoli tuntia ennen naytteiden laittamista uuniin, jonka jal-
keen naytteet olivat uunissa nelja tuntia. Taman jalkeen naytteet jaahdytettiin eksi-
kaattorissa ja punnittiin.

Naytteiden tuhkaamiseen kaytettava aika todettiin tuhkaamalla naytetta ensin nelja
tuntia, jonka jalkeen nayte jaahdytettiin ja punnittiin. Kuvassa 10 tuhkatut naytteet.
Taman jalkeen naytetta tuhkattiin uudelleen puoli tuntia muhveliuunissa, jonka jal-
keen tehtiin jaahdytys eksikaattorissa ja punnitus. Punnitustuloksesta tarkasteltiin,
oliko paino muuttunut. Tuhkaus olisi suoritettu niin monta kertaa, etta paino ei enda
olisi laskenut tai paino olisi lahtenyt nousemaan. Minkaan naytteen kohdalla nain ei
tapahtunut, vaan kaikille naytteille riitti neljan tunnin tuhkaus. Tarkastus suoritettiin

vain, kun naytetta tuhkattiin ensimmaista kertaa.

h; e ——————— TR

Kuva 10. Tuhkatut naytteet.
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6 TULOKSET JA TULOSTEN TARKASTELU

Nayte 1 on kuivattu harkapapu, nayte 2 on harkapaputuotteen valivaihe ja nayte 3
on valmis tuote. Tuloksia esitettdessa puhutaan tuotteista nimilla nayte 1, 2 ja 3.

6.1 Proteiini

Taulukossa 2 on esitelty proteiinin maarityksesta saadut tulokset.

Taulukko 2. Proteiinin maarityksen tulokset.

Néyte Pr?.t.eijnin Néyte 2 Pr?.t.eijnin Néyte 3 Pr?.t.eijnin

maara % maara % maara %
1A.1 28,5 2A.1 7,8 3A.1 16,6
1A.2 28,5 2A.2 17,7 3A.2 16,2
1A.3 28,6 2A.3 7,2 3A.3 17,3
1B.1 28,9 2B.1 7,3 3B.1 15,1
1B.2 27,7 2B.2 7,4 3B.2 15,1
1B.3 27,9 2B.3 7,5 3B.3 15,1
1C.1 30,5 2C.1 7,6 3CA1 17,5
1C.2 30,4 2C.2 17,7 3C.2 17,5
1C.3 31,0 2C.3 7,7 3C.3 17,7

keskiarvo 29,1 keskiarvo 7,6 keskiarvo 16,4

Naytteen 1 keskiarvoksi saatiin 29,1 % proteiinia. Tulokset ovat linjassa finelista
saamien tulosten mukaan. Finelin mukaan kuivatun harkapapurouheen proteiinipi-
toisuus on 28,5 g / 100 g. Mattilan ym. (2018, 110) mukaan kuivattu harkapapu
sisaltaa 31,2 %. Mé&érg on maaritetty Kjeldahl- menetelmalla. Naytteen 2 keskiar-
voksi saatiin 7,6 %. Prosessointi on siis vaikuttanut ja havittanyt osan tuotteen pro-
teiinista. Naytteen 3 keskiarvoksi maaritettiin 16,4 %.
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Proteiinin maara %
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Kuvio 1. Proteiinin maara.

Kuvio 1 osoittaa hyvin, kuinka proteiinin maara vaihtelee tuotteen eri prosessointi
vaiheessa. Kuvaajasta nakee, kuinka paljon vaihtelua tuloksissa on saman naytteen
kesken. Naytteella 2 ei vaihtelua juuri ole. Naytteelld 1 on pieni notkahdus ja pie-
nimman ja suurimman tuloksen ero on 3,3. Naytteen 3 B naytteet ovat pienemmat
kuin A ja C naytteiden tulokset. Naytteelld kolme pienimman ja suurimman tuloksen
ero on 2,7. Suuria vaihteluja ei saman naytteen rinnakkaisnaytteilld kuitenkaan ole.
Rinnakkaisnaytteet olivat eri erista, joten pienia vaihteluja eri erien valilla voi ilmaan-

tua.

Eri prosessin vaiheiden valilla syntyi varieroja. Alla olevassa kuvassa 11 esiteltyina
naytteiden valilla syntyneita varieroja. Varit vaihtelivat eri punertavan ja vihertavan

savyjen valilla. Vihrea nayte on ennen titrausta ja punainen titrauksen jalkeen.

_ - -~ -y - —
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Kuva 11. Naytteiden muutokset titrauksessa. Kuvassa vasemmalta nayte 1, nayte
2 ja nayte 3.
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Laboratoriotulosten perusteella tuotteen proteiinipitoisuus vaihtelee tuotteen pro-
sessoinnin eri vaiheissa. Eniten proteiinia sisaltaa nayte 1 eli Iahtotuote. Vahiten
taas prosessin valivaiheessa oleva nayte 2. Tuloksista saa selvan kasityksen mika
proteiinipitoisuus millakin tuotteella on missakin prosessinvaiheessa. Kokeet onnis-

tuivat hyvin ja ovat saman suuntaisia.

6.2 Rasva

Taulukossa 3 on esitetty rasvan maarityksesta saadut tulokset.

Taulukko 3. Rasvan maarityksen tulokset.

Nayle T o Nate2 o Nayled e
maara maara maara
1A.1 1,4 2A.1 0,4 3A.1 9,5
1A.2 1,2 2A.2 0,3 3A.2 9,3
1A.3 1,2 2A.3 0,4 3A.3 9,1
1B.1 1,4 2B.1 0,1 3B.1 10,8
1B.2 1,5 2B.2 0,2 3B.2 10,1
1B.3 1,6 2B.3 0,1 3B.3 10,6
1C.1 1,8 2C.1 0,1 3C.1 10,2
1C.2 1,5 2C.2 0,2 3C.2 10,6
1C.3 1,7 2C.3 0,6 3C.3 9,3
keskiarvo 1,5 keskiarvo 0,3 keskiarvo 9,9

Naytteen 1 keskiarvoksi saatiin 1,5 g / 100 g. Finelin mukaan samantapaisen tuot-
teen rasvan maara on 1,9 g /100 g. Tulosten vaihteluvali on 0,6. Naytteen 2 kes-
kiarvo on 0,3 g /100 g. Suurimman ja pienimman tuloksen ero on 0,4. Nayte 2 sisal-
taa vahiten rasvaa, kun taas nayte 3 sisaltaa eniten rasvaa ja sen keskiarvoksi saa-
tiin 9,9 g /100 g. Tulosten vaihteluvali on 1,6. Talla naytteellda on suurin vaihteluvali.
Kuviosta 2 saa kasityksen, kuinka naytteen 3 tulokset vaihtelivat.
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Kuvio 2. Rasvan maara.

Rasvan maarityksessa eroja syntyi jonkin verran. Varsinkin naytteella 3. Jotta tulok-
sia voitaisiin pitaa luotettavina tulisi osa kokeista suorittaa uudelleen. Erot voivat
syntya pienista asioista. Nain pienilla tuloksilla punnitustulosten tarkkuus on todella
tarkeda. Vesihauteet eivat myoskaan lammittaneet jokaista kohtaa taysin samalla
tavalla, joten naytteiden haihdutuksessa on saattanut olla eroja. Liuokset ja eetterit
my0s vaihtuivat kokeita tehdessa. Myos mitattaessa liuoksia ja eettereita kaytettiin

mittaamiseen vain mittalasi tarkkuuta.

Tuloksista saa kuitenkin kuvan siita, kuinka rasvan maara vaihtelee prosessin eri
vaiheissa. Prosessoitaessa tuotetta rasvaa haviaa, mutta lopputuotteeseen on kui-
tenkin oletettavasti lisatty rasvaa, silla siina rasvan maara on lisaantynyt. Yleisesti
ottaen harkapapu on kuitenkin hyvin vaharasvainen tuote. Rasvan maaraa maari-
tettiin vain Mojonnier-menetelmalla. Jollakin toisella menetelmalla tulokset voisivat

olla tarkempia.

6.3 Kuiva-aine

Taulukossa 4 esitelty kuiva-aineen maarityksesta saadut tulokset.



Taulukko 4. Kuiva-aine maarityksen tulokset.

Néyte Kuiva-aine Néyte 2 Kuiva-aine Néyte 3 Kuiva-aine
% % %
1AA1 89,6 2A.1 23,7 3A.1 45,8
1A.2 89,7 2A.2 23,8 3A.2 45,7
1A.3 89,7 2A.3 23,9 3A.3 46,1
1B.1 88,5 2B.1 24,7 3B.1 45,2
1B.2 88,5 2B.2 24,6 3B.2 45,4
1B.3 88,6 2B.3 24,8 3B.3 46,3
1C.1 88,8 2C.1 22,5 3CA1 47,0
1C.2 88,8 2C.2 22,1 3C.2 47,2
1C.3 88,8 2C.3 22,3 3C.3 47,2
keskiarvo 89,0 keskiarvo 23,6 keskiarvo 46,2
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Naytteen 1 keskiarvoksi saatiin 89,0 %. Tulosten vaihteluvali on 1,2. Mattilan ym.

(2018, 110) mukaan kuivatun harkapavun kosteuspitoisuus on 11,9 %. Talloin aja-

tellen kuiva-ainepitoisuus olisi 88,1 %, joka on samaa suuruusluokkaan saatujen

tulosten mukaan. Naytteella 2 keskiarvo on 23,6 % ja vaihteluvalina 2,2. Naytteen

3 keskiarvo on 46,2 % vaihteluvalilla 2,0.

Kuiva-aine maara
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Kuvio 3. Kuiva-aineen maara.

C3
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Saman naytteen tulokset ovat samaa suuruusluokkaa. Pienia vaihteluja kuitenkin
I6ytyy. Suurin vaihtelu on naytteelld 2, jossa pienin tulos on 22,1 % ja suurin 24,6
%. Saman naytteen eri maarityksilla kuitenkin tulokset ovat hyvin lahella toisiaan
esimerkiksi kaikki naytteen 2C tulokset ovat noin 22 % kuiva-ainetta. Nayte 2 on
selkeasti kostein naytteista, kun taas nayte 1 on kuivin. Koska nayte 2 on kostein,
oletus on, etta siihen lisattaan kosteutta prosessin aikana. Nain tuote saa tarvittavan

koostumuksen lopputuotetta ajatellen.

Samaan aikaan lampokaapissa saatettiin kuivata monia eri naytteita. Kaappia valilla
avattiin, kun sinne lisattiin tai otettiin pois kuivattavia astioita tai naytteita. Kuvassa
13 esiteltyind kuivattuja naytteita 2 ja 3. Kuvassa vasemmalla nayte 3 ja oikealla
nayte 2. Naytteet ovat kuivattu samaan aikaan. Kuivatuissa naytteissa 2 ja 3 ei juuri
nay eroja, silla molemmat naytteet olivat kosteita ja kuivattuina nayttavat samalta.
Lampokaapin avaaminen saattoi vaikuttaa tuloksiin, sillda kaapin lampdtila laski ja



37

kaapissa oleva ilmankosteus saattoi muuttua. Kaapissa kuivattiin samaan aikaan

muitakin naytteita seka toissa kaytettavia astioita.

6.4 Aktiivinen vesi

Aktiivisen veden maara on esitetty alla olevassa taulukossa 5.

Taulukko 5. Aw-maarityksen tulokset.
Nayte 1 AW-maara Nayte2  AW-maara Nayte 3 ~ AW-maara

1A1 0,45 2A 1 0,99 3A1 0,98
1A.2 0,44 2A.2 0,99 3A.2 0,98
1A.3 0,44 2A.3 0,99 3A.3 0,98
1B.1 0,54 2B.1 0,99 3B.1 0,98
1B.2 0,53 2B.2 0,99 3B.2 0,98
1B.3 0,53 2B.3 0,99 3B.3 0,99
1CA1 0,52 2C1 0,99 3C.1 0,98
1C.2 0,52 2C.2 0,99 3C.2 0,98
1C.3 0,51 2C.3 0,99 3C.3 0,98

keskiarvo 0,50 keskiarvo 0,99 keskiarvo 0,98

Naytteelle 1 keskiarvoksi saatiin 0,5. Tama tarkoittaa sita, etta tuotteella ei ole paljon
vapaata vetta ja nain ollen silla on hyva sailyvyys. Naytteen 2 keskiarvoksi saatiin

0,99. Naytteen 3 keskiarvo on 0,98. Molemmat tuotteet ovat siis helposti pilaantuvia.
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Kuvio 4. Aktiivisen veden maara.

Kuviosta nakee kuinka samantapaisia naytteiden tulokset ovat. Ainut vaihtelu on
naytteella 1A, mutta siinakin rinnakkaismaaritykset ovat saman suuruisia. Naytteet
tulivat eri erista, joten tasta syysta on voinut tulla eriavia tuloksia. Naytteiden 2 ja 3

tulokset eivat vaihdelleet toisistaan.

6.5 Tuhka

Taulukossa 6 esiteltyna tuhkan maarityksesta saadut tulokset.
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Taulukko 6. Tuhkan maarityksen tulokset.

Néyte 1 Tu.hkapi— Néyte 2 Tu.hkapi— Néyte 3 Tu.hkapi—

toisuus toisuus toisuus
1A.1 3,7 2A.1 0,8 3A.1 24
1A.2 3,6 2A.2 0,8 3A.2 24
1A.3 3,6 2A.3 0,8 3A.3 24
1B.1 3,6 2B.1 0,8 3B.1 24
1B.2 3,6 2B.2 0,8 3B.2 24
1B.3 3,6 2B.3 0,8 3B.3 24
1C.1 3,5 2C.1 0,7 3CA1 24
1C.2 3,6 2C.2 0,7 3C.2 24
1C.3 3,6 2C.3 0,7 3C.3 2,5
keskiarvo 3,6 keskiarvo 0,8 keskiarvo 2,4

Tuhkapitoisuuden keskiarvoksi naytteelle 1 saatiin 3,6 %. Mattilan ym. (2018, 110)
mukaan kuivatun harkapavun tuhkapitoisuus on 3,4 %. Tulokset ovat saatu tuhkaa-
malla harkapapua 500 °C:ssa 17 tuntia. Tulosten vaihteluvali on 0,2. Naytteen 2
keskiarvo on 0,8 %. Tulosten vaihteluvali on 0,1. Naytteen 3 keskiarvo on 2,4 %.
Vaihteluvali on 0,1.
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Kuvio 5. Tuhkan maara.
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Tulokset ovat saman naytteen kesken hyvin yhtenevaisia. Kuvio 5 osoittaa tulosten
tasaisuuden. Suurin tuhkapitoisuus on naytteella 1. Naytteessa 2 on pienin tuhkapi-
toisuus. Nayte 1 siis sisaltaa eniten luontaisia kivennaisaineita. Naytteeseen 3 on
taytynyt lisata kivennaisaineita tuotetta valmistettaessa.

Kokeen samankaltaiset tulokset osoittavat kokeiden onnistuneen hyvin. Koetilanteet
olivat hyvin samankaltaiset kaikille ja koetilanteissa pyrittiin siihen, etta samat nayt-
teet tuhkataan saman aikaisesti. Kaikkien naytteiden lopputuhka oli hopeanhar-
maata ja todella hienojakoista kuten kuvasta 14 nakyy.

Kuva 13. Naytteen tuhkauksesta saatu tuhka.

Tuhkauksessa pyrittiin siihen, ettei uunin luukkua avata tuhkauksen ollessa kayn-
nissa, varsinkaan ensimmaisen tunnin aikana. Tuhkauunista tuli ensimmaisen tun-
nin aikana hieman savua ja pelkona oli myos, etta tuhkattavat naytteet pollahtavat

ilman virtauksesta.
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7 JOHTOPAATOKSET JA POHDINTA

Harkapapu on monipuolinen elintarvike ja kasvavassa suosiossa kuluttajien keskuu-
dessa. Sen kotimaisuus kiinnostaa kuluttajia. Kuluttajat ovat l16ytaneet harkapapu-

tuotteet ja ne ovat jaanet osaksi kauppojen hyllyja.

Tyon tavoitteena oli kerata tietoa harkapavun ravintosisallosta ja nilden muutoksista
prosessoitaessa. Analyyseissa selvisi, etta tuotteen ravintosisaltd eroaa toisistaan
prosessin eri vaiheissa. Tuotetta muokataan prosessin aikana hyvinkin erilaiseksi.
Alkutuote on ravintorikkain kaikista naytteista. Nayte 2 sisalsi vahiten ravinteita.
Naytteeseen 3 on oletettavasti tuotu lisaa kivennaisaineita, proteiinia ja rasvaa, jotta

ravintosisaltdoa ollaan saatu korotettua.

Laboratoriossa saatuja tuloksia tulee tarkastella kriittisesti. Mittaamista tulee tarkis-
taa, silla tuloksissa syntyi vaihteluita. Kokeiden tulisi olla viela samankaltaisempia
toistensa kanssa. Esimerkiksi samoihin naytteisiin olisi pitanyt kayttaa samoja liuok-
sia. Nyt nain ei tehty. Jokainen maaritys tehtiin vain yhdella menetelmalla. Tulosten
luotettavuuden kannalta olisi hyva kokeilla muitakin menetelmia ja vertailla tuloksia.

Itse tavoitteet tayttyivat, materiaalia syntyi, mutta tayden opetusmateriaalin saa-
miseksi pitaa viela tehda toita. ltse ainakin opin valtavasti tata opinnaytetyota teh-
dessa. Edellisesta laboratoriokerrasta oli jonkin aikaa, joten laboratoriotyoskentely
vaati aluksi harjoittelua. Matkan varrelle osui virheita, jotka opettivat paljon. Tata
tyota tehtiin rinnakkain toisen opinnaytetyon kanssa, joka auttoi haasteiden selvitta-

misessa. Yhdessa pohdimme, autoimme ja tsemppasimme toisiamme.

Opinnaytetyon tavoitteena oli tutkia, millainen harkapavun ravintosisaltdé on seka
miten harkapavun ravinnolliset ominaisuudet muuttuvat harkapapua prosessoita-
essa. Tama tavoite tayttyi. Opinnaytetyon on tarkoitus toimia materiaalin 1ahteena

kasvisruokatuotannon opetusmateriaalien kehittamisessa.
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Liite 1. Tyoohje: Kjeldahl-menetelma

SEINAJOEN AMMATTIKORKEAKOULU Kemian tyot
Elintarvike ja maatalous
Bio- ja elintarviketekniikka

TYO: TYPEN JA PROTEIININ MAARITYS POLTTOLAITTEISTOLLA JA HOYRYTISLAUKSELLA KJEL-
DAHL-MENETELMALLA

JOHDANTOA:

Kjeldahl -menetelmalla maaritetaan elintarvikkeen kokonaisproteiinipitoisuus ns. raakaproteiinipi-
toisuus laskemalla se naytteen kokonaistyppipitoisuudesta muuntokertoimen avulla. Proteiinit
koostuvat runsaasti typpea sisaltavista aminohapoista. Koska elintarvikkeessa on mukana myds
muita typpipitoisia yhdisteita, tulevat ne mukaan tassa maarityksessa ja siksi tulosta sanotaan raa-
kaproteiiniksi.

Menetelman tyovaiheita ovat poltto, vesihGyrytislaus ja titraus.

Menetelmassa kokonaistyppi maaritetdaan polttamalla ndytteen orgaaninen aines pois ja muutta-
malla orgaaninen typpi ammoniumtypeksi. Orgaaninen aine hapetetaan rikkihapolla hiilidioksi-
diksi, vedeksi ja ammoniakiksi. Ammoniakki sitoutuu rikkihappoliuoksessa ammoniumsulfaatiksi ja
hiilidioksidi ja vesi seka rikkidioksidi haihtuvat polton aikana pois.

orgaaninen typpi + H,SO4 = CO4(g) + H.0(g) + (NH4)2S04 + SOx(g)

Koska naytteen kaikki komponentit eivat hajoa vakevan rikkihapon kiehumispisteessa (337 °C),
taytyy kiehumispistettd nostaa suolalla, tassa tapauksessa kaliumsulfaatilla (K2SO.). Katalyyttina
kdytetaan kuparia (CuSO4*5H,0).

Tislauksessa ammoniakki vapautetaan ammoniumsulfaatista lisaamalla naytteeseen vakevaa nat-
riumhydroksidia. Vapautunut ammoniakki sidotaan tislauslaitteen etuastiassa olevaan boorihap-
poon. Taman jadlkeen ammoniakki titrataan boorihappoliuoksesta vetykloridihapolla (suolaha-
polla). Titraukseen kuluneen vetykloridihapon maaran perusteella ndytteessa olleen typen maara
voidaan laskea.

(NH4)2504 + 2NaOH => 2NH; + Na;SO; + 2H,0
NHsz + H3BOs > NHs* + H,BO3”
H,BOs + H* > HsBOs3
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Liite 4 Kalibrointiohje 23(24

Kuva 1. Vasemmalla: Nakkipaketin nakkien proteiinipitoisuudeksi on ilmoitettu 11,0g /100g.
REAGENSSIT:

Polttoliuos: Vikevi rikkihappo (H,S04), 95-96-massaprosenttista, tiheys 1,84 kg/dm? eli 1,84g/mL
Katalyytti ja suola: Jokaiseen polttoputkeen punnitaan 7g K,SO,4 ja 0,8g CuSO4*5H,0
Vastaanottoliuos: 0,4% boorihappo

Liuotetaan 4 g boorihappoa 0,5-0,6 litraan kuumaa, tislattua vetta. Sekoitetaan ja lisataan tislat-
tua vetta niin, etta lopputilavuus on 0,9 litraa

Indikaattoriliuos: bromokresolinvihrea / metyylipunaindikaattori

e Liuotetaan 10 mg bromokresolinvihreda 10 mL:aan metanolia

e Liuotetaan 10 mg metyylipunaa 10 mL:aan metanolia

e Sekoitetaan 10 mL:aa bromokresolivihrean liuosta ja 7 mL:aa metyylipunan liuosta. Lai-
mennetaan litraksi ionivaihdetulla vedella ja sekoitetaan varovasti. Sailytetdan tummassa
pullossa.

Tislausliuos: 35% w/v NaOH-liuos (valmiina omassa kanisterissaan)

- Punnitaan 350g NaOH ja sekoitetaan varovasti ionivaihdettuun veteen 1000 mL:n mitta-
pullossa. Sekoitetaan varovasti. Annetaan jadhtya (tunteja) ja taytetdan vedelld merkkiin.
Titrausliuos: 0,1M HCI (valmistusohje tdman tyéohjeen lopussa)

TYON SUORITUS

- Laitetaan polttolaite lampiamé&an 420 °C vetokaapissa

- Jauhetaan naytteet (lihandytteet, esim. makkara) homogeeniseksi huhmareella ja punni-
taan nadytteita n. 1g polttoputkeen. Tehdaan rinnakkaismaaritykset ja merkitaan punnitus-
tulos yl6s 0,0001g tarkkuudella. Naytteen maara riippuu sen typpipitoisuudesta. Jos tiede-
tdan, ettd naytteessa on paljon proteiinia (esim. 80g/100g) kannattaa naytettd punnita
esim. 0,7g.

- Lisataan polttoputkiin katalyytti (CuSO4) ja suola (K,SO4). Katalyytin ja suolan voi punnita
valmiiksi annoksiksi ennakkoon
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- Sekoitetaan naytetta, katalyyttia ja suolaa polttoputkessa varovasti esim. Vortex-sekoitti-
mella

- Nollanaytteeseen punnitaan ainoastaan katalyytti ja suola

- Lisataan kaikkiin putkiin varovasti 12 mL vakevaa rikkihappoa (pumpetilla ja lasisella mit-
tapipetilld) vetokaapissa. Kaytetdaan suojahanskoja ja suojalaseja!

- Sekoitetaan varovasti kdsin. Putket voi jattdaa hetkeksi huoneenldamp66n ennen polttolait-
teeseen asettamista

- Asetetaan polttoputket polttotelineeseen ja liitetaan kaasunpoistokansi putkien paalle,
kddnnetdan vesi-imupumppu taysille

- Asetetaan teline ja putket lammitettyyn polttohauteeseen. Vesi-imupumppu kdadannetaan
pienemmalle noin 5 min polton jalkeen. Oikea imunopeus on silloin, kun hdyryt juuri ja
juuri nousevat poistokanteen

- Jatketaan polttamista kunnes naytteet ovat kirkkaita (sinisen- tai vihrean viérisia, ei sa-
meita). Tama kestda yleensa n. 60-90 min riippuen naytetyypista ja maarasta

- Kun naytteet ovat kirkkaita, nostetaan teline putkineen (poistokansi edelleen paikoillaan)
pois polttolaitteesta sille varatun alustan paalle, ei suoraan kylmalle metallipinnalle veto-
kaappiin.

- Annetaan putkien jadhtya 10-20 min, jaahdytyksen jalkeen poistokansi voidaan poistaa

- Lisataan kuhunkin putkeen 75 mL ionivaihdettua vetta ennen tislausta

— —— e

-

Kuva 2. Punnitut naytteet polttoputkissa, ndytteet polttolaitteessa ja naytteiden vari polton jal-
keen

TISLAUS
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- Kiinnitetaéan tislauslaitteisto vesikiertoon (valkoinen letku) ja ava-
taan hana. Laitetaan virta tislauslaitteistoon. Suljetaan hetken kulut-
tua tislauslaitteiston takana oleva poistoletku mustasta vivusta. Lait-
teen hoyrynkehitin tayttyy.

- Asetetaan tislaimeen testipolttoputki ja erlenmeyer, joissa mole-
missa on pelkkaa vetta. Polttoputkessa esim. 75 mL vetta ja erlen-
meyerissa 25 mL. Painetaan kerran hoyrynkehittimen nappia, jolloin
laite lammittaa hoyryn ja lampenee. Kun laite on lopettanut toimin-
tansa, jatketaan varsinaisilla naytteilla. Testipolttoputkia voi vesi-
hoyrytislata kaksikin kappaletta, jos edellisesta kayttokerrasta on
kulunut aikaa.

- Sekoitetaan vastaanottoliuosta ja indikaattoriliuosta samassa suh-
teessa kuin liuoksia valmistettiin (0,9:1). Esimerkiksi 90 mL + 100
mL, mittalasitarkkuudella esim. 250 mL:n mittapullossa. Lisatdaan tata seosta 25 mL:aa Er-

lenmeyer-pulloon ja asetetaan se tislausyksikkdon tisleen ulostuloputken kohdalle siten,
ettd putken paa on liuoksen sisalla (kdyta levedmpisuisia Erlenmeyer-pulloja, 250 mL).
Asetetaan polttoputki tiiviisti tislausyksikkdon ja suljetaan ovi.

- Painetaan tislauslaitteiston hoyrynkehitysnappia kerran. Laitteistoon on ohjelmoitu valmis
ohjelma.

- Laitteisto tislaa naytetta 4 minuuttia, ja annostelee putkeen 50 mL NaOH-liuosta
(5*10mL). Tana aikana tisletta kertyy Erlenmeyeriin n. 130-150 mL.

Tislauslaitteiston
hoyrynkehitys-
nappi

Kuva 3. Tislauslaitteiston painikkeet

- Tislauksen loputtua poistetaan polttoputki. Polttoputki on todella kuuma. Poistetaan
myos Erlenmeyer astia.

- Jatketaan tislausta muilla naytteilld. Suljetaan lopuksi vesihana ja vesikierto, tyhjennetaan
hoyrynkehitin avaamalla musta vipu laitteiston takaa

- Pyyhitaan tislauslaitteisto huolellisesti

TITRAUS

- Titrataan Erlenmeyerissa olevat naytteet 0,1M HCl-liuoksella
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- Kaytetdan naytteille 50 mL:n byrettid, nollanaytteen kulutus tulisi olla vain muutamia tip-

poja (0,1 mL)

- Ekvivalenttikohdassa liuoksen vari muuttuu vihredsta punaiseksi

- Merkitse muistiin HCI-kulutus byretista. Ole erityisen huolellinen nollandytetta titrates-

sasi.

Kuva 4. Liuoksen véri ennen titrausta (vihred) ja varin muutos ekvivalenttikohdassa (punainen).
Titrauksessa kaytettava byretti ja magneettisekoittaja (voi sekoittaa myos kasin).

TULOSTEN LASKEMINEN

m=Msxcx*V

m = typen maara mg

V=(ndytteen kulutus — nollanaytteen kulutus) mL
¢ = HCl konsentraatio mol/L (tdssd 0,1mmol/mL)
M= typen moolimassa, 14,007mg/mmol

typen maara_mg

* 100

% typpead =

naytteeen_paino_mg
% proteiinia = %typped * 6,25

Typen muuntokerroin proteiiniksi on tdssa 6,25.

REAGENSSIEN TARVE:

Polttoputkia 6kpl / poltto
(H2S04) 12mL x 6 = 72mL
(K2SO4)7g x 6 = 42¢g

(CuSO4) 0,8g x 6 =4,8g
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(0,4% boorihappo, vastaanottoliuos) 25mL (0,9/1,9) *6 = 71,05 mL
(indikaattoriliuos, variliuos) 25 mL (1,0/1,9)*6 = 78,95 mL
(35% NaOH) 50mL x 6 = 300 mL + testiputket alussa esim. 2x50 mL

(0,1M HCI) 1-100mL / nayte * 6 = 60-600 mL, kannattaa valmistaa 1L, jotta voi huuhdella byrettid

LISATIETOA:
Miten muuntokertoimet mddritetddn?

Esimerkiksi jo 1800-luvun loppupuolella proteiinipitoisuuden laskemiseen on kaytetty muuntoker-
rointa 6,25 perustuen olettamukseen, etta proteiinit sisaltaisivat typped 16% (100/16=6,25). Ny-
kyaan kaytetaan tuoteryhmakohtaisia kertoimia, koska proteiinien typpipitoisuudet ovat hyvin eri-
laisia. Proteiinikerroin lihalle ja kalalle on 6,25. Maidolle ja maitovalmisteille 6,38 ja viljalle
ja viljavalmisteille 5,7.

0,1M HCl-liuoksen valmistaminen:

Miten valmistetaan 1000 mL 0,1M HCl-liuosta, kun meilld on vakevaa vetykloridihappoa (37%)
jonka tiheys on 1,18 g/ mL?

Oletetaan, etta vakevaa vetykloridihappoa on 1000 mL.

Liuoksen massa on talléin m=p*V=1,18g/mL*1000mL=1180g
Tassd maarassa on vetykloridihappoa 37% eli 0,37*%1180g=436,6g
M(HCl)=1,008+35,453=36,461g/mol
n(HCl)=m/M=(436,6g)/(36,461g/mol) =11,9744mol

c(HCl) =n/V=11,9744mol/L

cVi=cVa 2 Vi=(cVa) /o

_(0,1mol/L)*1L

= =0,00835L = 8,35mL
11,9744mol /L

1

Vakevaa HCl-liuosta pipetoidaan 8,35mL:aa yhteen litraan ionivaihdettua vettd, jotta saadaan
0,1M vetykloridihappoliuos.
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SEAMK/KEMIAN LABORATORIOHARJOITUKSET

Rasvapitoisuuden madrittaminen mojonniermenetelmalld

Naytteena: Harkdpapu

Vilineet: - Mojonnier-putkia tulppineen
- Lasisuppiloita
- Mittalaseja
- dekkoja + kellolasit kanneksi
Reagenssit: - etanoli

- HCI- happo (vak. HCI + vesi suhteessa 25:11)
- petrolieetteri

- dietyylieetteri

- petroli- ja dietyylieetterin seos suhteessa 1:1
- etanoli

Tyon suoritus:

1. Punnitse jauhettua kaurahiutaletta Mojonnier-putkeen n. 2-3 g Tarkka lukema
ylos.

2. Lisaa 10 ml etanolia ja heiluttele putkea siten, etta nayte kostuu.

w

. Lisda 10 ml HCI- happoa ja sekoita heiluttelemalla putkea
laita putket vesihauteelle (65 - 70 °C) n. 45 min.
Sekoita putkia n. 15 minuutin valein.

I

. Nosta putket hauteelta ja anna jadahtya huoneenlampdon
lisdd 25 ml eetteria ja ravista voimakkaasti 1 minuutti (ennen ravistelua kdanna
putken suu varovasti alapdin, jotta ndet onko tulppa tiiviisti kiinni)

5. Avaa tulppa varovasti, lisdd 25 ml petrolieetteria ja toista ravistelu (1 min.)

6. Anna liuotin kerrosten erottua (n. 10 min.) ja siirra ylempi, kirkas faasi punnittuun
dekkaan lasisuppilon avulla, missa on pieni tuppo pumpulia. Lisda nyt Mojonnier-
putkeen eetterien seosta 20 ml ja toista ravistelu, liuotinkerrosten erottuminen ja
faasin siirto kolviin (sama, mihin siirsit faasin aiemmin)



7. Tee ylla mainittu vaihe vield kerran
8. Haihduta liuottimet punnitussa dekassa vesihauteessa

10.Kuivaa dekkaa [ampdkaapissa 30 minuuttia, jadhdyta ja punnitse.

11. Toista [ampdkaappikuivausta niin monta kertaa, ettd paino ei endaa muutu tai lah-
tee nousemaan.

12. Laske rasvan maara seuraavalla kaavalla:

x=a—b* 100 jossa: x = naytteen
C rasvapitoisuus, g/100 g
a = kuivatun naytteen + kolvin
massa, g
b =dekan massa, g
€ = punnitun ndytteen massa, g



